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RESUMO

Sasaki, M. K. Comparacio entre analisadores com fluxo constante ou pulsado: aplicagéo
a amostras de relevancia farmacéutica, agrondmica e/ou ambiental. 2015. 100 f. Tese
(Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo,
Piracicaba, 2015.

Sistemas de analises quimicas em fluxo com multi-impulsdo empregam bombas solenoide
como unidade propulsora de fluidos, as quais proporcionam fluxos pulsados. Estes provém
um eficiente transporte radial de massas, o que garante boa homogeneiza¢do das solugdes
envolvidas, mesmo em situagdes de dispersdo limitada. O objetivo principal deste trabalho foi
entdo comparar o desempenho de metodologias envolvendo reagentes imobilizados em
sistemas de andlises em fluxo com fluxos constantes ou pulsados. Para isto, foram
selecionadas as determinag¢des espectrofotométricas de acido ascorbico em produtos
farmacéuticos, utilizando reator tubular de polietileno (50 cm) com MnO,(s) imobilizado, e
reacdo com formaldoxima (0,25 mol L™); e de carbaril em dguas naturais, explorando
extracdo liquido-liquido com xileno imobilizado em membrana de PVDF, e solugdo de NaOH
a 0,1 mol L' como fluxo aceptor. Adicionalmente, compararam-se os dois tipos de fluxo em
uma nova titulagdo em fluxo, a titulagdo monitorada por tragador; a determinagdo de acidez
total em vinagres foi selecionada e utilizaram-se as titulagdes por inje¢do em fluxo e
programada em tridngulo, ambas empregando solugdo de NaOH a 0,01 mol L™ como titulante
e fenolftaleina como indicador acido-base, com monitoramento por tracador empregando azul
brilhante FCF (ca. 6 mg L™"). Na determinagdo de 4cido ascorbico, o desempenho do sistema
com fluxos pulsados foi superior aquele com fluxos constantes quanto ao limite de detecgao:
0,33 contra 0,60 mg Lt (critério 3,3 o), e a repetibilidade: d.p.r. estimado como 2,5 contra
5,6% (n = 20); quanto a exatiddo, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa
entre 0 método proposto e o da Farmacopeia Britanica ao nivel de confianca de 95%. Na
determinagfo de carbaril, o uso de fluxos pulsados favoreceu a extra¢do do analito, obtendo-
se uma sensibilidade 9,3% maior relativamente ao emprego de fluxos constantes, além de uma
melhor linearidade da curva analitica; entretanto, o método mostrou-se susceptivel a
interferéncia de outros metilcarbamatos, o que comprometeu sua aplicacdo a analise de aguas
naturais. Na determinacdo de acidez total, a explora¢do de fluxos pulsados proporcionou
menores variagdes da razdo dos valores de absorbancia relativos ao monitoramento do
tragador e do indicador; ndo foi encontrada diferenga estatistica entre as titulacdes em fluxo
propostas e o método titulométrico de referéncia ao nivel de confianga de 95%.

Palavras-chave: Andlises quimicas em fluxo. Fluxos pulsados. Espectrofotometria UV-Vis.
Extragdo liquido-liquido. Reagentes imobilizados. Titulagdes em fluxo.






ABSTRACT

Sasaki, M. K. Comparison of flow analyzers exploiting constant or pulsed flows:
application to samples of pharmaceutical, agronomical and/or environmental relevance. 2015.
100 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo
Paulo, Piracicaba, 2015.

Multi-pumping flow systems use solenoid pumps as fluid propelling devices, which deliver
pulsed flows. These flows provide an efficient radial mass transport, thus good mixing
conditions even in limited sample dispersion situations. The main objective of this work was
then to compare the performance of methodologies involving immobilized reagents in flow
systems with constant or pulsed flows. To this end, the spectrophotometric determinations of
ascorbic acid in pharmaceutical products using a 50-cm polyethylene tubular reactor with
immobilized MnO,(s) with further colour-forming reaction with 0.25 mol L™ formaldoxime;
and carbaryl in natural waters exploiting liquid-liquid extraction with xylene immobilized in a
PVDF membrane and a 0.1 mol L' NaOH solution as acceptor stream, were selected.
Moreover, constant and pulsed flows were compared in relation to a novel strategy for flow
titration, named tracer-monitored titration; the determination of total acidity in vinegars was
selected and flow injection and triangle-programmed titrations were applied, both using a 0.01
mol L' NaOH solution as titrant, phenolphtalein as acid-base indicator and ca. 6 mg L
brilliant blue FCF as tracer. Regarding ascorbic acid determination, the pulsed flow system
was superior in relation to the constant flow system for detection limit: 0.33 against 0.60 mg
L' (3.3 o criterion), and for repeatability: r.s.d. estimated as 2.5 against 5.6% (n = 20); in
relation to accuracy, no significant differences between the proposed method and that of the
British Pharmacopoeia were found at the 95% confidence level. Regarding carbaryl
determination, use of pulsed flows favored the analyte extraction, leading to a 9.3%
sensitivity improvement in relation to use of constant flows; besides the attainment of better
linearity of the analytical curve. The method was however susceptible to interference of other
methylcarbamates, thus the application to natural water analyses was impaired. Regarding
total acidity determination, pulsed flows exploitation provided lower variations in the ratio of
absorbance values related to the monitoring of tracer and indicator; no significant differences
between the proposed titrations and the reference method were found at the 95% confidence
level.

Keywords: Flow analysis. Pulsed flows. UV-Vis spectrophotometry. Liquid-liquid extraction.
Immobilized reagents. Flow titrations.
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1. INTRODUCAO

A mecanizag¢do dos procedimentos de analises quimicas tem sido crescente, devido
principalmente a maior disponibilidade de instrumentagdo e de dispositivos analiticos
compactos e simples. O controle dos principais parametros que condicionam uma
determinagdo analitica tem sido entdo aprimorado, visando a obtengdo de resultados
confiaveis, de forma rapida e segura.' Dentre as diversas possibilidades de mecanizagdo,
destacam-se aquelas envolvendo sistemas de analises quimicas em fluxo, que se caracterizam
por um rigido controle espacial e temporal, o que permite que as diferentes etapas da andlise
sejam conduzidas de maneira eficiente e reprodutivel.? Outras caracteristicas favoraveis destes
sistemas podem ser mencionadas, tais como os baixos custos de instalacdo, operagdo e
manuten¢do dos analisadores, a flexibilidade dos moddulos de andlises, a facilidade de
operagdo e controle, os baixos consumos de amostras e de reagentes e o reduzido tempo de
analise, dentre outras.’

A operacdo destes sistemas envolve a introdu¢do de uma aliquota da amostra-teste em
um fluxo transportador, a qual ¢ direcionada ao detector.* Durante o transporte, a zona de
amostra estabelecida participa das operagdes inerentes ao método analitico, tais como
dilui¢do, adi¢do de reagentes, didlise, troca-ionica, extracdo liquido-liquido e difusdo gasosa.
A seguir, a amostra processada passa pela unidade de detecc¢do e o sinal analitico € registrado
em forma de pico, idealmente proporcional a concentragdo do analito.

Os sistemas de andlises em fluxo tornaram-se ferramenta importante e bem
estabelecida na Quimica Analitica, inclusive no Brasil.” Pesquisadores brasileiros tiveram
importante participagdo desde os primeiros trabalhos publicados sobre o tema e, atualmente,
dos trinta artigos cientificos mais citados em Quimica Analitica, de pesquisadores nacionais,
um terco se refere a analises em fluxo.’

Dentre as contribui¢cdes com a participagdo de pesquisadores brasileiros pode-se citar
os sistemas de andlises em fluxo com multi-impulsio (MPFA, Multi-Pumping Flow
Analysis).® os quais empregam bombas solenoide como unidade propulsora de fluidos. Estas
bombas podem ser atuadas de forma individual ou conjunta, o que confere alta versatilidade
ao sistema, e desempenham papel importante no que se refere a bombeamento-injecdo-
homogeneiza¢do-comutagdo. Além disso, as bombas solenoide fornecem um fluxo pulsado®
(FP), o que contrasta com os fluxos pulsantes / constantes (FC) caracteristicos dos sistemas
que empregam bombas peristalticas ou de pistdo; e esta diferenga reside nas variacdes da

vazdo em fun¢do de tempo, como representado na Figura 1, onde situagdes com FC
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(graficos da parte superior) envolvendo uma solugdo (esquerda) ou duas solug¢des distintas
(direita) sdo comparadas com situacdes andlogas envolvendo FP (graficos da parte inferior), e
observa-se que a vazdo tende a constancia com FC, ao passo que variacdes acentuadas e
repetitivas sdo inerentes aos FP. Na utiliza¢io pioneira’ de bombas solenoide em sistemas de
analises em fluxo, a pulsagdo dos fluxos foi considerada como fator limitante; entretanto,
trabalhos posteriores demonstraram que a utilizagdo de FP é vantajosa em diferentes

estratégias, devido as melhores condi¢des de mistura que podem ser obtidas.

vazao

vazao

| l o

tempo tempo

Figura 1 - Fluxos constantes e pulsados conforme suas varia¢cdes em vazio. Representagdo da variacdo
da vazdo em fun¢fo do tempo para sistemas com fluxos constantes (acima) e pulsados (abaixo),
envolvendo uma (esquerda) ou duas (direita) solugdes.

A boa homogeneiza¢do das solugdes envolvidas inerente ao FP, mesmo em situagoes
de dispersdo limitada, deve-se a tendéncia de mistura turbulenta (furbulent mixing),® e
consequente transporte radial de massas mais eficiente. Este aspecto foi evidenciado em

diferentes situagdes:

o Registro dos sinais analiticos. A dispersdo nos sistemas com FP é menor relativamente
aos sistemas baseados em multicomutagdo que exploram FC, o que resulta em picos
caracterizados por menor tempo de aparecimento, menor tempo de limpeza e maior

9 . .
altura,” refletindo em uma melhor frequéncia de amostragem:;
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e Sensibilidade analitica. O grau de desenvolvimento das reagdes quimicas pode ser
aumentado em fun¢@o da melhor homogeneizagdo das solu¢des envolvidas (aspecto mais
pronunciado em reagdes relativamente lentas), o que pode resultar em melhoria em
sensibilidade analitica; 10

e Transferéncia de calor. A transferéncia de calor ¢ mais eficiente nos sistemas com FP
do que naqueles com FC, devido & maior movimentacdo dos elementos de fluido sob
condi¢des de fluxo pulsado. O aspecto é evidenciado em processos envolvendo reagdes
quimicas conduzidas em ambiente aquecido;'’

o Leitos fluidizados. Nesta estratégia, reagentes solidos sdo utilizados sem o
empacotamento destes em colunas. A pulsag@o inerente aos sistemas com FP possibilita
um refluxo das particulas solidas, o que resulta em uma melhor interacdo destas com a
fase movel.'? Isto minimiza algumas desvantagens inerentes ao emprego de colunas
empacotadas, tais como o estabelecimento de caminhos preferenciais, excessiva pressao
hidrodindmica, efeitos de contragdo / expansio (swelling) e menor acessibilidade a alguns
sitios ativos;

e Extracdo liquido-liquido. A transferéncia do analito entre fases imisciveis pode ser
favorecida pela mistura turbulenta, permitindo uma melhor dispersdo do extrator organico
na fase aquosa contendo o analito;'?

o Difusdo gasosa. A maior movimentacdo dos elementos de fluido, proporcionado pelas
bombas solenoide, resulta em maior eficiéncia da difusdo de espécies volateis, através de

membranas semi-permeaveis.'*

Artigo revisional recente'” salientou a aplicabilidade dos sistemas de analises em fluxo
com bombas solenoide, destacando a defini¢do de FP como sendo “aqueles resultantes da
acentuada e repetitiva variagdo em vazdo, dos pequenos volumes propelidos por estas
bombas”; as potencialidades e limitagdes deste tipo de sistema em fluxo; e a tendéncia de
desenvolvimento e implementagdo de sistemas portateis para andlises in situ. Dentre estes
Gltimos, tem-se o analisador de fosfato'® utilizado para a analise de dguas de estagdes de
tratamento de aguas residuais. Este analisador foi projetado de modo a explorar as vantagens
(versatilidade, portabilidade, baixo consumo de reagentes e de energia elétrica) alcancadas

com o emprego de bombas solenoide.
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O presente trabalho teve como objetivo principal a comparagdo entre metodologias
baseadas no uso de reagentes imobilizados em sistemas de andlises em fluxo envolvendo
fluxos pulsantes (nesta tese tratados como constantes) ou pulsados. Para esta comparacéo,
foram avaliadas as determinagdes espectrofotométricas de 4cido ascorbico em produtos
farmacéuticos, utilizando reator com MnO,(s) imobilizado em sua parede interna; e de
carbaril em d4guas naturais, utilizando extracdo liquido-liquido com solvente organico
imobilizado em membrana hidrofobica. Adicionalmente, compararam-se estes diferentes tipos
de fluxo em sistemas de andlises em fluxo para a determinagdo de acidez total em vinagres,

utilizando titulagdo monitorada por tracador.



23

2. REVISAO DA LITERATURA

A seguir, sdo abordados os principais temas relacionados as determinagdes avaliadas

neste trabalho.

2.1. Reagentes imobilizados em andlises em fluxo

Os reagentes imobilizados tém sido utilizados em sistemas de analises em fluxo como
uma unidade discreta antes da unidade de detec¢do ou ainda, integrada a mesma, como no

. 1 . o
caso dos biosensores.'” Esses reagentes podem estar na forma solida ou liquida.

2.1.1. Reagentes solidos imobilizados

Os reagentes solidos tém sido frequentemente empregados em sistemas de andlises em
fluxo, o que facilita o uso de espécies quimicas levemente soluveis, evita a necessidade de
armazenamento de solucdes instaveis e reduz o consumo do reagente de maneira pronunciada.
Entre estes materiais comumente utilizados, t€m-se ligas metdlicas, 6xidos, polimeros
molecularmente impressos, enzimas e resinas de troca-idnica, que sdo solidos por natureza.’

Enzimas'® tém sido utilizadas visando, principalmente, a analise de amostras de
interesse clinico, alimentar e ambiental. Entretanto, a maioria das enzimas sdo relativamente
caras, mesmo quando sdo adicionados estabilizantes quimicos em sua imobilizagdo, visando
aumento da sua vida util. Consequentemente, esses bioreatores devem ser projetados e
incorporados aos sistemas, de forma a permitir a maxima utilizagdo dos sitios ativos
disponiveis.

As resinas de troca-idnica'® também tém sido muito empregadas em anélises em fluxo
para etapas de concentracdo e/ou separacdo em linha. Estas resinas s@o utilizadas com o
objetivo de melhorar a seletividade de métodos, ja que estes materiais podem ser eficientes
adsorventes de ions livres e de complexos metalicos. Ainda, quando sdo empregadas
saturadas com uma espécie quimica especifica, a disponibilidade desta espécie na coluna com
resina pode ser muito mais elevada do que em solugdo, favorecendo o uso de reagentes com
limitada solubilidade. Em sistemas de andlises em fluxo, as resinas ainda podem ser
versatilmente empregadas no modulo de analises de forma a possibilitar etapas de reagéo e de

recondicionamento em linha da coluna.
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Outra importante potencialidade do uso de reagentes sélidos € a espectrofotometria em

1 1. 20,21
fase solida, 0,

que se baseia na medida direta da absor¢do da radiacdo incidente na fase
solida quando a espécie de interesse (ou uma outra espécie formada a partir desta) é retida
nesta fase. As resinas de troca idnica sdo os solidos mais utilizados para essa finalidade,
entretanto, espumas, filmes e membranas, que em geral ndo apresentam propriedades de
troca-ionica, também tem sido utilizados na estratégia de detec¢do. De maneira semelhante,
medidas quimiluminométricas podem ser realizadas em sistemas de analises em fluxo e, como
exemplo, pode ser citado o trabalho utilizando luminol covalentemente ligado ou adsorvido a
pequenas particulas-suporte, as quais eram empacotadas em mini-colunas.?

Os reagentes solidos sdo em geral empacotados em mini-colunas, as quais sio
inseridas no mddulo de andlises, porém algumas desvantagens tais como estabelecimento de
caminhos preferenciais, pressdo hidrodinamica elevada, efeitos de contracdo / expansio
(swelling) e inacessibilidade a sitios ativos'? podem se manifestar.

Os reatores rotativos em disco (rotating disc reactors)'® podem minimizar
significantemente algumas destas desvantagens, com a utilizagdo mais eficiente dos sitios
ativos de enzimas imobilizadas permitindo, assim, que quantidades muito pequenas do
reagente sejam efetivamente empregadas. As enzimas s@o imobilizadas na superficie de
particulas de vidro com tamanho de poro controlado (controlled-pore glass), as quais sdo
fixadas sobre os reatores com a utilizagdo de fita “dupla-face”. Estes reatores rotativos sdo
posicionados dentro de uma camara em material polimérico, e se constituem em um disco em
PTFE, com uma barra magnética embutida e uma agulha afixada no centro da parte inferior
deste, a qual tem a finalidade de possibilitar que o disco seja acomodado numa reentrancia
coOnica especialmente usinada na parte inferior da camara, além de permitir a rotacdo do disco
com o acionamento de um agitador magnético posicionado abaixo do reator.

Outra interessante estratégia nesse contexto sdo os reatores tubulares abertos,” que
empregam o reagente solido impregnado nas paredes internas de tubos, o que permite a
interagdo da zona de amostra com a fase solida imobilizada. Estes reatores apresentam boa
estabilidade e os resultados analiticos sdo reprodutiveis durante longos periodos de utilizagéo,
conforme demonstrado e.g. na determina¢fo de reserpina em formulacdes farmacéuticas™
utilizando MnO,(s) imobilizado. Em funcdo do fluxo constante envolvido, uma baixa
interagdo da zona de amostra com a parede do reator foi verificada, resultando em menor
sensibilidade analitica relativamente ao emprego do reagente em solucdo. Esta interacdo pdde

ser melhorada empregando-se menor vazio, porém a velocidade analitica se deteriorava.
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2.1.2. Extragdes liquido-liquido e solventes imobilizados

As extragdes liquido-liquido (LLE, Iligquid-liquid extraction) se baseiam na
transferéncia de uma substancia dissolvida em uma fase para outra, em geral uma organica e
outra aquosa; almejando-se isolar ou concentrar o constituinte desejado ou separa-lo de
espécies que podem interferir na andlise.*

LLE convencionais apresentam entretanto, varias desvantagens, destacando-se o
grande consumo de solventes organicos, como pode ser observado em varios métodos oficiais
de agéncias reguladoras, onde sdo utilizados varios mililitros de solvente por extracdo que,
quando considerados para muitas analises, tornam este tipo de extracdo pouco favoravel ao
meio ambiente e ao analista. Ainda, o preco de alguns solventes especificos pode se constituir
em fator limitante e, geralmente, essas estratégias sdo laboriosas e dificeis de serem
automatizadas. Estas desvantagens tornam a pesquisa de estratégias alternativas de extracéo,
um ramo importante da Quimica Analitica.*®

Em sistemas de andlises em fluxo, a implementacdo de LLE apresenta inumeras
vantagens comparativamente aos procedimentos extrativos manuais.>’ Destaque-se a redugo
do consumo de solventes organicos, reagentes € amostras, o que torna os procedimentos mais
amigdveis ao meio ambiente, € com menos riscos ao analista. Neste sentido, estratégias com
extragdes simples e multiplas, extragdes em filme de solvente, extragdes com membrana,
retro-extracdes, sistemas fechados, além da utilizagdo de amostragem de zonas, e
cromatomebranas, tém sido relatadas em métodos explorando extraco nesses sistemas.”’

Entretanto, a implementagdo de LLE em sistemas de andlises em fluxo pode ser
dificultada, especialmente considerando-se a volatilidade da maioria dos solventes orgéanicos
utilizados, assim como a agressividade relativamente aos materiais usados.

Neste contexto, a exploragdo de estratégias extrativas com membranas tem sido
crescente,”® pois possibilita a extragdo seletiva e/ou a concentragdo de analitos de diferentes
matrizes utilizando volumes reduzidos de solventes. Com a utilizagdo de membranas
liquidas,’®* as estratégias extrativas tendem a se tornar mais seletivas, apresentar altos fatores
de enriquecimento e facilitar a automagao, além dos aspectos economicos e de seguranga, que

sdo favorecidos.
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. ~ 26,29
Em todos os tipos de extragdo por membrana,*®

a mesma separa a fase com amostra
(também chamada de fase doadora) da fase aceptora ou removedora, e o analito passa através
da membrana de uma fase a outra. Este processo, também conhecido como pertracdo (do
inglés pertraction: permeation-extraction), pode ser dividido em extragdo por membrana em
uma, duas ou trés fases. Exemplos tipicos de extracdo em uma fase sdo a filtragdo e a didlise,
onde os processos sdo governados por propriedades fisicas e, como as fases doadora e
aceptora sdo similares, ndo ha a formacdo de interface (particdo) entre fases. Em sistemas em
duas fases, uma delas é igual a da membrana, por exemplo, um solvente organico que pode
estar presente tanto na membrana quanto na fase aceptora, enquanto se tem uma fase doadora
aquosa ou gasosa, formando-se assim uma interface e, consequentemente, um equilibrio de
parti¢do. Ja nas extragdes em trés fases, a fase na membrana ¢ diferente da doadora e da
aceptora, formando um sistema com duas interfaces entre as fases, estabelecendo-se assim,
duas etapas diferentes de extracdo, que podem ser definidas para diferentes tipos de reagdes
quimicas, de forma a se obter alta seletividade.

A extracdo com solvente suportado em membrana (SLME, supported liquid
membrane extraction)’® é o tipo mais utilizado de extragdo em trés fases, onde um solvente
organico ¢ imobilizado em uma membrana hidrofébica porosa (planar ou tubular), e a escolha
de diferentes pares de fases doadora / aceptora € responséavel pela obtengdo de extracdes (fase
doadora / membrana e membrana / fase aceptora) mais eficientes. Apesar de muito explorada,
principalmente para a obtenc¢do de extratos com os analitos em maiores concentragdes, SLME
apresenta como maior desvantagem o efeito de memoria entre amostras, tornando-se
necessaria a limpeza ou a troca da membrana entre extragdes.

Como em outros processos envolvendo membranas, a transferéncia de massas através
da membrana em SLME baseia-se na diferenga de potenciais quimicos do soluto nas solugdes,
ou seja, a intensidade do fluxo difusional do soluto ¢ controlada pela diferenga em
concentragdo entre as fases doadora e aceptora, e pode ocorrer por dois mecanismos:*’

e amembrana liquida atua isoladamente como um solvente fisico para a permeagao;
e a membrana liquida contém um componente que facilita a permeac¢do de massas da

fase doadora para a membrana e desta para a fase aceptora.
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A constante de distribui¢do®® entre as fases aceptora e doadora é dada por:

D=(1DKD/(1AKA

onde D: constante de distribuicdo entre fases aceptora e doadora; a, e ap: fragdes extraiveis do analito
na fase aceptora e doadora, Ky e Kp: coeficientes de parti¢do entre as fases aceptora/membrana e

doadora/membrana.

A aplicagdo pioneira de SLME em sistema de anélises em fluxo objetivou o clean up
~ . 31 . o
de amostras e concentracdo em linha de aminas.” Outros exemplos, tais como a determinagdo

32 ¢ a determinacfo espectrofotométrica de cafeina em

amperométrica de eugenol em temperos
amostras de café e de chd®® podem ser mencionados. Em ambas as propostas, as
determinagdes foram realizadas sem nenhum tratamento prévio das amostras. Entretanto, a
membrana precisava ser limpa e regenerada apds cada extra¢do e, na segunda aplicacdo, a
faixa de trabalho se situava na ordem de grama de cafeina por litro.

A estratégia tem sido empregada em relagdo a fluxos constantes, ¢ a por¢do da fase
aquosa mais proxima a membrana € a que melhor interage com a mesma. O emprego de FP
em SLME parece ainda ndo ter sido relatado e tende a contribuir para a melhoria da interagao
fase aquosa / fase organica, em fun¢do do melhor transporte radial massas, assim como

relatado na extracdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em aguas realizada com

agitacdo magnética,”* o que permitiu uma extracdo eficiente utilizando membrana polimérica.

2.2. Titulagdes com tragadores

Um tragador é uma substancia monitoravel introduzida em um sistema dinamico para
seguir o curso de um processo, e fornecer informagdes acerca do padrdo de eventos e/ou da
redistribuigio de partes ou elementos envolvidos no mesmo. >° Estratégias com
monitoramento envolvendo tragadores t€ém sido exploradas em diferentes campos como, por
exemplo, estudos hidrolégicos®® e sobre nutricdo de plantas.>” Exemplos tipicos de tragadores
sdo os corantes e os nuclideos radioativos (ou estaveis). O tragador ideal deve apresentar as
mesmas propriedades quimicas da espécie de interesse, ndo interagir com outros componentes
do meio reacional e ser facilmente detectavel.

Em Quimica Analitica, estratégias com monitoramento por tracador tém sido
frequentemente exploradas, especialmente para avaliagdo de recuperacdo® e padroniza¢io
interna. * Com relagdo a titulagdes, uma abordagem engenhosa foi proposta para a

determinagdo espectrofotométrica da alcalinidade total em 4guas do mar.* A adi¢do de um
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corante como tragador na solucdo titulante possibilitou a estimativa em tempo real tanto da
fragdo volumétrica (amostra / titulante) como do pH da mistura, a cada adigdo de titulante. A
curva de titulacdo inteira era entdo obtida sem a necessidade de medidas fisicas de volume,
massa, vazdo ou cargas elétricas.

A inovagdo foi posteriormente investigada em relagdo a titulagdes acido-base, 6xido-
redugio e complexométrica.' Na titulagio de hidréxido de sédio com é4cido cloridrico, o
corante azul brilhante foi usado como tragador e as variagdes de pH eram
potenciometricamente monitoradas. Na titulacdo de acido ascorbico com iodo, ions cloreto
eram condutimetricamente monitorados como tracador e amido era adicionado para
derivatizacdo. Na titulacdo de calcio com EDTA, na presenga de calmagita, as medidas
espectrofotométricas eram simultaneamente efetuadas em dois comprimentos de onda,
permitindo que as varia¢des das fragcdes volumétricas e o curso da titulagdo fossem avaliados.
Recentemente, uma titulagdo monitorada por tracador foi proposta para a determinagdo de
oxigénio dissolvido em 4guas de mar,** explorando o método classico de Winkler. A
possibilidade de se usar tracadores fluorescentes ou radioativos foi também salientada.*’

Como as titulagdes em geral envolvem adigdes sucessivas de titulante até a obtengdo
do ponto final, os sistemas de andlises em fluxo sempre demonstraram ser ferramentas muito
versateis e eficientes para este fim. A maioria das titulagdes em fluxo tem explorado fluxos
ndo-segmentados, embora aplicagcdes recentes demonstraram a viabilidade de se empregar
fluxos monossegmentados.”

Desde as primeiras tentativas de automatizacdo de métodos titulométricos, no inicio
dos anos 1900, muitas propostas de titulagcdes em fluxo foram apresentadas, tais como aquelas
envolvendo fluxos convergentes, gradientes de concentragdo ou multicomutagdo.® A seguir,
sdo feitas breves discussdes sobre as estratégias de titulacdo em fluxo exploradas no presente
trabalho.

A titulagdo programada em tridngulo (do inglés, triangle-programmed titration)***
explora variagdes em vazdo, dos fluxos convergentes de amostra e titulante, e o fluxo
resultante destes é dirigido para a detecg¢do. A vazdo da amostra ¢ geralmente constante, ao
passo que a do titulante € linearmente incrementada até a obtengdo do ponto final da titulagéo.
A vazdo do titulante necessaria para a obtencdo deste ponto é considerada para o célculo do

resultado analitico.
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A titulagdo por injecdo em fluxo (do inglés, flow injection titration)**® explora os
gradientes de concentracdo estabelecidos na zona de amostra. A amostra é inserida em um
fluxo titulante, submetida a dispersdo controlada e entdo, monitorada. O intervalo de tempo
decorrido entre duas medidas referentes as fragdes volumétricas amostra / titulante no ponto
final da titulag@o, € proporcional ao logaritmo da concentra¢do do analito. J4 que a estratégia
requer uma curva analitica, ndo pode ser classificada como titulagdo verdadeira segundo

defini¢do IUPAC;*” consequentemente, ela tem sido considerada como uma pseudo-titulagdo.”
2.3. Os analitos

Sdo consideradas nesta se¢do, as espécies alvo das trés propostas apresentadas, com
destaque para suas importancias, assim como para as diferentes metodologias existentes para

as suas determinacdes analiticas.
2.3.1. Acido ascérbico

A vitamina C, um nutriente essencial ao ser humano, ¢ uma vitamina hidrossoluvel e
atua como agente redutor eficaz, desempenhando papel de coenzima em processos do
metabolismo de neurotransmissores, lipidios e colageno.* Foi inicialmente chamada de 4cido
hexurdnico e sintetizada pioneiramente pelo grupo liderado pelo professor Haworth em 1933,
motivo pelo qual o pesquisador recebeu o prémio Nobel de Quimica em 1937; sua férmula
molecular ¢ C¢HgOg € a utilizagdo do nome L-acido ascorbico foi recomendada em 1965 pela
IUPAC.”

Uma busca bibliografica revela varios artigos revisionais versando sobre a importancia
de 4cido ascorbico (AA) em tecidos animais,”” amostras bioldgicas®' e alimentos.*® Diversos
procedimentos para sua determinagdo utilizando técnicas fotométricas,™ espectrofotométricas

% ndo-espectrofotométricas *® e cromatograficas,’’ tém sido propostos,

8

e titulométricas, >4,
muitos deles implementados em sistemas de anélises em fluxo.’

Nestes ultimos, as etapas envolvidas na determina¢do do analito tém sido realizadas de
maneira continua e automatizada, ¢ as reagdes de 6xido-redug¢do, comumente envolvidas tem
se tornado menos susceptiveis a erros provenientes da oxidacdo aerial. As técnicas de
detecgdo mais utilizadas em relagdo a sistemas de andlises em fluxo tém sido a
espectrofotometria (principalmente na regido visivel) e a eletroquimica, notando-se ainda

algumas aplica¢des envolvendo detec¢do luminométrica.”® Em 2008, foi relatado que AA esta
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entre os 25 analitos mais determinados em sistemas de analises em fluxo, dentre um universo
de mais de 17 mil trabalhos publicados.’

Deve-se destacar a determinagdo indireta deste analito em produtos farmacéuticos e
alimentos utilizando um sistema de analises em fluxo com uma mini-coluna de MnO, (s6lido)
suspenso em silica-gel.®” O método era baseado na redugdo do manganés contido na fase
solida quando a amostra passava pela mini-coluna. O Mn”" liberado (proporcional ao analito

contido na amostra) era quantificado por espectrometria de absor¢do atomica.

2.3.2. Carbaril

Os primeiros agrotoxicos utilizados nas lavouras apresentavam baixa solubilidade em
agua e, consequentemente, forte poder de aderéncia ao solo. Com a evolugdo tecnologica,
passaram a ser mais soluveis, além de apresentar menor capacidade de aderéncia ao solo.
Entretanto, esses novos agrotdxicos continham diferentes compostos quimicos, resultando em
produtos cada vez mais toxicos e persistentes no ambiente, apesar de eficientes no combate a
pragas. Em outras palavras, aumentou-se o potencial nocivo dos agrotdxicos a saide humana
e a0 meio ambiente.®!

Estudos revelam que os casos de envenenamento agudo por agrotoxicos, em diferentes
regides do mundo, resultam de diversos fatores. Em paises em desenvolvimento, a incidéncia
desses casos tende a ser maior devido a fatores como regulamentacgdo insuficiente, falta de
sistemas de vigilancia, falta de formacéo e/ou acesso inadequado aos sistemas de informagao,
equipamentos de prote¢do individual mal conservados ou inexistentes, e maiores populagdes
sustentadas pela agricultura. Ainda, o uso de pesticidas proibidos, em particular aqueles
altamente toxicos, estoques obsoletos e técnicas de armazenamento improprios agravam ainda
mais a situagdo nesses peu’ses.62

Estima-se que o Brasil seja o maior produtor e consumidor de agrotoéxicos do mundo,
desde 2009.% Isto leva a perda da biodiversidade e da qualidade dos recursos hidricos do pais.
Monitoramentos de residuos de agrotoxicos sinalizam que estes residuos estdo presentes em
alimentos, na atmosfera, nas chuvas e em aguas superficiais e subterraneas. E, dentre os
agrotoxicos atualmente mais utilizados na agricultura, estdo os carbamatos e

organofosforados, os quais apresentam atividade inseticida muito eficiente.
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Carbaril (1-naftil-N-metilcarbamato)® é um inseticida da familia dos carbamatos,
mundialmente usado em substituicdo a alguns inseticidas organoclorados. Devido a sua
eficiente agfo inseticida, ¢ utilizado em mais de 120 cultivos diferentes, sendo disponivel em
diferentes formas, tais como po, pastilha, granulo, suspensdo e solu¢do. Similarmente a
maioria dos carbamatos, o carbaril inibe a enzima acetilcolinesterase, responsavel pela
degradacdo do neurotransmissor acetilcolina dos insetos. Entretanto, esse efeito inibitorio
também ¢ danoso a mamiferos, podendo afetar até o sistema nervoso central destes.

Apesar de sua toxicidade, este inseticida geralmente n3o € encontrado em
concentragdes significativas em aguas potaveis, ndo sendo, portanto considerada necessaria
pela Organizagdo Mundial de Satide® a proposicdo formal de um limite permissivel da
espécie nesse tipo de matriz. Esse mesmo 6rgdo de saude, entretanto, estima em
50 pg L' como um limite aceitavel da espécie, levando-se em consideragdo 20% da ingestdo
diaria aceitdvel do inseticida em alimentos, para um adulto de 60 kg, consumindo 2 L. de dgua
por dia.

Em relagdo a determinagdo de carbaril, ha muitos métodos encontrados na literatura,
envolvendo diferentes técnicas, tais como espectrofotometria, 66 quimiluminescéncia, 67

fluorimetria, % 69 70

espectrometria de massas, =~ eletroquimica © e espectrofotometria no

. 1 - , . n . ,

infravermelho.”' Diferentes estratégias tém sido exploradas nestes métodos como o uso de
. 2 , . , 69 ,

enzimas,’” cromatografia liquida,” cromatografia a gas,” uso de polimeros molecularmente

4 ¢ andlises em fluxo.”

impressos’

Dentre os sistemas de analises em fluxo propostos para a determinacdo de carbaril,
destacam-se aqueles com detec¢do por quimiluminescéncia, como aquele baseado na
atenuagdo do sinal gerado pela reagdo entre luminol e perdxido de hidrogénio em meio
alcalino, catalisada por ions Co(II), onde a atenuacdo do sinal € proporcional a concentragdo
do analito na amostra inserida.’® Similarmente, a redu¢o de sinal resultante da reagdo
quimiluminométrica foi explorada em sistema com as enzimas acetilcolinesterase e colina
oxidase, empacotadas em mini-colunas e acopladas ao moédulo de andlises. Carbaril
apresentava acdo inibitoria na geragdo enzimatica de peroxido, o qual reagia com luminol
catalisado por hexacianoferrato(III).”” Outras propostas, exploraram o aumento de sinal, na
presenca do analito, em reagdes quimiluminescentes entre luminol e KMnO4 em meio

alcalino;®” Na,SO; e KMnO, em meio 4cido;’® e metilamina e Ru(bpy)33 " (ambos gerados em

linha).”
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J& dentre os sistemas de andlises em fluxo com detec¢do espectrofotométrica para a
determinagdo de carbaril, podem ser citados aqueles explorando reacdo com p-aminofenol,
envolvendo etapas prévias de extracdo liquido-liquido com xileno,*® ou em ponto nuvem e

degradago fotoquimica do efluente gerado.®!

2.3.3. Acidez total em vinagres

Vinagres® sdo produzidos a partir da fermentacdo de etanol por bactérias (conhecidas
como acetobactérias ou bactérias do acido acético) de fontes adequadas como, por exemplo,
cidra, vinho, malte, griios e frutas; e o principal produto desta fermentago é o acido acético.™

A acidez total, que resulta do processo fermentativo, ¢ um dos parametros avaliados
pelo método oficial da AOAC (Association of Official Analytical Chemists)®* para vinagres, e
se baseia na titulacdo volumétrica acido-base, utilizando fenolftaleina como indicador. Além
da titulagdo baseada em medidas de volume, esse método titulométrico também pode ser
realizado por medidas de massa, como salientado em artigo da area educacional,®® voltado
para aulas praticas de Quimica Geral. Esse parametro pode ser também avaliado por métodos

envolvendo voltametria, *® potenciometria e condutimetria, *’

e espectrofotometria no
infravermelho.®®

Existem ainda diversas propostas de titulagdo de acidez total de vinagres em sistemas
de andlises em fluxo; dentre estas, podem ser destacadas aquelas explorando fluxos
monossegmentados, onde a zona de amostra, contendo a amostra e o(s) devido(s) reagente(s),
flui entre duas bolhas de ar em direcdo a deteccdo, e este aprisionamento entre as fases
gasosas pode favorecer o tempo de limpeza, assim como o desenvolvimento da reagdo,
aumentando-se o tempo de residéncia, sem aumentar a dispersdo. A estratégia foi explorada
na titulagdo espectrofotométrica de acidez total de vinagres com NaOH como titulante e
fenolftaleina como indicador, a qual envolveu adigdes sequenciais de amostra e titulante,
formando uma zona de amostra que fluia entre duas bolhas de ar; e o ponto final da titulagdo
era encontrado variando-se a propor¢do volumétrica entre as duas solugdes, que era
determinada por algoritmo baseado no método Fibonaci de otimizagdo unidimensional.®
Outras aplica¢des envolvendo fluxos monossegmentados para determinagdo de acidez total de
vinagres contaram com detec¢cdo potenciométrica e estratégia de busca binaria (do inglés,
binary search) para se encontrar o ponto final;”’ e também sistema de inje¢do sequencial com

detecgdo espectrofotométrica.’!
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Entre os sistemas com fluxos ndo segmentados para essa mesma determinac¢do, podem
. .« . ~ . 92 ~ .
ser citados aqueles com injecdo sequencial ~ e aqueles com exploragdo de gradientes de
concentracdo,” utilizando uma tnica solucdo padrdo e diferentes estratégias de calibragdo.
Outro exemplo interessante no contexto é o analisador com fluxo descontinuo com detec¢do
Cpoi o 94 A . . :
fotométrica,” baseado em um pequena cdmara de mistura equipada com um agitador de alta

velocidade, a qual era conectada a cela de deteccdo, e LED como fonte de radiagéo.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. Material

Os resultados apresentados nesta tese foram obtidos com a utilizagdo dos seguintes

materiais:

sistema Ocean Optics (Dunedin, EUA): espectrofotometro UV-Vis modelo USB 4000,
fonte de radiacdo (ldmpada de tungsténio / halogénio modelo LS-1 ou lampada de
xenonio modelo PX-2), fibras opticas (400 um d.i.) e cubeta de fluxo de Ultem em “Z”
(50 uL volume interno e 10 mm caminho Optico) ou cubeta de fluxo Hellma modelo
178.010-QS (80 pL volume interno ¢ 10 mm caminho 6ptico) com suporte para cubeta
modelo CUV-UV; registros adquiridos via programa SpectraSuite;

bombas solenoide com volume de pulso variavel (5 - 50 pL) modelo MCP-50 e valvulas
de trés vias modelo MTV-3, de fabricagdo Takasago Electric, Inc. (Nagoya, Japdo);
bomba peristaltica modelo IPC-8 de fabricagdo Ismatec (Glattbrugg, Suica), com tubos de
bombeamento em Tygon" ou Viton®;

injetor proporcional de trés pegas confeccionado em acrilico;

interface de controle NI USB-6008 de fabrica¢do National Instruments (Budapeste,
Hungria), acionada via sofiware desenvolvido em linguagem LabVIEW, para
acionamento de bombas e valvulas solenoide; e interface de compatibilizagdo de
voltagem;

tubos de polietileno ou de PTFE (0,8 mm d.i.), para confec¢do dos reatores helicoidais e
linhas de transmissdo;

resina poliéster insaturada e pré-acelerada de fabricagdo Maxi Rubber (Diadema, Brasil),
para confeccdo de reator com reagente sélido incorporado;

camara de extracdo confeccionada com placa de PTFE com canais cunhados para
passagem de fluidos (volume interno de ca. 330 puL, para cada um dos canais);

camara de mistura confeccionada em acrilico de 600 puLL de volume interno (reduzido a
ca. 500 pL quando da inclusdo de barra para agitagdo magnética);

membrana hidrofébica em PVDF Millipore modelo GVHP(09050 (Carrigtwohill, Irlanda)

com 125 um espessura, 75% porosidade e 0,22 um de tamanho de poros;
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» conectores de PTFE e outros acessorios dos sistemas de analises em fluxo;
* materiais de uso corrente em laboratorios de Quimica Analitica (e.g. vidraria, capelas,

balanga analitica); padrdes; reagentes.
3.2. Solugdes

Todas as solugdes foram preparadas com agua desionizada (resistividade > 18,2 MQ
cm) e reagentes de grau analitico. Sdo descritos a seguir, os preparos das solucdes para

construgdo das curvas analiticas, reagentes e amostras, utilizadas nos trabalhos.
3.2.1. Determinagdo de acido ascorbico

Solugdes de 20,0 a 100,0 mg L™ 4cido ascorbico (AA) foram preparadas por dilui¢des
de uma solugdo 500,0 mg L' AA a qual era diariamente preparada por dissolugdo de 50,0 mg
de C¢HsOg (Fisher Scientific, Waltham, EUA) em 100,0 mL de agua.

A solugdo de formaldoxima (0,25 mol L) foi preparada dissolvendo-se 1,69 g do
reagente sdlido (formaldoxime trimer hydrochloride; C3HoN3O3 « xHCI; CAS: 62479-72-5;
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, EUA) em 50,0 mL de 4gua. A solug¢fo-tampdo 1,0 mol L™
carbonato / hidrogenocarbonato foi preparada dissolvendo-se 4,2 g de NaHCO3 em cerca de
30 mL de agua, ajustando-se o pH a 10,5 com solu¢do de hidréxido de sodio, e completando-
se o volume para 50,0 mL com agua. Os produtos farmacéuticos foram adquiridos em
farmécia local e preparados para andlise de diferentes formas. Comprimidos efervecentes
(1000 - 2000 mg AA por tablete) e capsulas (45 - 500 mg AA por capsula) foram preparados
pesando-se e pulverizando-se um numero representativo (>10) dos produtos solidos, e
quantidades destes pulverizados suficientes para perfazer ca. 50 mg AA foram pesadas e
dissolvidas em agua, sendo o volume completado a 1000 mL com &dgua. Para andlise de
formulagdes liquidas (ca. 200 mg mL™ AA), aliquotas de 250 pL foram amostradas e diluidas

para 1000 mL com &gua.
3.2.2. Determinacédo de carbaril

Solugdes-padrdo (100,0 - 1000,0 pg L™ carbaril) foram preparadas por diluicdes de

uma solucdo de carbaril 10,0 mg L, a qual era preparada por dissolugdo (assistida por
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ultrassom) de 2,50 mg de 1-naftil-N-metilcarbamato (C;,H;;NO,; CAS: 63-25-2; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, EUA) em 250,0 mL de 4gua.

O solvente organico xileno (C¢H4(CHsj); CAS: 1330-20-7; Merck, Hohenbrunn,
Alemanha) foi imobilizado na membrana hidrofébica.

A solugdo aceptora era preparada por dissolugdo de 2,0 g de NaOH em 500,0 mL de
4gua, de modo a perfazer solugdo 0,1 mol L. A solugdo de p-aminofenol (50 mg L) era
preparada por dissolugdo de 2,5 mg do reagente solido (C¢H;NO; CAS: 123-30-8; Merck,
Hohenbrunn, Alemanha) em 50,0 mL de agua.

As amostras de 4guas naturais foram gentilmente fornecidas pelo Laboratorio de
Ecologia Isotopica do CENA / USP, e compreenderam amostras coletadas nos rios do Estado
de Sdo Paulo: Camanducaia, Jaguari e Ribeirdo das Posses; assim como aguas provenientes
de escoamento superficial de uma area predominantemente recoberta por cana de a¢licar em
uma microbacia inserida na bacia hidrografica do rio Corumbatai. Essas amostras foram
preparadas por filtragem em membrana de acetato de celulose de 0,45 pum, preservag@o sob

refrigeracdo (ca. -4°C) e estabilizacdo térmica imediatamente antes das analises. °

3.2.3. Titulagdo de acidez total

Azul brilhante FCF (Cs7H34N;NayOoSs; CAS: 3844-45-9) e fenolftaleina, aqui
designados como BB e phen, foram adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).

O titulante era uma solu¢do 0,01 mol L' NaOH, padronizada com hidrogenoftalato de
potassio (C3H5K04).25 Imediatamente antes do uso, algumas gotas de uma solugdo 0,5%
(m/v) phen em 50% (v/v) etanol, e uma massa diminuta de BB em po, suficiente para perfazer
ca. 6 mg L™ na solugdo titulante, foram adicionados.

As amostras de vinagre foram adquiridas em mercado local. Antes das analises, eram

diluidas (1:20 v/v) com agua.
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4. METODOS

Os trés procedimentos aqui apresentados exploraram espectrofotometria UV-Vis e
foram implementados em sistemas com FC ou FP. Para acionamento e temporizagdo dos
dispositivos como bombas e valvulas solenoide, foram utilizados programas (como o

representado nas Figuras 2 e 3) escritos em linguagem LabVIEW.
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Figura 2 - Painel frontal do programa para acionamento de dispositivos escrito em LabVIEW.
Determinacéo de carbaril via SLME com o sistema com bombas solenoide.
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Figura 3 - Diagrama de blocos do programa para acionamento de dispositivos escrito em LabVIEW.
Determinagdo de carbaril via SLME com o sistema com bombas solenoide.
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4.1. Determinagdo de acido ascorbico

O método proposto para a determinagdo de AA envolve sua oxidagdo por Mn(IV)
(reator com MnO,) com liberagdo da forma reduzida Mn?* para a fase aquosa e posterior
monitoramento do ion liberado, cuja quantidade € proporcional a concentragdo do analito,

conforme equagdo 1.

MnO, + CgHgOg + 2H —— Mn?" + CgHgOg + 2H,0 0

Para a quantifica¢do de Mn*", foi inicialmente avaliada a possibilidade de se explorar a
reagdo catalitica envolvendo a oxidagdo de verde de malaquita por periodato em condigdes
levemente acidas, cuja velocidade ¢ afetada pela presenca de Mn”*.”® Esta reagdo mostrou-se,
porém inadequada, pois também envolvia 6xido-reducdo, e o efluente da coluna com reagente
imobilizado (contendo AA remanescente) tinha grande influéncia sobre ela. Este
inconveniente foi contornado utilizando-se a rea¢do de complexa¢do com formaldoxima
(H,C=NOH).” O reagente dissocia-se em meio alcalino, produzindo o 4nion H,C=NO", que
rapidamente forma complexos estaveis e coloridos com catios de metais multivalentes, tais
como o Mn*",

Um método similar envolvendo espectrometria de absor¢do atdmica com chama foi
implementado em um sistema de analises em fluxo,*’ e utilizava MnO,(s) ligado a silica gel e
empacotado em mini-coluna. Figuras de mérito favoraveis foram obtidas mas, como uma
mini-coluna era utilizada, algumas limitagdes, como citado anteriormente, poderiam persistir,
tais como estabelecimento de caminhos preferenciais, efeitos com aumento de pressdo no

sistema e limitada acessibilidade a sitios ativos.
4.1.1. Reator imobilizado com MnOy(s)

Previa-se a principio, a constru¢do de um reator com particulas sélidas de MnO,
incorporadas a parede interna de tubo polimérico. Este reator seria construido segundo o
procedimento descrito por Gosnell e colaboradores,” que incoporaram esferas de vidro (com
porosidade controlada) as paredes internas de tubos de PTFE ou de Tygon, para servirem
como suporte para a imobilizacdo de enzimas. Este procedimento, porém, utilizava altas
temperaturas (até 350 °C), além de possivelmente resultar em incorporagdes heterogéneas das

particulas a parede do tubo.
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Foram entdo avaliadas diferentes estratégias para a utilizagdo do reagente solido, sem
a necessidade de empacota-lo em mini-coluna.

Na estratégia para a imobilizagdo de MnO, em resina poliéster,”® sem etapa de
moagem da resina com o reagente incorporado, o reagente solido foi adicionado a resina
liquida em diferentes propor¢des (1,0:1,0; 0,5:1,0; 0,1:1,0 m:m, MnO,:resina), juntamente
com algumas gotas de catalisador, e moldado em tubo Falcon de 15 mL, onde foi seco a
temperatura ambiente por 2 dias. A seguir, a coluna era furada com broca de 2,7 mm de
diametro; secdes de 5,0 cm das colunas foram avaliadas no modulo de analises, empregando-
se pedacos de tubo Tygon como luvas para conex@o com os tubos de polietileno das linhas de

transmissdo (Figura 4).

Figura 4 - MnO; sélido incorporado a resina poliéster. Vista aérea da coluna (foto a esquerda) e corte
transversal (foto a direita) das diferentes proporgdes avaliadas. Da esquerda para a direita, propor¢des
1,0:1,0; 0,5:1,0; 0,1:1,0 (m:m, MnO,:resina).

Alternativamente, foi avaliada a impregnacdo do mesmo reagente em um tubo de
polietileno. O revestimento de MnO, em poliolefinas (e.g. polietileno) pode ser obtido via
reducdo de permanganato:” sob condi¢des 4cidas, depésitos massivos do sélido sdo formados
apos longos periodos de reacdo, e esse aspecto € atribuido ao cardter auto-catalitico da
decomposicdo de MnQOy"; por outro lado, a massa do revestimento ndo aumenta apds a
primeira hora de tratamento sob condi¢des alcalinas, e para valores de pH acima de 10,
depositos ndo uniformes do sélido sdo obtidos. Portanto, no presente trabalho, foram
utilizadas condi¢des acidas para a impregnagdo do filme de MnO,(s) em tubo de polietileno.
Ressalte-se que esta estratégia de revestimento foi originalmente proposta’ objetivando-se a
modificac¢do da superficie do polimero, de forma que este apresentasse resisténcia a abrasio
suave, baixo angulo de contato e baixa resisténcia elétrica de superficie. Aplicacdo analitica
envolvendo esta estratégia de imobilizagdo parece ndo ter sido proposta anteriormente.

Uma solug¢do 0,2 mol L' KMnO, + 0,2 mol L' HNO; era inserida no tubo de
polietileno, e o tubo preenchido com a solugdo era colocado em banho de areia a 80°C e
mantido neste por cerca de 3 h, formando-se assim, uma pelicula homogénea de MnO, no

interior do tubo (Figura 5).



40

Figura 5 - MnO, sélido impregnado em tubo de polietileno. Tubo impregnado tipico recém obtido
(esquerda) e apds cerca de 100 determinagdes (direita).

4.1.2. Os sistemas de andlises em fluxo

O desempenho de analisadores com FC ou FP foi criticamente comparado com o
intuito de se verificar se a intera¢do analito / reagente sélido imobilizado, assim como figuras
de mérito, poderiam ser melhoradas pela exploracdo da mistura turbulenta inerente a FP.

No sistema com FC (Figura 6a), as solu¢des envolvidas eram continuamente
propelidas pela bomba peristaltica, sendo ou direcionadas ao moédulo de andlises ou
direcionadas aos frascos de origem (ou para descarte, no caso da amostra). Seus volumes e
sequéncias de adi¢do eram definidos de acordo com intervalos de tempo pré-definidos. A
amostra era inserida pela ativagdo simultdnea das valvulas V| e V,, ou seja, direcionando-se
um volume de amostra ao invés do fluxo transportador (C) para o canal analitico; apds a
inser¢do da amostra, as valvulas V| e V, eram desligadas, retornando a condi¢éo indicada na
Figura 6a, e C transportava a zona estabelecida de amostra através do reator revestido com
MnO, onde o analito reduzia o manganés solido, liberando Mn”". Ap6s um intervalo de tempo
pré-selecionado, quando a zona de amostra alcangava o ponto de confluéncia y, as valvulas
V3 e V4 eram acionadas para a inser¢do de reagentes; o consumo destes era minimizado
desligando-se estas valvulas imediatamente apds a passagem da amostra através do ponto y.
Posteriormente, a amostra fluia no reator R¢c em dire¢@o a cubeta de fluxo. Passagem da zona
de amostra através desta resultava em uma variagao transiente da absorbancia monitorada, a
qual era registrada como um pico idealmente proporcional a concentragdo de AA na amostra,
a altura de pico sendo considerada como base de medida. A substitui¢do das amostras era
realizada com o acionamento de Vs, em conjunto com V; e V,, possibilitando assim,
que a nova amostra limpasse o percurso até o ponto x e fosse desviada diretamente para o

recipiente de descarte.
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O sistema com FP (Figura 6b) foi projetado com arquitetura similar a do sistema com
FC, sendo entdo operado de forma andloga, mas tendo como principal diferenca a unidade

propulsora.

Figura 6 - Diagramas dos sistemas com FC (a) e FP (b) para determinacdo de acido ascorbico. S =
amostra (2,0 mL min™); C = solugdo transportadora (0,01 mol L' HNO;; 2,0 mL min'); R =
formaldoxima (0,25 mol L' 1,0 mL min'l); B = solugéo tampao (1,0 mol L HCO;/CO;™; 1,0 mL
min™); W = recipiente de descarte; OTR = reator tubular aberto com MnOy(s) (50 cm); X, y = pontos
de confluéncia; R¢ = reator helicoidal (100 cm); V; = valvulas de trés vias (linha tracejada = caminho
alternativo); P; = bombas solenoide (1 ¢ 2 = 10 pL, 3 e 4 = 5 pL por pulso); D = detector (455 nm);
setas preenchidas = atuac@o das bombas; setas vazias = reciclagem ou descarte.

4.1.3. Otimizacdo dos principais parametros

Utilizando-se solugdes 10,0; 50,0 e 100,0 mg Lt AA, preparadas diariamente, foram
avaliados os diferentes reatores com MnO, (se¢@o 4.1.1): incoporado em resina ou
impregnado em tubo de polietileno. Como a reagdo (Eq. 1) ocorre em meio 4cido, utilizou-se
uma solucdo transportadora acida (HNO;) de modo a simplificar o modulo de analises, pois a
inser¢do do acido por confluéncia, apesar de poder minimizar possiveis gradientes de pH
(considerando a amostra em agua), tornaria necessaria a inclusdo de mais um canal antes da
coluna com reagente sélido. Além disso, a formagdo deste gradiente de pH ndo foi um fator
limitante a oxidacdo do analito como verificado no dimensionamento do sistema.

As vazdes das solugdes envolvidas foram de 2.0 mL min' para a solugdo
transportadora e para a amostra, ¢ de 1,0 mL min™' para as solug¢des do reagente cromogénico
e do tampao; diferentes vazdes ndo foram avaliadas, pois diferentes tempos para promover as
reag¢des envolvidas ja eram obtidos variando-se os comprimentos do reator com MnO, ¢ da
bobina reacional. Para o estudo da influéncia do volume de amostra, variou-se o tempo de

acionamento de V| e V, entre 3 e 11 s, o que correspondia de 100 a 365 pL. de amostra.
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O reagente complexométrico formaldoxima e a solugdo-tampdo hidrogenocarbonato /
carbonato eram inseridos simultaneamente, e suas vazdes foram mantidas como 1,0 mL min™,
visando menor consumo ¢ uma melhor distribui¢do destas na zona de amostra gerada, ja que
utilizando-se esta vazdo, as valvulas correspondentes puderam ser acionadas por tempos
maiores sem acarretar um consumo excessivo de reagentes. Os tempos de acionamento das
valvulas V3 e V4 foram variados de 1 a 11 s, o que correspondia de 15 a 185 puL. de cada uma
das solugdes.

O reator tubular aberto e o reator helicoidal (OTR e R, respectivamente, Figura 6)
foram confeccionados em tubo de polietileno, e 0 aumento do comprimento destes promovia a
liberagio de Mn?* e o desenvolvimento da reagdo entre este e formaldoxima. Os
comprimentos foram variados de 10 a 300 cm para o reator tubular aberto e de 25 a 200 cm
para o reator helicoidal.

A concentragdo do reagente formaldoxima foi avaliada de 0,05 a 0,75 mol Lo pH da
solugdo-tampao entre 9,5 e 11,0 e a concentragdo desta entre 0,25 e 2,0 mol Lt HCO3'/CO32';

e a concentracdo da solugdo transportadora entre 0,00 e 0,05 mol L™ HNO;.
4.1.4. Comparagao entre sistemas com FC ou FP

Apds a otimizagdo dos principais pardmetros envolvidos no sistema com FC para a
determinagdo de AA, os valores selecionados foram mantidos para sistema analogo com FP,
para a comparagdo de desempenho entre estes sistemas. Para esta comparagdo, as valvulas
V - V4 (Figura 6a) foram substituidas pelas bombas solenoide P; - P4 (Figura 6b).

Comparadas as principais figuras de mérito dos sistemas acima mencionados, avaliou-
se ainda, a influéncia dos volumes dispensados por pulso das bombas no sistema com FP.
Foram avaliados trés pares de bombas solenoide: 20 e 40 pL, 10 e 20 uL, e 5 e 10 puL por
pulso, que eram acionadas a diferentes frequéncias (uma para cada par), de modo que as

vazdes utilizadas fossem sempre mantidas.
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4.1.5. Aplicagdo

O sistema com FP proposto foi entdo aplicado a analise de produtos farmacéuticos
comerciais, na forma de comprimidos efervescentes, capsulas ou solugdes, os quais foram
preparados conforme descrito na se¢do 3.2.1.

Para a avaliacdo de exatiddo, as amostras foram também analisadas de acordo com
método da Farmacopeia Britanica.'” Para este fim, AA foi titulado com sulfato cérico
amoniacal em meio acido, ferroina sendo utilizada como indicador. A concentragdo do analito
foi avaliada levando-se em consideragdo que cada mL de solugdo padronizada 0,106 mol L'

Ce(IV) era equivalente a 9,334 mg AA.

4.2. Determinagdo de carbaril

Na proposta inicial desta tese, tinha-se como um dos objetivos a determinagdo de
cafeina em bebidas utilizando SLME. A extracdo era realizada com cloroférmio impregnado
na membrana hidrofobica e o analito era monitorado diretamente na regido UV do espectro
eletromagnético, assim como em um dos trabalhos pioneiros'’' sobre extragdo liquido-liquido
em sistemas de andlises em fluxo. Entretanto, a estratégia de extra¢do ndo se mostrou seletiva
por si sd, requerendo, portanto o uso de solventes mais seletivos na membrana, ou uma etapa
de derivatiza¢do do analito, para a qual ndo foram encontrados relatos na literatura. Como
estudos de outras etapas de preparo de amostra (como a clarifica¢do das amostras de cha, por
exemplo) estavam fora do escopo do trabalho, além de provavelmente tornar o sistema final
inviavel devido a complexidade, a determinacdo de cafeina via SLME em linha foi
postergada. Ressalte-se que a possibilidade de concentra¢do do analito, estagnando-se a fase
aceptora, visando a determinag¢do de cafeina a baixas concentra¢cdes em aguas naturais
também foi avaliada. De fato, o conhecimento desta concentragdo ¢ importante em estudos
ambientais como marcador de atividade antropogénica.'® Essa estratégia, no entanto, também
ndo se mostrou aplicavél, provavelmente devido a falta de condigdes para que a espécie
extraida para a fase aceptora fosse aprisionada nesta, de modo a impedir que o analito
retornasse & membrana com a fase orgénica, na qual a espécie apresenta maior solubilidade.

Tendo em vista essas dificuldades, optou-se entdo por outra determinacdo em que
fossem plausiveis as etapas de extragdo de uma fase aquosa para uma orgénica, ¢ uma re-
extragdo para uma segunda fase aquosa, e que o analito pudesse ficar preferencialmente na

fase aceptora aquosa. Selecionou-se entdo, a determinagdo de carbaril®® em aguas naturais,
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ja que a espécie pode ser extraida para um solvente orgdnico, como o xileno, e ser
eficientemente re-extraida para uma solugdo aquosa alcalina, onde permanece na forma
hidrolisada, a-naftol; este ultimo pode ser derivatizado com diferentes reagentes, dentre eles,
a forma oxidada do p-aminofenol.

Destaque-se que, nas determinacdes de carbaril ja propostas, geralmente sdo
necessarias etapas de extragdo (para clean-up da amostra e/ou concentragdo do analito)
previamente a introducdo de amostras nos sistemas analiticos, para quantifica¢do. No presente
trabalho, as extragdes / concentragdes e quantificagdes foram efetudas em linha, em um tnico
sistema de andlises em fluxo, que utilizava uma camara em material inerte, a qual separava
duas fases aquosas (doadora e aceptora) com uma membrana hidrofébica, que era impregnada
com xileno. Um volume pré-selecionado de amostra era inserido no canal da fase doadora e o
analito era extraido para a membrana liquida, ao passo que na segunda extragdo, a fase
aceptora (NaOH) permanecia parada e possibilitava que o carbaril fosse concentrado na forma

de a-naftol, conforme a hidrélise do analito representada na equagao 2.

i
O—C—NHCH; OH
ﬁ)
—_— HO—C—NHCH
OH- + 3
carbaril o-naftol (2)

Esta etapa do trabalho foi entdo, sub-dividida em: a) verificacdo da eficiéncia de
extragdo e concentra¢do do analito via SLME, com monitoramento em 246 nm; e selecdo do
tipo de fluxo (FC ou FP) mais eficiente para a estratégia; e b) verificagdo da seletividade das
extracdes, em relagdo a outros metilcarbamatos, e derivatizagdo com p-aminofenol66 (equagdo
3), onde a forma oxidada do reagente pode se ligar a a-naftol e o produto final, azul de

indofenol, ser monitorado em 590 nm.

W wd oo o
0, a-naftol
OH (0] OH OH

p-aminofenol azul de indofenol ( 3)
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4.2.1. Camara para SLME

A camara para extragdo foi confeccionada em placas de PTFE, onde foram cunhados
os canais para passagem dos fluidos (Figura 7), cujos volumes internos foram de ca. 330 pL;
as extremidades foram furadas, para permitir a entrada e a saida de fluxos.

Para a montagem da camara, duas placas preparadas como mencionado acima foram
sobrepostas, de modo que os percursos ficassem separados somente pela membrana
hidrofobica alocada entre elas. As placas foram entdo, furadas e parafusadas nas laterais, para

permitir a vedagdo dos canais, evitando-se que a solugdo fluindo de um lado passasse ao outro

(Figura 8).

1 mm
profundidade

Figura 7 - Placa de PTFE com canal cunhado para passagem de fluidos. Em detalhe: dimensdes do
canal cunhado para passagem de fluxo.
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Figura 8 - Camara para extracdo via SLME. Em detalhe: dimensdes da cAmara montada; setas vazias =
diregdes dos fluxos; seta preenchida = posicionamento da membrana liquida.
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Montada a camara para extragdo, um dos percursos desta foi utilizado para a fase
doadora, por onde passava a amostra, sendo o analito extraido para a fase organica
imobilizada na membrana. O excedente da aliquota inserida era direcionado para o descarte. E
no outro percurso, a fase aceptora permanecia estagnada de modo a obter uma segunda
extragdo / concentragdo do analito, da fase orgdnica (membrana) para outra aquosa (aceptor),
direcionando entfo o analito extraido para detecgao.

Vale ressaltar que a membrana hidrofobica PVDF, poly(vinylidene fluoride) foi
selecionada em fungdo de suas caracteristicas favoraveis de resisténcia mecanica, estabilidade
térmica, resisténcia quimica e hidrofobicidade, em comparagdo com outros materiais

.. .- 10
pohmerlcos comerciais. 3

4.2.2. Sistemas de analises em fluxo para avaliagdo da eficiéncia de extragdo

Assim como na determinag@o de acido ascoérbico, um sistema com FC (Figura 9a) foi
projetado para a avaliacdo da eficiéncia de extracdo de carbaril via SLME. As solugdes
envolvidas eram continuamente propelidas pela bomba peristaltica, através do modulo de
analises ou re-direcionadas aos frascos de origem (ou para descarte, no caso da amostra). Os
volumes e sequéncias de adi¢do eram definidos de acordo com intervalos de tempo pré-
definidos. A amostra (S) era inserida pela atuacdo simultanea das valvulas V; e V,, ou seja,
direcionando-se um volume de amostra ao invés do fluxo transportador (C) para a cdmara de
extragdo; apds a inser¢do de S, estas valvulas eram desligadas, retornando a condigdo
especificada na Figura 9a. Durante a insercdo de S, a fase aceptora era estagnada ativando-se
V3 e, apds esta inser¢do, essa valvula era mantida ativada por um intervalo de tempo pré-
determinado, de modo a permitir que quantidades remanescentes do analito na membrana
pudessem ser extraidas para a fase aceptora, desta forma melhorando-se a sensibilidade
analitica e reduzindo-se o efeito carry-over. Apds esse intervalo de tempo, V3 era desligada e
o analito, na forma hidrolisada, era transportado em direcdo a cubeta de fluxo, e a passagem
desta zona de fase aceptora com analito concentrado através dela resultava em uma variagao
transiente da absorbancia monitorada (246 nm), a qual era registrada como um pico
proporcional a concentragdo de carbaril na aliquota de amostra inserida. A altura de pico era
considerada como base de medida. A substituicdo das amostras era realizada com o
acionamento de Vs, em conjunto com V| e V,, possibilitando assim, que a amostra seguinte
“limpasse” o percurso at¢ o ponto x e fosse desviada diretamente para o recipiente de

descarte.
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Em relagdo a imobilizacdo do solvente organico (xileno) na membrana de PVDF,
foram avaliados procedimentos in-/ine e off-line. A segunda opg¢éo se mostrou inviavel devido
a volatilidade e a maior periculosidade do solvente quando utilizado desta forma, além da
necessidade de se abrir a camara a cada imobilizagao.

Decidiu-se entdo, efetuar a etapa de imobilizacdo do xileno em linha com o auxilio da
valvula V4, a qual era acionada em conjunto com V,, para que o solvente organico entrasse
pelo ponto y e fosse direcionado a cAmara ao invés do fluxo transportador. Verificou-se que a
imobilizacdo era mais eficiente inserindo-se ca. 700 pL (considerando também o volume
necessario para preencher o percurso até a camara) e mantendo-se esta aliquota em repouso
por 2 min, antes da limpeza do excesso de solvente.

O sistema com FP (Figura 9b) foi projetado com arquitetura similar a do sistema com

FC, sendo entdo operado de forma andloga, mas tendo como principal diferen¢a a unidade

propulsora.
5 0
! |
\2 Vy
W
Vo L Vs~ oy
C_’ z 17 1T
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N

Figura 9 - Diagramas de fluxos dos sistemas com FC (a) e FP (b) para verificacdo da eficiéncia de
extragdo de carbaril via SLME. S = amostra (0,7 mL min™); C = solug#o transportadora (agua; 0,7 mL
min™); A = solugdo aceptora (0,1 mol L' NaOH; 0,7 mL min™); O = xileno (0,35 mL min™); W =
recipiente para descarte; SLME = cidmara para extragdo; V; = valvulas de trés vias (linha tracejada =
caminho alternativo); P; = bombas solenoide (10 plL. por pulso); D = detector (246 nm); seta
preenchida = atuagdo da bomba; seta vazia = reciclagem ou descarte.

4.2.3. Otimizacdo dos principais parametros para a extra¢ao

Para o estudo dos principais pardmetros envolvidos na extragdo, utilizou-se uma
solugdo 500 pg L™ carbaril como amostra, 4gua como fluxo transportador e solugdo NaOH
como fluxo aceptor.

Dentre os parametros avaliados, pode ser citada a vazao da fase doadora (transportador
e amostra), a qual desempenhava influéncia sobre o tempo de contato do analito na aliquota

de amostra inserida com a membrana liquida, ou seja, verificou-se a cinética da extra¢do
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fase aquosa / fase orgdnica. Este pardmetro foi avaliado entre 0,5 ¢ 1,1 mL min™. Ressalte-se
que a fase aceptora era mantida parada durante a amostragem e o percurso entre a cimara de
extragdo e o detector era o mais curto possivel (ca. 15 cm), minimizando possiveis efeitos
difusionais e de dispersdo. A vazdo desta foi entdo, sempre mantida como sendo a mesma
daquela da fase doadora, o que facilitou o dimensionamento do sistema, além de poder
minimizar qualquer perturbagdo na membrana em fun¢do de diferengas em vazdo, quando as
duas fases estivessem fluindo.

O volume de amostra, definido pelo tempo de abertura da valvula correspondente
(Figura 9a) ou pelo nimero de pulsos da bomba solenoide correspondente (Figura 9b), foi
variado entre 1,4 e 5,6 mL. J4 a concentracdo da solucdo aceptora foi investigada entre 0,005
e 1,0 mol L' NaOH; esta concentragdo influencia a hidrdlise de carbaril a a-naftol e, portanto,
a eficiéncia da retengdo do analito no fluxo aceptor.

Os desempenhos dos analisadores com FC ou FP foram entdo comparados, com o
intuito de verificar se a intera¢do analito / solvente organico imobilizado, assim como figuras
de mérito, poderiam ser melhoradas explorando-se mistura turbulenta. Para essa comparacéo,
utilizaram-se as condigdes selecionadas nos estudos acima mencionados em sistemas
analogos com bombas peristéltica ou solenoide (Figura 9). Construiram-se curvas analiticas

com solugdes padrdo 100.,0 - 1000,0 pg L™ carbaril.

4.2.4. Eficiéncia e seletividade da extrac¢do de carbaril via SLME

Para estimar a eficiéncia de extracdo da estratégia proposta, utilizaram-se os
parametros otimizados para a extragdo e comparou-se a concentragdo da amostra inserida com
a da fase aceptora, levando-se em consideragdo também os volumes inseridos de amostra e o
da camara de extra¢do. Como o volume da camara era pequeno, inseriram-se duas aliquotas
de amostra, e os volumes correspondentes da fase aceptora com o analito concentrado foram
coletados em baldo volumétrico de 5,0 mL cujo volume foi posteriormente completado com a
solugdo utilizada como aceptora. Determinou-se a concentracdo desta solucdo coletada por
calibragdo externa, manualmente realizada com padrdes 50 - 500 pg L™ carbaril em cubeta
aberta de quartzo, e corrigiram-se estas concentragdes obtidas para o volume da cdmara
(330 pL). De posse dessas concentragdes, inicial e apos extragdo, calculou-se o fator de

enriquecimento pelas expressées:26
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Er=(Ca/Cs)x (Va/ V) 4)
E = EF X (Vs / VA) (5)

onde: Er = eficiéncia de extragdo; C, = concentragdo na fase aceptora; Cg = concentragdo inicial na

amostra; V = volume de amostra; Vg = volume do aceptor; E = fator de enriquecimento.

A seletividade da extrag@o de carbaril, com monitoramento na regido UV, foi avaliada
em relacdo a outros metilcarbamatos (aminocarb, bendiocarb, carbofuran, pirimicarb e
propoxur), com os quais foram preparadas solu¢des individuais (1000,0 pg L), as quais
foram inseridas no lugar da amostra. Os sinais registrados a 246 nm foram comparados com

aqueles obtidos pela inser¢do de solugdo de carbaril a mesma concentragio.
4.2.5. Estratégias para derivatizagdo e dimensionamento do sistema

Verificada a necessidade de derivatizagdo, em fungdo da falta de seletividade da
extragdo por membrana, selecionou-se a reagdo com p-aminofenol, que reage, em sua forma
oxidada, com a-naftol, formando o azul de indofenol (se¢do 4.2). A oxidag¢do de p-aminofenol
pode ocorrer somente com o oxigénio molecular presente na solucdo aquosa do reagente,
portanto sem a necessidade da inser¢io de um agente oxidante.* Testes preliminares
revelaram que a presenca de um agente oxidante, como KIO4, ndo favorecia a reagdo e, tendo
em vista o estado ja parcialmente oxidado (escurecido) do reagente disponivel, ainda na forma
solida, optou-se pela reagdo direta de uma aliquota da solucdo do reagente com o analito
concentrado na fase aceptora.

A solucdo do reagente cromogénico poderia ser admitida de diferentes formas no
sistema, quais sejam: em conjunto com a solugéo aceptora antes da cdmara de extragdo, como
uma solugdo a mais ou como uma unica solugdo mista, ou ainda, inserida entre a camara ¢ o
detector. A fim de testar estas possibilidades de admissdo do reagente, foi efetuado,
manualmente, um teste de sequéncia de inser¢do das solugdes: 0,1 mol L™ NaOH (1,0 mL),
50 mg L p-aminofenol (1,0 mL) e 10 mg L™ carbaril (ou 4gua, para simular o branco;
0,1 mL). Estas solugdes foram misturadas em diferentes sequéncias de adi¢do em uma cubeta
aberta, e subsequentemente monitoradas em 590 nm, comprimento de onda de maxima

absortividade molar do azul de indofenol.
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Ap6s verificagdo da melhor forma de insercdo de p-aminofenol, construiu-se o sistema
da Figura 10, que foi projetado com uma bomba solenoide e um reator helicoidal adicionais,
em relagdo ao sistema utilizado para otimizacdo da extragdo por membrana. Este novo sistema
foi operado com os parametros selecionados na otimizagdo da extragdo. Ainda, estudaram-se
outros parametros: volume (58 - 408 pL.) e concentragdo (10 - 75 mg L") de p-aminofenol, e
comprimento (25 - 100 cm) do reator helicoidal para a mistura entre o analito da fase aceptora

e o reagente.

Figura 10 - Diagrama de fluxos do sistema para extracdo de carbaril via SLME e derivatiza¢do com p-
aminofenol. S = amostra (0,7 mL min'l); C = solugéo transportadora (agua; 0,7 mL min'l); A=
solugdo aceptora (0,1 mol L' NaOH; 0,7 mL min'l); O = xileno (0,35 mL min'l); R = reagente
cromogénico (50 mg L™ p-aminofenol; 0,35 mL min™); W = recipiente para descarte; SLME = cAmara
para extragdo; Rc = reator helicoidal (75 c¢cm); Vs = valvula de trés vias (linha tracejada = caminho
alternativo); P; = bombas solenoide (P, - P, = 10 uL, Ps =5 pL por pulso); D = detector (590 nm); seta
preenchida = atuacdo da bomba; seta vazia = reciclagem ou descarte.

4.3. Determinagdo de acidez total

A primeira vista, as titulagdes monitoradas por tracador podem ser implementadas em
qualquer analisador em fluxo, desde que as fragdes volumétricas de tragador e titulante sejam
conhecidas. Considerando-se o grande numero e a diversidade de estratégias de titulacdes em
fluxo, duas abordagens classicas foram selecionadas para demonstrar a viabilidade da
proposta: a titulacdo programada em triangulo, mantendo-se a vazdo do titulante constante e
variando-se a vazdo da amostra, com bombas peristaltica ou solenoides; e a titulacdo por

injecdo em fluxo, com inser¢do de amostra por injetor proporcional ou por bomba solenoide.
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4.3.1. Aspectos tedricos

Em sistemas de andlises quimicas em fluxo, todo elemento de fluido da zona de
amostra resulta da combinagdo das solugdes envolvidas (amostra, reagentes, diluentes), ¢ as
fragdes volumétricas associadas a esse elemento'™ se constituem em caracteristica intrinseca
dos sistemas. A fragdo volumétrica da amostra (Xs) do elemento de fluido correspondente a
um sinal analitico fornece informagdes acerca do grau de dispersdo da amostra, destacando-se
o potencial de ganho em sensibilidade pela minimizagdo da dispersdo. Os valores transientes
Xs ao longo de uma zona em movimento também sdo relevantes, especialmente em
procedimentos analiticos com exploragdo de gradientes de concentragdo, tais como aqueles
desenvolvidos para a implementacio de método das adi¢des de padrdo,'® de andlise por

1'% ou de titulagdo.*

cinética diferencia

Em sistemas de andlises em fluxo com deteccdo espectrofotométrica, os valores Xg
podem ser estimados através do uso de corantes,'”’ o que requer experimentos adicionais para
a obtencdo dessas estimativas. Com o advento dos espectrofotdmetros multicanais, a
implementag@o da estratégia foi muito favorecida, como no caso das titulagdes monitoradas
por tragador, as quais sdo apresentadas no presente trabalho. Para isto, um corante tragador ¢
adicionado ao meio reacional da titulacdo, possibilitando assim, que as variagdes nas fragdes
volumétricas amostra / titulante sejam eficientemente monitoradas durante o curso da
titulagdo. Com isto, informagdes sobre as propor¢des volumétricas entre as solugdes a cada
estagio da titulag@o sdo obtidas facilmente. Ressalte-se que o titulante e a espécie quimica que
atua como tragador devem sofrer dispersdes iguais, isto €, o tracador e o titulante (ou analito)
devem apresentar coeficientes difusionais semelhantes, ou ainda, as diferencas devidas a
efeitos difusionais devem ser minimizadas.

A equacdo 6, derivada da ref.*' e adaptada as condi¢des de analises em fluxo, descreve

o balango de massas de uma titulagao.

Ca—Q Cr=CoaXs—Q Cor X7 (6)

onde: A = analito; T = titulante; Co, e Ct = concentragdes no elemento de fluido considerado;
Coa e Cor = concentrag¢des originais; Xs e Xt = fragdes volumétricas de amostra e titulante; Q = fator

estequiométrico.
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Como a equagdo 6 ¢ valida para qualquer ponto do curso da titulagdo, a curva da
titulagdo inteira pode ser obtida por sucessivas aplicacdes desta. Em geral, a solugéo titulante
¢ adicionada até se atingir o ponto final de titulacdo, o qual ¢ indicado, por exemplo, por uma
subita variagdo da cor de um indicador. Valores negativos de concentragdo, apds o ponto
final, s@o evitados trocando-se os sinais positivo e negativo da equagdo 6. No ponto final de

titulagdo, esta equacdo se iguala a zero:

CoaXs—Q Cor X1=0
ou:

Coa = Q Cor Xt (Xs)! (7)

Como Xt + X5 = 1, a equagdo 7 ¢ modificada para:

Coa=Q Cor X7 (1 - X7)"! )

O resultado analitico é mais facilmente obtido através da equagdo 9, uma
simplificag¢do da equacdo 8. Para isto, deve ser assumido que:
e Xse Xp=Cx (Con)' e Cr (Cor)' [C e Cy = concentragdes instantdneas e
originais];
e X7 éidealmente igual para o tragador e para o titulante;

e aresposta do detector € linear no intervalo de medida.

Coa = Q Cor [Mor My)" — 17" ©)

onde: Myr e Mt = medidas relativas ao tragcador na solugio nio dispersa de titulante e no elemento de

fluido associado ao ponto final, respectivamente.

Andlise da equagdo 9 revela que a determinagdo do analito ndo depende da
concentragdo original do tracador e este é um aspecto importante da estratégia. Ainda,
nenhuma medida de volume, massa ou carga elétrica é necessaria e limitagdes associadas a

variagOes de volume, como em titulagcdes convencionais, sdo inexistentes.
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4.3.2. Selecdo do tracador

Nas titulacdes monitoradas por tragador, uma espécie quimica inerte é usada para

estimar em tempo real as fragdes volumétricas envolvidas. Para a selecdo dessa espécie, os

seguintes critérios devem ser considerados:

Resposta linear. A aplicagdo da equagdo 9 pressupde que a resposta do detector deve
ser proporcional a concentracdo do corante em qualquer elemento de fluido. Este
critério foi avaliado, nesta etapa do trabalho, através de sucessivas dilui¢cdes dos
corantes e analise das fungdes absorbancia vs concentracdo dos mesmos.

Nao aderéncia as paredes da tubulag¢do. O corante ndo deve interagir com os tubos do
sistema, e este aspecto pode ser confirmado inserindo-se diferentes volumes e
concentragdes da solugdo de corante, e checando-se os registros (principalmente linha
base).

Caracteristicas quimicas. O corante tracador deve ser quimicamente inerte, ndo
interagindo com qualquer constituinte do meio reacional, ou seja, a absorbancia deve
ser idealmente independente da concentracdo hidrogenidnica, e essa caracteristica
pode ser verificada variando-se o pH do titulante entre 3,0 e 9,0; para assegurar este
critério, o tracador deve apresentar valor de pK distante do pH associado ao ponto
final.

Caracteristicas espectrais. O comprimento de onda de maxima absortividade molar
do corante tracador deve estar localizado em uma regido espectral onde a absorbancia
relativa ao indicador da titulagdo seja nula. Caso contrario, um fator de corre¢do deve
ser aplicado,” o que pode prejudicar a precisio das medidas devido a efeitos de
propagagdo de erros.

Caracteristicas difusionais. As espécies tragador e titulante devem, idealmente, sofrer
a mesma dispersdo, portanto apresentar o mesmo coeficiente de difusdo. Uma
comparag¢do experimental direta entre as dispersdes do corante tracador e hidroxido de
sodio ndo € facilmente exequivel, e os coeficientes de difusdo dos corantes ndo foram
encontrados em busca na literatura. Entdo, o critério foi avaliado, nesta tese,
analisando-se os formatos dos picos registrados em dois comprimentos de onda,
correspondentes as maximas absortividades molares de phen e dos diferentes corantes

tracadores.
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4.3.3. Concentracdo do titulante

Fenolftaleina ¢ frequentemente usada em titulagdes acido / base, e foi escolhida como
o indicador da presente titulagdo, considerando-se seu uso mundialmente difundido para
avaliagdes de acidez, inclusive em métodos oficiais de andlise.** Sua concentragio ndo é um
aspecto critico, ja que as variagdes em absorbancia préximo ao ponto final da titulagdo sdo
pronunciadas e subitas. Para o estudo desse parametro, solu¢des de titulante com diferentes

concentracdes de hidroxido de sodio (0,005 - 0,05 mol L™ OH) foram estudadas.

4.3.4. Sistemas de analises em fluxo

As titulagdes programada em tridngulo e por inje¢do em fluxo foram implementadas
nos sistemas de andlises em fluxo representados na Figura 11. Em contraste com os
procedimentos tradicionais de titulagdo, o indicador (phen) era adicionado ao titulante e ndo a
amostra, € 0 monitoramento dos sinais era realizado simultaneamente em 552 nm (relativo a
phen) e 630 nm (relativo ao tracador).

Como a precisdo analitica se mostrou dependente das diferencas na difusdo do
tracador e do titulante, as condi¢cdes de mistura desempenharam papel chave no estratégia. Em
ambos os sistemas, reatores dos tipos tubular aberto enrolado ou empacotado com particulas
de vidro'® foram avaliados a fim de melhorar as condi¢des de mistura. Além disso, uma
camara de mistura também foi testada, alocada antes da cubeta de deteccdo para minimizar os
gradientes radiais de concentrag@o, uma potencial fonte de inexatiddo em titulagdes em fluxo.
A linha de transmissdo entre a camara ¢ a cubeta de fluxo era tdo curta quanto possivel

(ca. 10 cm).
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Figura 11 - Diagrama de fluxos dos sistemas por injecdo em fluxo (a) e programado em tridngulo (b)
para titulagdes monitoradas por tragador. S = amostra; T = solugdo titulante; Cy; = camara de mistura
(detalhes no destaque); D = detector (552 e 630 nm); setas preenchidas = atuagdo da bomba; setas
vazias = inser¢do de amostra e direcionamento dos fluxos.
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Efeitos decorrentes da variagdo em volume de amostra, vazdo, comprimento do
percurso analitico e concentragdo do titulante foram investigados para ambos os sistemas.
Apds o dimensionamento, a influéncia do tipo de fluxo foi estudada. Para isto, fluxos
constantes ou pulsados, propelidos por bombas peristaltica ou solenoide, foram explorados.

Os analisadores com fluxos pulsados foram entdo utilizados para as andlises de
vinagres, e as principais figuras de mérito foram avaliadas. A exatiddo foi avaliada
comparando-se os resultados obtidos com a estratégia aqui proposta com aqueles obtidos por

método de referéncia de titulagdo convencional **
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nas trés determinagdes
propostas, assim como as principais caracteristicas observadas em relagdo a suas vantagens e

limitagdes.

5.1. Determinacédo de acido ascorbico

O método empregado para a determinacdo de AA baseou-se na formagdo de complexo
entre o reagente cromogénico formaldoxima e os ions Mn?" liberados do reator com reagente
solido, cuja quantidade € proporcional a concentracdo do analito. Selecionou-se para
monitoramento o comprimento de onda de 455 nm e, para compensagdo de efeito
Schlieren,'™ o comprimento de onda de 800 nm, em que nfio h4 absorgdo significativa relativa
ao produto da reagdo de interesse. Este efeito era causado pela mistura da solugdo
transportadora 4cida, necessaria para a redu¢do de Mn(IV), com a solucdo-tampao alcalina,
necessaria para a rea¢do de complexagao entre o metal liberado e a formaldoxima.

A partir de testes preliminares referentes a otimizagdo dos principais parametros do
sistema, verificou-se que o intervalo de tempo necessario para a passagem do volume de
amostra inserido pelo reator MnO, e obtencdo de uma boa sobreposi¢do entre este e as
aliquotas de formaldoxima e de solucdo-tampao era de 7 s, permitindo que mesmo amplas
faixas de volumes destas solugdes pudessem se combinar em uma mesma zona de amostra,

fato que foi confirmado nos estudos subsequentes.

5.1.1. Reator com MnO, sélido

Como descrito na se¢do 4.1.1, foram avaliadas diferentes formas de utilizagdo do
reagente MnQO,; sdlido, sem a necessidade de empacota-lo em mini-coluna. Nesta avaliacdo,
foram utilizados 5 s para inser¢do de amostra (ca. 160 uL), 3 s para inser¢do de formaldoxima
e de solucdo-tampao (ca. 50 pL cada) e 100 cm de bobina reacional; quanto as concentragdes,
utilizaram-se 0,01 mol L' HNO; como solug¢do transportadora, 0,25 mol L' de
formaldoxima, 0,5 mol Lt solugdo-tampao (pH 10,5), além de soluc¢des-padrdo 5.,0; 10,0;

50,0 ¢ 100,0 mg L™ AA.
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Nos segmentos de 5,0 cm das colunas com o reagente incorporado a resina poliéster
(volume interno ca. 280 pl), nas proporgdes de 1,0:1,0; 0,5:1,0; 0,1:1,0 (m:m; MnO;:resina),
pode-se observar (Figura 4, foto a direita) a heterogeneidade entre os constituintes,
sobremaneira para maiores teores do reagente. Além da heterogeneidade, obteve-se uma
liberagdo irreprodutivel de Mn”>* e/ou respostas ndo proporcionais 4 concentragdo do analito
nos volumes de amostras inseridos (Figura 12). Utilizando-se reator de 50 cm com reagente
impregnado (volume interno ca. 250 pL), obteve-se um ganho substancial em termos de
proporcionalidade das respostas com as concentragdes do analito; sendo este o reator
selecionado para a consecugdo da determinagdo de AA. Vale ressaltar que, mesmo apds cerca
de 200 determinagdes, as respostas obtidas com um mesmo reator tubular impregnado nédo

sofriam modificac¢des significativas.
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Figura 12 - Curvas analiticas obtidas com diferentes reatores com MnO, sdlido. Médias das respostas
obtidas em triplicata, com colunas de 0,1:1,0 (linha continua); 0,5:1,0 (linha tracejada); 1,0:1,0 (linha
pontilhada) de MnOs:resina, e reator impregnado com o reagente (linha pontilhada/tracejada).
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5.1.2. Otimizagéo dos principais parametros

Os resultados advindos do dimensionamento do sistema para a determinagdo de AA

sdo apresentados nesta se¢ao.
5.1.2.1. Influéncia do volume de amostra

Foi observada uma sensibilidade crescente em funcdo do aumento do volume de
amostra inserido (Figura 13), devido a maior liberagdo de ions Mn*". Este fato, ndo extensivo
a solugdo de 10,0 mg L™ AA, foi comprovado pelas larguras dos sinais registrados (dispersdes
das zonas de amostra), que se mostraram muito semelhantes, mesmo com diferentes volumes
de amostra.

Selecionou-se 7 s (ca. 235 pL. de amostra), como tempo de abertura de V,, como
compromisso entre sensibilidade e frequéncia de amostragem, e garantia de que os sinais
referentes a 100,0 mg L' AA estivessem abaixo de 1,0 absorbancia (acima de 10 % de

transmitancia), o que poderia comprometer a repetibilidade dos sinais analiticos.
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Figura 13 - Influéncia do volume de amostra. m = 10,0; @ = 50,0; A = 100,0 mg L' AA. Médias das
respostas obtidas em triplicata para tempos de amostragem (3 - 11 s), correspondentes a ca. 100 - 365
pL de amostra.



59

5.1.2.2. Influéncia dos volumes de solugdo-tampao e de reagente

Os volumes da solugdo-tampao hidrogenocarbonato/carbonato e de formaldoxima
eram inseridos simultaneamente no ponto y (Figura 6), e a avaliacdo da influéncia da variagdo
destes volumes também foi feita a partir da variacdo do tempo de abertura das valvulas
correspondentes (Vs e V4). Foram avaliados tempos entre 1 e 11 s (Figura 14), que
correspondiam ca. 15 - 185 pL de cada uma das solugdes.

Neste estudo, ndo foram notadas diferencas significativas em sensibilidade para
tempos de inser¢do acima de 3 s; selecionou-se entdo, como um fator de seguranga, 5 s
(ca. 85 pL) como o tempo de abertura das valvulas V3 e V4. Ressalte-se que os resultados
referentes a 7 s, por algum motivo ndo detectado, ndo foram concordantes com aqueles dos
outros tempos avaliados sendo entdo considerados como anOmalos e, portanto,

desconsiderados para este estudo.
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Figura 14 - Influéncia dos volumes de solugdo-tampao e de formaldoxima. m = 10,0; ® = 50,0;
A =100,0 mg L' AA. Médias das respostas obtidas em triplicata para 1 - 11 s (ca. 15 - 185 pL de
cada uma das solug¢des).

5.1.2.3. Influéncia do comprimento da bobina reacional

O comprimento da bobina reacional (R¢, Figura 6), um dos parametros responsaveis
. ~ 2+ . x ~
por promover a mistura e o tempo de reacdo entre Mn™, formaldoxima e a solugdo-tampao,

foi variado de 25 a 200 cm (Figura 15). Com o aumento deste pardmetro até cerca de 100 cm,
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houve melhoria em sensibilidade; acima deste valor, ocorriam dispersdes excessivas da zona
de amostra sem melhoria significativa em sensibilidade ou no comportamento dos sinais
(efeito Schlieren), além disso, os tempos de limpeza eram aumentados pronunciadamente,
causando diminui¢do da frequéncia de amostragem. Selecionou-se entdo, 100 cm como o

comprimento para a bobina reacional.
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Figura 15 - Influéncia do comprimento da bobina reacional. m = 10,0; ® = 50,0; A =100,0 mg L' AA.
Meédias das respostas obtidas em triplicata.

5.1.2.4. Influéncia do comprimento da bobina impregnada

A bobina com reagente impregnado (OTR, Figura 6) atuava como fonte de Mn(IV), o
qual era liberado em solugdo quando reduzido a Mn®" por reagdo com AA. Esperava-se entio
que, quanto maior o comprimento deste reator (variado de 10 a 300 cm), maior seria a
quantidade de Mn?" liberado. Entretanto, os sinais referentes ao complexo formado entre o
metal liberado e a formaldoxima tiveram acréscimos somente até¢ 50 cm de comprimento
(Figura 16), decrescendo drasticamente com comprimentos maiores do reator.

Este fato pode ser explicado pelas caracteristicas fisico-quimicas do MnQO,, as quais
possibilitam que o composto seja utilizado como adsorvente de metais pesados, inclusive
Mn?*. """ Acredita-se entdo, que com a utilizagdo de até 50 cm do reator impregnado, a
quantidade de ions liberados era crescente e o carater adsorvente do so6lido ndo era fator

limitante a estratégia proposta; portanto, este comprimento foi o selecionado.
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Figura 16 - Influéncia do comprimento da bobina impregnada. m = 10,0; @ = 50,0; A = 100,0 mg L™
AA. Médias das respostas obtidas em triplicata.

5.1.2.5. Influéncia da concentragdo do reagente cromogénico

Ao se modificar a concentracdo de formaldoxima na faixa entre 0,05 e 0,75 mol L,
notou-se melhoria em sensibilidade com o aumento da concentracdo do reagente até
0,25 mol L™ (Figura 17). Este valor foi selecionado, pois para valores mais altos, eram obtidos

maiores sinais analiticos para o branco, sem melhoria em sensibilidade.
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Figura 17 - Influéncia da concentragdo de formaldoxima. m = 10,0; @ = 50,0; A = 100,0 mg L' AA.
Dados se referem a 3 replicatas.
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5.1.2.6. Influéncia do pH e da concentrac¢éo da solugdo-tampao

Variando-se o pH da solugdo-tampdo entre 9,5 e 11,0 (Figura 18), verificou-se que
melhor sensibilidade analitica era obtida a pH 10,5, sendo este o valor selecionado, levando-
se também em consideragdo o favorecimento da capacidade tamponante pela proximidade
com o valor de pKa do sistema HCOg'/CO32', que ¢ 10,33. A sua concentragdo foi avaliada
entre 0,25 ¢ 2,0 mol L! HCOg'/COgZ' (Figura 19); notou-se sensibilidade crescente com o
aumento da capacidade-tampdo até 1,0 mol L', sendo o valor selecionado, ja que

concentragdes mais elevadas ndo trouxeram melhoria em sensibilidade.

1.5
g
Q
=
<«
e}
5 o :
8
< 10}
f
0.5}
O’O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
9.0 9,5 10,0 10,5 11,0 11,5

pH

Figura 18 - Influéncia da concentragdo hidrogenidnica da solu¢édo-tampao. m = 10,0; @ = 50,0; A =
100,0 mg L™ AA. Dados se referem a 3 replicatas
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Figura 19 - Influéncia da concentragéo da solugdo-tampao. m = 10,0; ® = 50,0; A = 100,0 mg L' AA.
Dados se referem a 3 replicatas.

5.1.2.7. Influéncia da acidez da solucdo transportadora

Como a reagdo envolvendo AA e Mn(IV) no reator impregnado ocorre em meio acido,
utilizou-se HNO3; como solugdo transportadora da amostra. A concentragdo desta foi variada
de 0,00 a 0,05 mol L™ (Figura 20), e observou-se sensibilidade crescente com o aumento da
acidez até 0,01 mol L™ HNOs. Esta concentracdo foi selecionada, ja que valores acima deste

ndo levaram a melhorias em sensibilidade.
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Figura 20 - Influéncia da acidez da solucdo transportadora. m = 10,0; @ = 50,0; A =100,0 mg L' AA.
Dados se referem a 3 replicatas.
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5.1.3. Comparagdo entre sistemas com FC ou FP

Na otimizacdo dos principais parametros envolvidos na determinacdo de AA

obtiveram-se os valores apresentados na Tabela 1.

Estes valores foram obtidos em sistema com FC e, para estudar a influéncia do tipo de

fluxo envolvido, construiu-se um sistema andlogo com FP (Figura 6b) e verificaram-se as

diferengas advindas da utiliza¢do dos FP (bombas solenoide) ao invés dos FC (bomba

peristaltica). No lugar das valvulas V| e V, foram utilizadas bombas solenoide com volume de

pulso igual a 20 pl. e como V3 e V4, volume de 10 uL (Figura 6a); a frequéncia de

. . . -1 . -
acionamento foi selecionada como 1,66 s~ para que as bombas dispensassem vazdes

equivalentes as do sistema com FC.

Tabela 1 - Parametros investigados e valores selecionados

A valores valor
parametro investigados  selecionado

volume de amostra (pl) 100 - 365 235
volume de formaldoxima e de solugdo-tampao (nL) 15-185 85
comprimento da bobina reacional (cm) 25-200 100
comprimento do reator com MnO, (cm) 10-300 50
pH da solugéo-tampao 9,5-11 10,5
[solugdo-tampao] (mol L™ 0,25-2,0 1,0
[formaldoxima] (mol L) 0,05 - 0,75 0,25
[HNO:s] (fluxo transportador, mol L) 0,00 - 0,05 0,01

Para ambos os sistemas, obtiveram-se curvas analiticas na faixa de 20,0 a 100,0 mg Lt

AA, tipicamente descritas como:

FP: A=-0,1958 +0,0117C (n=35;r=0,9985)
FC: A=-0,1661+0,0114 C (n=35;r=0,9989)

onde, A = altura de pico em absorbéncia; C = concentragio em mg L™ AA.
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Tanto a sensibilidade quanto o coeficiente de correlag@o linear foram semelhantes para
ambos os sistemas. Porém, o sistema com FP foi superior aquele com FC quanto ao limite de
deteccdo: 0,33 contra 0,60 mg L™ (critério 3,3 ©); bem como em relagdo a repetibilidade
(desvio padrio relativo estimado como 2,5 contra 5,6% - 20 leituras). As melhorias em limite
de detecgdo e repetibilidade obtidas com emprego de fluxos pulsados resultam das melhores
condi¢des de mistura alcangadas com este tipo de fluxo. Entretanto, este favorecimento das
condi¢des de mistura ndo teve efeito apreciavel sobre a interacdo do analito com o reagente
solido imobilizado. Acredita-se que isso € resultado de limitagdes fisicas e/ou cinéticas, ja que
na reducdo de Mn(IV) a Mn®", ha passagem do metal do estado solido para o liquido.

Outras figuras de mérito dos sistemas propostos foram: consumo de ca. 2.8 mg de
formaldoxima por determinagdo e frequéncia de amostragem de 60 h™".

Ressalte-se que as figuras de mérito, como o limite de detec¢do e a frequéncia de
amostragem, obtidas no presente trabalho sdo semelhantes aquelas relatadas (0,2 mg L™ e 95
h™', respectivamente) em procedimento que também empregou um reator com MnO,(s) para a
determinacdo de AA® utilizando espectrometria de absorcdo atdmica com chama para
monitorar o0 Mn”" liberado da coluna. Neste caso entretanto, devido a utilizagdo de uma
coluna empacotada, o médulo de andlises necessitava de materiais mais resistentes (como
tubo de ago inox para a constru¢do da coluna, por exemplo) além de uma bomba de
cromatdgrafo, para a propulsdo da amostra pela coluna.®

Adicionalmente, trés conjuntos de bombas solenoide, com diferentes volumes por
pulso, foram avaliados para o sistema com FP para se verificar diferengas de desempenho
devido aos volumes das aliquotas com os quais as solugdes eram inseridas. Para manter as
mesmas vazdes, as bombas eram atuadas a diferentes frequéncias: os conjuntos de bombas
com 20 e 40 pL; 10 ¢ 20 puL; 5 e 10 uL foram atuadas a frequéncias de 0,95; 1,66; e 3,33 s
respectivamente. Os volumes das solu¢des envolvidas foram definidos pelos nimeros de
pulsos.

Para 20,0 - 100,0 mg L' AA, a sensibilidade foi aumentada utilizando-se menores
volumes por pulso (Figura 21). Esta tendéncia pode ser atribuida a mistura mais efetiva obtida
com menores volumes de pulsos. O sistema com bombas de 5 e 10 uL foi entdo selecionado

para a analise das amostras.
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Figura 21 - Influéncia dos volumes por pulso para sistema com FP. Linhas = isoconcentragdes (20, 40,
60, 80 ¢ 100 mg L' AA, de baixo para cima). Dados se referem a 3 replicatas.

5.1.4. Aplicacdo

A exatiddo do método proposto foi verificada analisando-se formulagdes
farmacéuticas previamente analisadas por procedimento recomendado pela Farmacopeia
Britanica.'” Os resultados obtidos (Tabela 2) foram comparados e ndo foi encontrada
diferenga estatisticamente significativa entre métodos ao nivel de confianca de 95%,
aplicando-se o teste pareado ¢ - Student (valores t estimado e tabelado = 0,143 e 2,306;
n =091

Com relacdo a seletividade, efeitos provenientes de outras espécies presentes nas
amostras ndo foram avaliados. Um aspecto que favorece a seletividade do método proposto é
a pronunciada dilui¢do que as amostras sofrem, ou seja, o efeito de potenciais interferentes ao

método € minimizado.
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Tabela 2 - Resultados comparativos. Quantidades de AA em formulagdes farmacéuticas, determinados
pelo procedimento proposto (MPFA) e pelo método recomendado pela Farmacopéia Britanica
(referéncia). Dados se referem a 3 replicatas. Valores declarados pelos fabricantes sdo também
apresentados (rotulado)

mg AA
amostra

rotulado referéncia'® MPFA
1 2000 2279+ 11 2419 £ 41
2 2000 2334 +£ 54 2399 + 13
3 2000 2287 £22 2242 £25
4 1000 1159+ 11 1169 +48
5 500 561 =1 560 + 14
6 500 550+9 512+3
7 45 30+ 1 41+1
8 200 255+ 1 186 + 1
9 200 218+3 180+ 1

5.2. Determinacdo de carbaril

Como descrito na secdo 4.2, a determinag@o espectrofotométrica de carbaril em aguas
naturais foi realizada em sistema de analises em fluxo e envolveu SLME com xileno como
fase organica, o qual era impregnado em membrana hidrofobica. Esta era mantida dentro de
uma camara que possilitava a passagem dos fluxos doador e aceptor, ambos aquosos,

separados pela membrana liquida.

5.2.1. Otimizagao dos principais parametros para a extragao

Os estudos relativos a extragdo do analito via SLME foram efetuados no sistema da
Figura 9 e se basearam no monitoramento da quantidade de carbaril extraida para a fase
aceptora. Nesta fase, o analito se encontrava na forma hidrolisada, a-naftol, que apresentava
espectro de absorc¢do na regido UV, com maximos em 246 e 332 nm, diferente daquele da

forma ndo hidrolisada (Figura 22).
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Figua 22 - Espectros de absor¢do de carbaril e da sua forma hidrolisada, a-naftol. A figura se refere a
5,0 mg L™ de carbaril em agua (linhas continua) e de a-naftol em 0,1 mol L' NaOH (linha tracejada).

Estes méximos de absor¢do de a-naftol foram, entdo, selecionados para o
monitoramento; para compensacdo de efeito Schlieren,'” foi selecionado o comprimento de
onda de 450 nm, onde ndo ha absor¢do significativa relativa a espécie. Este efeito era causado
pela presenga de minimas quantidades do solvente xileno, que ocasionava o estabelecimento
de interfaces transientes das fases aquosa e organica, as quais causavam distor¢des no
monitoramento.

Testes preliminares revelaram que eram necessarios ca. 20 s apdés a inser¢do de
amostra, para que o analito extraido na membrana liquida fosse hidrolisado e coletado na fase
aceptora. Durante esse intervalo de tempo, apds a amostragem, a fase aceptora continuava
entdo estagnada, objetivando uma maior concentragdo nesta fase.

Para o estudo relativo a vazdo da fase doadora, ou seja, da amostra e do fluxo
transportador (4gua), foram inseridas aliquotas de 3,5 mL de uma solugdo-padrio 500 pg L™
de carbaril ou do branco. Os resultados do monitoramento em 246 nm (Figura 23) apontaram
que a extragdo do analito da amostra para a fase organica é lenta, ja que para as vazdes mais
baixas (até 0,7 mL min™) é que foram obtidas as maiores extra¢des do analito, as quais eram
desfavorecidas para vazdes mais altas. Esta vazdo (0,7 mL min™) foi entdo selecionada,

visando ndo prejudicar a frequéncia de amostragem, com vazdes ainda mais baixas.
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Figura 23 - Influéncia da vazdo da fase doadora. Linha continua = branco, linha

tracejada = 500,0 ug L™ de carbaril. Dados se referem a 3 replicatas.

Ressalte-se que os sinais relativos ao branco representam, como dito anteriormente, a
presenca de diminutas por¢des do solvente orgdnico, que ¢ minimamente
solubilizado/arrastado pela fase aceptora. Este fato € corroborado analisando-se o espectro de
absorcdo do solvente (Figura 24), que apresenta uma alta absor¢do em sua forma pura, na
regido em que o analito é monitorado. Deve ser ainda destacado que os registros obtidos
(neste estudo e nos demais) para o monitoramento em 332 nm apresentaram o mesmo
comportamento do monitoramento em 246 nm, porém com sinais menos intensos, a ponto de
ndo serem muito bem distinguidos dos sinais referentes ao branco. Os registros em 332 nm

ndo sdo entdo apresentados neste trabalho.



70

Absorbancia

1

200 300 400
comprimento de onda, nm

>

Figura 24 - Espectro de absorgdo do solvente organico xileno.

O volume inserido de amostra demonstrou ser um parametro muito influente, como ja
esperado, sobre a quantidade do analito extraido para o fluxo aceptor (Figura 25). Do primeiro
para o segundo volume avaliado (1,4 ¢ 2,1 mL), observou-se um acréscimo de 33% do sinal
referente a inser¢do de amostra; com os quatro incrementos posteriores, obteve-se cerca de
10% de aumento de sinal entre cada um destes; somente entre o penultimo e ultimo volumes
(4.9 e 5,6 mL) é que se observou um menor acréscimo em sinal (6,5%). Pode-se entdo inferir
que, com uma camara de 330 puL, o emprego de volumes maiores de amostra ndo deveriam
promover aumentos expressivos na eficiéncia de extrag@o. Portanto, como compromisso entre
eficiéncia da extragdo e frequéncia de amostragem, selecionou-se o volume de amostra de 4,9
mL, o que correspondia a 7,0 min da etapa de amostragem. E importante ressaltar que os
sinais referentes ao branco praticamente ndo variaram com o volume de amostra e,
consequentemente, com o tempo de amostragem; esse aspecto ¢ muito importante em relagéo
ao solvente organico imobilizado, pois mesmo com essas variacdes, ndo se observou uma

maior perda de xileno.
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Figura 25 - Influéncia do volume de amostra. Linha continua = branco, linha tracejada = 500,0 pg L™
carbaril. Dados se referem a 3 replicatas.

A concentracdo de NaOH na fase aceptora influenciou a hidrélise do analito e, por
consequéncia, a quantidade extraida da membrana para a segunda fase aquosa (Figura 26).
O aumento desta concentracdo até 0,05 mol L™ (terceira menor concentracdo, na Figura 26)
revelou que esta seria a concentragdo minima para se ter uma hidrolise eficiente do analito,
pois ndo houveram incrementos em sinal com concentragdes mais altas. Para as concentragdes
mais altas, observaram-se sinais mais imprecisos e aumento do sinal de branco, sugerindo que
solugdes mais alcalinas interferem no equilibrio (e talvez na solubilidade) entre as fases
aquosa e organica. Considerando-se estes aspectos e assumindo-se uma medida de seguranga,

selecionou-se a concentracdo de 0,1 mol L™ NaOH.
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Figura 26 - Influéncia da concentragéo da fase aceptora, NaOH. Linha continua = branco, linha

tracejada = 500,0 pg L™ carbaril. Dados se referem a 3 replicatas.

Apds otimizagdo dos principais parametros envolvidos na extra¢do de carbaril via
SLME utilizando sistema com FC, construiu-se sistema analogo com FP (Figura 9b) e
verificaram-se as diferengas advindas da utilizagdo desses fluxos. Foram utilizadas bombas
solenoide com volume de pulso de 10 pLL como Vy, V> e Vi, e de 5 uLL como V4 (Figura 9a); a
frequéncia de acionamento foi selecionada como 1,11 s™ para que as bombas dispensassem
vazdes equivalentes as do sistema com FC.

Para ambos os sistemas, obtiveram-se curvas analiticas entre 100,0 e 1000,0 pg L!

carbaril, as quais eram tipicamente descritas como:

FP: A=-130x10"+1,165x 10" C (n=4;r=0,998)
FC: A=-9,59x107+1,066x 10*C (n=4;r=0,965)

onde, A = altura de pico em absorbancia; C = concentragcdo em g L' carbaril.

Comparando-se esses resultados, comprovou-se que o uso de FP favoreceu a extragéo
do analito, ja que o sistema explorando esse tipo de fluxo apresentou uma sensibilidade 9,3%
maior, comparando-se os coeficientes angulares, além de uma melhor linearidade da curva
analitica. O sistema com FP foi entdo, selecionado para o prosseguimento dos estudos e para a

analise das amostras.
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5.2.2. Eficiéncia da extragéo

A eficiéncia da extracdo foi estimada em funcdo das concentrag¢des de solucdo-padrio
inserida e daquela coletada na fase aceptora, assim como dos volumes de amostra inserida e
da camara de extracdo. Considerando-se que foram coletados volumes referentes a duas
inser¢des de amostra, o volume total inserido de cada solugdo-padrio testada (9.8 mL) e o
volume de duas vezes o da camara (660 pL) foram utilizados para se quantificar a eficiéncia
de extragdo e o fator de enriquecimento.

A curva analitica utilizada nesta quantificacdo foi construida para determinar a
concentracdo dos volumes coletados em baldes de 5,0 mL. Esta curva obedeceu a equagéo:
A = 0,0055 + 1,310 x 10% C (r = 0,992; n = 4), para a faixa de concentragdo
50,0 - 500,0 pg L' carbaril. Para averiguacdo da eficiéncia de extracdo e do fator de
enriquecimento, utilizaram-se as equacdes apresentadas na sec¢do 4.2.4, para insergdes de

solugdes-padrdo 500,0 e 1000,0 pg L™ carbaril (Tabela 3).

Tabela 3 - Eficiéncia de extragdo e fator de enriquecimento da estratégia proposta. Valores calculados
pelas equagdes da secdo 4.2.4, a partir dos valores de concentragdo das solugdes-padrio e das

respectivas aliquotas coletadas na saida da camara de extragéo

solugdo de carbaril (ug L) eficiéncia de extracéo (%) fator de enriquecimento
500,0 20,6 3,06
1000,0 18,9 2,80

Apesar destes baixos valores de eficiéncias de extragdo (ca. 20%) e fatores de
enriquecimento (ca. 3), deve-se destacar que a estratégia proposta apresenta como grandes
vantagens o preparo da amostra realizado em linha, e o menor tempo (7,0 min) de
amostragem/concentra¢do. De fato, na unica aplicacdo de SLME para a determinagdo de
carbaril''? encontrada na literatura, utilizou-se uma etapa de extracdo/concentragdo de 30 min
para solugdes contendo 1,0 mg L carbaril (concentragdo muito acima da esperada para
amostras reais) previamente a inser¢do da solugdo extraida em cromatografo a liquido de alta

eficiéncia, obtendo-se apenas 58,28% de eficiéncia de extracdo para carbaril.
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5.2.3. Seletividade da extragdo e aplicacdo

Para a verificacdo da aplicabilidade da estratégia proposta, as amostras de aguas
naturais foram analisadas com o sistema dimensionado. Acredita-se que os sinais registrados
sejam decorrentes da absor¢do da radiagdo (246 nm) por matéria organica, ja que a regido UV
do espectro eletromagnético € reconhecidamente susceptivel a este tipo de interferéncia, e nao
havia nenhum indicio de que as amostras teriam esse nivel de contaminagdo com o analito.
Entretanto, no estudo de adig¢do e recuperacdo efetuado para estas amostras, observou-se,

apesar da falta de seletividade, bons valores de recuperagdo, como descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Dados de recuperagdo. Concentragdes estimadas antes e depois da adi¢cdo de carbaril a

amostras de aguas naturais. Dados se referem a 3 replicatas

concentracao
concentracio adigdo _ ) recuperagio
amostra ) . .. estimada apds adigao
estimada (ug L™) (ug L) N (%)
(ngL7)
1 273 +£24 150,0 437+ 8 110
2 97 + 32% 150,0 229 £ 35 88
3 108+ 16 150,0 233 £32 83
4 114 £24 150,0 263 =40 100
5 168 £36 300,0 493 £ 44 108
6 168 + 80 300,0 426 + 7 86
7 86 £ 21% 300,0 387 £33 100
8 282+ 7 300,0 599 £113 106

*valores obtidos por extrapolagdo da curva analitica (100,0 - 1000,0 ug L' carbaril)

Relativamente aos outros metilcarbamatos, foram preparadas solug¢des individuais que
foram inseridas no lugar da amostra e os sinais obtidos foram comparados com aqueles

obtidos pela inser¢do de solugdo de carbaril a mesma concentracdo (Figura 27).
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Figura 27 - Extragio de metilcarbamatos via SLME. Solugdes individuais contendo 1000,0 pg L™ de
cada espécie. Dados se referem a 3 replicatas.

Os metilcarbamatos avaliados demonstraram também ser potenciais interferentes pois,
apesar de apresentarem absor¢do abaixo de 25% do sinal relativo ao analito, todos foram
extraidos por SLME e se mostraram monitoraveis em 246 nm. Desta forma, fez-se necessaria
a adi¢do de uma etapa de derivatizagdo para contornar o efeito das espécies interferentes.

Ressalte-se que foram realizadas mais de 30 extragdes / determinagdes com a
imobilizacdo de apenas uma pequena aliquota (700 pL) de xileno, e ndo foram observados

efeitos de memoria.
5.2.4. Estratégias para derivatizagdo e dimensionamento do sistema

Para a implementagdo da etapa de derivatizacdo foi utilizado o reagente cromogénico
p-aminofenol, o qual se liga diretamente ao analito concentrado na forma de a-naftol,
formando o produto azul de indofenol. Como este reagente poderia ser inserido em diferentes
posicdes do sistema em fluxo, foram realizados experimentos para definir a sequéncia de
insercdo na fase aceptora e para isso foram utilizadas solugdes contendo 0,1 mol L' NaOH,
50 mg L' p-aminofenol e 10 mg L' carbaril (ou 4gua, para simular o branco);
respectivamente nos volumes: 1,0; 1,0 e 0,1 mL. Estas solu¢des foram misturadas em
diferentes sequéncias em uma cubeta aberta (caminho 6ptico de 1,0 cm), e subsequentemente

monitoradas em 590 nm.
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As possibilidades avaliadas foram (Figura 28):

a)

b)

a inser¢do do reagente cromogénico em confluéncia com a solu¢do aceptora e,
hidrélise do analito e reacdo indicadora, concomitantemente; para isso, as trés
solugdes foram misturadas rapidamente e monitoradas logo em seguida;

0o uso de uma unica solugdo mista na fase aceptora, ja4 contendo o reagente
cromogénico em NaOH; para isso, essas duas solugdes foram previamente
misturadas, mantidas em repouso (ca. 1,5 h) para simular as condi¢des do uso dessa
solugdo por sucessivas extragdes e, posteriormente, adicionou-se a amostra e efetuou-
se a leitura;

a inser¢do do reagente logo apds a saida da fase aceptora pela camara de extracio,
para simular uma reagao indicadora ap6s a hidrdlise do analito; para isso, as solucdes

de NaOH e de amostra foram combinadas e mantidas em repouso por ca. 5 min;

posteriormente, adicionou-se o reagente e efetuou-se a leitura.
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Figura 28 - Influéncia da sequéncia de adicdo dos reagentes. Linha continua = branco, linha tracejada
=10,0 mg L™ carbaril. Sequéncias = (a): NaOH + p-aminofenol + amostra — leitura; (b): NaOH + p-
aminofenol (ca. 1,5 h) — + amostra — leitura; (c) NaOH + amostra (ca. 5 min) — + p-aminofenol —

leitura.

Analisando-se os registros obtidos, descartou-se a possibilidade de mistura prévia de

p-aminofenol e NaOH (Figura 28b), pois pode-se inferir que as espécies reagiram

completamente entre si, impossibilitando qualquer reacdo com o analito adicionado

posteriormente. A mesma reagdo (entre p-aminofenol e NaOH) pode ser observada nos

registros do branco das duas outras situagdes (Figura 28 a, ¢), as quais resultaram em registros

semelhantes. Portanto, optou-se por inserir o reagente cromogénico apds a camara de extragao

como forma de favorecer a reag¢do entre o analito e p-aminofenol em detrimento do

desfavorecimento da reacéo.

tempo, s

)
900
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Construiu-se entdo, um novo sistema (Figura 10) visando a extracdo de carbaril via
SLME e derivatizagdo com p-aminofenol, ambas no mesmo moédulo de anélises. Adicionou-se
ao sistema anterior para extracdo, mais uma bomba solenoide (5 pL de volume por pulso)
para a inser¢do do reagente, a qual era acionada a mesma frequéncia das demais e provia a
metade da vazdo destas, ou seja, 0,35 mL min™. Ressalte-se que a vazdo do reagente foi
selecionada como sendo menor que a da solugdo aceptora visando uma menor dilui¢do da
zona de amostra. Neste sistema, foram utilizados os parametros selecionados para a etapa de
extragdo, e avaliaram-se os principais parametros envolvidos na derivatizagdo. Estes estudos
também se basearam na avaliagdo de registros referentes a inser¢cdes de branco ou solugdo-
padrdo 500,0 pg L™ carbaril.

Contrariamente a extragdo com monitoramento em UV, onde os sinais do branco eram
menos pronunciados, com a adi¢do da etapa de derivatizagdo, este aspecto se tornou relevante,
j& que o reagente cromogénico apresentava absor¢do consideravel no comprimento de onda de
monitoramento. Com o aumento do volume inserido de reagente, que foi avaliado em fungo
do tempo de atuag¢do da bomba solenoide correspondente, observou-se aumento nos sinais
referentes ao branco e a solucdo-padrio (Figura 29); porém, em termos de sinais liquidos, ou
seja, descontando-se os sinais dos brancos daqueles referentes a solugdo-padrao, observou-se
incrementos até¢ 50 s (290 pL de reagente); este volume foi entdo selecionado, pois era
suficiente para reagir com o volume de analito extraido para a fase aceptora da camara de
extracdo.

Em relagdo a concentragdo do reagente, ndo foram observados efeitos pronunciados
em termos de sinais liquidos, para a faixa de estudo (Figura 30); selecionou-se, portanto, a
concentragdo de 50 mg L p-aminofenol, com a qual obtinha-se um sinal liquido um pouco

mais intenso, sem aumentar-se demasiadamente o sinal do branco correspondente.
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Figura 29 - Influéncia do volume de reagente cromogénico. Volume em fungéo do tempo de insercio
do reagente. Linha continua = branco, linha tracejada = 500,0 pg L™ carbaril, linha pontilhada =
diferenga (padréo - branco). Dados se referem a 3 replicatas.
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Figura 30 - Influéncia da concentragdo de reagente cromogénico. Linha continua = branco, linha
tracejada = 500,0 pg L™ carbaril, linha pontilhada = diferenca (padréo - branco). Dados se referem a 3
replicatas.
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Ja com o aumento do comprimento do reator helicoidal, observou-se um aumento em
sinal liquido até 75 cm (Figura 31), selecionado como suficiente para se obter boas condi¢des

de mistura e de tempo de reagdo, entre o analito extraido e o reagente.
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Figura 31 - Influéncia do comprimento do reator helicoidal. Linha continua = branco, linha tracejada =
500,0 pg L™ carbaril, linha pontilhada = diferenca (padréo - branco). Dados se referem a 3 replicatas.

Apds o dimensionamento do sistema para extracdo e derivatizacdo do analito,
verificou-se a linearidade de curvas analiticas compreendendo as faixas de concentragdes
50,0 - 1000,0 pg L™ ¢ 0,50 - 5,00 mg L™ carbaril (Figura 32). Para a faixa de concentragdes
mais baixas, foi notada uma diferenca muito pequena entre o sinais do branco e dos demais: a
diferenga entre o sinal referente a solugdo-padrdo mais concentrada e o branco, por exemplo,
foi de apenas ca. 0,03 absorbancia; qualquer faixa de trabalho neste nivel de concentragdo do
analito apresentaria, portanto, limitada sensibilidade. J4 com a faixa de concentra¢cdes mais
elevadas, foram observadas sensibilidade e linearidade muito superiores em relagdo a outra
faixa.

Entretanto, quando consideradas as re-inser¢des de branco (Figura 32, em destaque),
realizadas apds a inser¢do de todas as solugdes-padrio, para ambas as curvas analiticas,
observa-se a instabilidade do reagente cromogénico utilizado que, mesmo sem adi¢do prévia
de NaOH, como nos experimentos relativos a sequéncia de inser¢do, revelou-se inadequado

para a presente aplicagao.
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Figura 32 - Curvas analiticas para determinag@o de carbaril com derivatizagdo com p-aminofenol. (a):
50,0 - 1000,0 pg L carbaril; (b): 0,50 - 5,0 mg L' carbaril. Em destaque: re-inser¢do do branco.
Dados se referem a 3 replicatas.

Portanto, apesar das caracteristicas favoraveis observadas em relacdo a extracdo de
carbaril via SLME com FP, sobretudo a simplicidade e os bons resultados de recuperacéo,
estudos referentes a seletividade para a analise de 4guas naturais ndo puderam ser concluidos,
devido ao estado inadequado do reagente cromogénico disponivel, o qual ndo pdde ser

substituido em tempo habil.

5.3. Determinacdo de acidez total

Os sistemas de andlises em fluxo na Figura 11 sdo robustos e ndo foram observadas
derivas significativas de linha base mesmo por longos periodos (6 h) de operacdo.
Os resultados foram precisos (d.p.r. < 6%) e facilmente obtidos, ja que a equagdo 9 ¢

diretamente aplicavel.

5.3.1. Seleg¢do do tragador

Os corantes azul de poirrier, azul de toluidina, azul de cresil brilhante ¢ BB
demonstraram ser tragadores em potencial na presente aplicagdo, devido a linearidade de
absor¢do em relagdo a concentracdo, a ndo aderéncia a tubulacdo do sistema e as
caracteristicas espectrais favoraveis.

Os valores de absorbancia relativos aos primeiros dois corantes eram, entretanto,

afetados por variagdes de pH, proximos ao ponto final (Figura 33). Ja o corante azul de cresil
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brilhante tendeu a obedecer ao critério de independéncia em relagdo a pH, mas ndo foi
selecionado, pois experimentos paralelos confirmaram que sua coloragdo desvanece em
ambientes oxidantes,'"? fator que poderia ser limitante em relagéo a exatiddo. BB foi entdo, o

corante selecionado como tragador.
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Figura 33 - Influéncia do pH sobre os espectros de absor¢cdo dos corantes. Figura refere-se a
20,0 mg L™ de: azul de poirrier (a), azul de toluidina (b), azul de cresil brilhante (c) e azul brilhante
FCF, BB (d). Linhas continua, pontilhada, tracejada e pontilhada/tracejada: valores de pH iguais a 3,0;
5,0; 7,0 e 9,0; respectivamente.

Com o corante BB, uma linha base estavel (sem derivas mensuraveis) foi registrada,
confirmando que este tracador ndo adere a tubulacdo do sistema. A espécie ndo sofre
modifica¢des mensuraveis em sua estrutura quimica proximo ao ponto final da titulagdo, e as
caracteristicas espectrais sdo independentes em relacdo ao valor de pH (Figura 33). Ainda, o

~ . . . 114 .
corante ndo ¢ afetado pela presenca de etanol no meio reacional.” ™ Uma resposta linear,

descrita na equacdo 10, foi obtida para curva até 10 mg L' BB, sendo expressa como:
M =0,00367 + 0,135 C (r=0,99995; n=38) (10)

onde, M = altura de pico em absorbancia; C = concentragdo do corante em mg L™
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O comprimento de onda de maxima absortividade molar para BB (630 nm) refere-se a
uma regido espectral onde nenhuma absor¢do mensuravel por phen € notada. Por outro lado, a
absorgdo relativa a phen foi monitorada a 552 nm, onde BB absorve levemente (Figura 34).
Esse aspecto ndo foi relevante ja que, como mencionado anteriormente, as variagdes em

absorcdo relativas a phen, proximas ao ponto final, sdo pronunciadas e subitas.
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Figura 34 - Espectros dos corantes. Figura se refere a espectros em pH 9, do tragador (6,0 mg L' BB;
linha continua) e do indicador 4cido-base (1,6 pg L™ phen; linha pontilhada).

Como salientado na se¢do 4.3.2, o tragador e o titulante devem idealmente apresentar o
mesmo coeficiente de difusdo e isto implica em dispersdes idénticas destas espécies. A
dispersdo de espécies € muito importante em procedimentos em fluxo, e a sua quantificagdo
pode prover informagdes acerca das concentragdes da amostra, da solugdo transportadora e
do(s) reagente(s) ao longo da zona de amostra.® A primeira proposta de quantificacdo da
dispersdo em sistemas de analises em fluxo ndo-segmentado foi o fator de dispersdo,'"” o qual
considerava a razdo de concentragdes antes e depois do processo dispersivo para dado
elemento de fluido. Posteriormente, diferentes propostas de quantificagdo de dispersdo foram
apresentadas, entretanto, todas essas consideravam apenas a extensdo de dispersdo de uma
determinada espécie quimica, geralmente o analito, em determinado elemento fluido, sem
salientar a composi¢do volumétrica.*

A fracdo volumétrica (X)'™ foi entdo proposta como sendo um pardmetro quantitativo
que englobava, e ainda contornava as limita¢des, das propostas precedentes relativas a
dispersdo em sistemas de analises em fluxo. X expressa a contribui¢ao relativa de uma solugao
em dado elemento fluido, localizado em qualquer posi¢do do mddulo de andlises, a qualquer

momento. Porém, mesmo X ndo ¢ considerada como uma resposta definitiva quanto a
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caracterizacdo do grau de dispers@o em andlises do fluxo: em situagdes onde as espécies
quimicas apresentam coeficientes de difusdo muito distintos, por exemplo, a aplicagdo do
conceito se torna complexa.*

Desta forma, apds analise dos formatos dos picos registrados nos dois comprimentos
de onda, correspondentes as absortividades molares maximas de phen e de BB, pdde-se
concluir que o critério de igualdade em coeficientes de difusdo ndo era perfeitamente
obedecido. De fato, esses formatos eram um pouco diferentes, especialmente nas porg¢des
frontal e traseira dos picos registrados. Para dispersdes idénticas, a razdo entre absorbancia
phen/BB deveria ser constante. Deve ser enfatizado que as diferengas em coeficientes de
difusdo de BB e OH’, provavelmente, sdo maiores que aquelas entre BB e phen. Decidiu-se
entdo, projetar os sistemas em fluxo da Figura 11 com as menores dispersdes axiais possiveis,

visando minimizar a influéncia de diferengas nos coeficientes de difusdo envolvidos.

5.3.2. Concentragao do titulante

Os experimentos envolvendo varia¢des da concentragdo do titulante revelaram que o
aumento deste parametro era limitado, ja que a coloragdo de phen desvanecia rapidamente em
concentragdes superiores a 0,01 mol Lt OH’; este valor foi entéo selecionado.

Objetivando minimizar a influéncia das diferencas difusionais entre tragador e
titulante, a dispersdo da amostra foi mantida tdo baixa quanto possivel. Uma dilui¢do manual
prévia (20 vezes) das amostras com agua, foi entdo realizada antes de suas inser¢des nos

sistemas em fluxo.

5.3.3. Dimensionamento do sistema

Quando um reator tubular aberto de 100 cm foi colocado no percurso analitico, a razdo
de absor¢des phen/BB sofreu variagdes pronunciadas (Figura 35), e esta caracteristica se
manifestou mesmo para reatores maiores. A tendéncia se manteve também com um reator
empacotado com particulas de vidro. A varia¢do na razdo de absor¢des teve ligeiro aumento
para maiores volumes de amostra, e este aspecto € consequéncia do esvaziamento da alga de
amostragem: como um fluxo constante era utilizado, a influéncia da difusdo durante o
esvaziamento da mesma se tornava mais pronuncianda. A vazdo se mostrou menos influente
no contexto, como pode ser concluido comparando-se as por¢des da esquerda e central da

Figura 35. Este parametro, portanto, foi selecionado tdo alto quanto possivel para melhorar a
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frequéncia de amostragem. Entretanto, distor¢des nos picos registrados levavam a razdes de
- , . - . .- n . -
absor¢des menos estaveis para vazdes maiores do que 3,0 mL min™. Este pardmetro foi entdo

selecionado como 2,0 mL min™.
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Figura 35 - Registros do sistema para titulagdo por injecdo em fluxo. Figura refere-se a solugéo ca. 6
mg L' BB + gotas de phen (em tampao borato; 0,01 mol L'; pH 9,0), inserida em solug¢io-tampao
idéntica (sem os corantes), no sistema da Figura 11a com bomba peristaltica. Por¢des superior e
inferior: 120 e 250 pL de volume inserido; porg¢des a esquerda e central: 1,0 e 2,0 mL min™' de vazio,
e 100 cm de reator tubular; por¢des a direita: 2,0 mL min de vazio e uma camara de mistura no lugar
do reator tubular. Linhas continua e tracejada: registros de phen (552 nm) e BB (630 nm); linha
pontilhada: razdo dos valores de absorbancia nesses comprimentos de onda. Para mais detalhes, vide
texto.

Contrariamente, variagdes menores da razdo de absor¢des foram notadas utilizando-se
uma camara de mistura (Figura 35, direita). A influéncia do volume de amostra inserido néo
foi significativa, j& que este era muito menor relativamente ao volume interno da camara. Para
o dimensionamento do sistema, portanto, uma camara de mistura foi utilizada, e prioridade foi
dada as situag¢des que resultassem em menores varia¢des na razdo de valores de absorbancia.

Com relagdo ao sistema de titulagdo por injecdo em fluxo da Figura 11a, as medidas
obtidas nas por¢des frontais da zona de amostra foram sempre menos precisas. '
Para amostras tipicas com ca. 76 mmol L™ 4cido acético, os desvios-padrio relativos dos
resultados associados as por¢des frontal e traseira das amostras foram estimados em

570 e 1 — 4%, respectivamente. Este resultado enfatiza que o carater laminar do fluxo

utilizado foi uma desvantagem, ja que ele proporciona um pronunciado gradiente axial de
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concentragdo, especialmente na parte frontal da zona de amostra. As condi¢cdes de mistura se
tornaram criticas ¢ as diferencas em coeficientes de difusdo foram, entdo, mais restritivas.
Consequentemente, apenas as medidas realizadas na porgdo traseira da zona de amostra foram
consideradas na presente aplicag?o.

Em relago ao sistema de titulagdo programada em tridngulo (Figura 11b), a vazdo do
titulante foi mantida, ao passo que a vazdo da amostra era aumentada em incrementos de
0,1 mL min"'. Um longo periodo de tempo (30 s) entre incrementos foi utilizado para se
evitarem efeitos de memoria nas sucessivas condi¢des estabelecidas. Ao contrario do sistema
de andlises por inje¢do em fluxo, a irregularidade em razdo de absor¢des associadas aos
primeiros instantes da titulagdo eram as mais pronunciadas, provavelmente devido as piores
condi¢des de mistura, ja que o titulante era propelido a uma vazio significativamente maior
em relacdo a da amostra. Duas vazdes de titulante (2,0 e 4,0 mL min) foram testadas, e
menores variagdes em razdo de absor¢des foram notadas para os primeiros incrementos da
titulagdo utilizando-se a vazdo de 4,0 mL min" de titulante (Figura 36). A possibilidade de
parada da amostra (ou titulante) dentro da camara de mistura e implementagdo de uma
variagdo gradual da vazdo de titulante (ou amostra), portanto de fra¢cdes volumétricas, também

foi investigada, mas variagdes similares da razdo de absor¢des phen/BB foram observadas.
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Figura 36 - Registros do sistema para titulagdo em fluxo programada em tridngulo. A figura se refere a
solugdo ca. 6 mg L' BB + gotas de phen (em tampao borato; 0,01 mol L™; pH 9,0) em vazio crescente
(incrementos de 0,1 mL min™), em confluéncia com solu¢do-tampdo idéntica (sem os corantes e a
vazdo constante), no sistema da Figura 11b com bomba peristaltica. Por¢des esquerda e direita: vazao
do titulante em 2,0 e 4,0 mL min™'. Linhas continua, tracejada e pontilhada, como na Figura 35. Para
mais detalhes, vide texto.

A influéncia do tipo de fluxo sobre a razio de absorbancia foi investigada
posteriormente, com o objetivo de se obter dispersdes de tragador e titulante mais similares

entre si. Um fluxo laminar, apresentando um perfil flutuante em torno de uma média da vazédo
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em fun¢do do tempo (devido ao movimento dos roletes), ¢ obtido com uma bomba
peristaltica, o que leva a um pronunciado alargamento das zonas,''” enquanto que as bombas
solenoide proporcionam fluxos pulsados, e a inerente mistura turbulenta aprimora o transporte
radial de massas, reduzindo entdo, o alargamento das zonas."> Experimentos adicionais foram
entdo conduzidos para verificar a possibilidade do uso de fluxos pulsados para minimizar as
restri¢des advindas de varia¢des em coeficientes de difusdo.

Com fluxos pulsados, a razdo de valores de absorbancia phen/BB sofreu menores
variagdes em relagdo a fluxos constantes (Figura 37). Este aspecto destaca a habilidade da
mistura turbulenta em conferir dispersdes similares de espécies diferentes devido as melhores
condi¢des de mistura. Bombas solenoide com menores volumes internos foram preferidas
para se destacar essa melhoria em mistura.''' Entretanto, a diminui¢do desses volumes era
limitada pela perda em precisdo, pois experimentos paralelos demonstraram que para volumes
muito pequenos, seriam necessdrias altas frequéncias de acionamento das bombas solenoide, e
a precisdo era afetada negativamente. Desta forma, duas bombas solenoide de 20 pL. foram
usadas no sistema de analises por inje¢do em fluxo (inser¢do de 260 uL. de amostra), ao passo
que uma bomba de 10 puL e outra de 20 pul. foram usadas para amostra e titulante,

respectivamente, no sistema de titulagdo programada em triangulo.
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Figura 37 - Registros das titulagdes com tracador com fluxos pulsados. Figura se refere a solugdo
ca. 6 mg L' BB + gotas de phen (em tampéo borato; 0,01 mol L'; pH 9,0) no lugar da amostra nos
sistemas da Figura 1la (esquerda) e 11b (direita), com uma vazao total (esquerda) ou vazdo do
titulante (direita) de 3,0 mL min™'. Simbolos e outras condi¢des, como na Figura 35. Para mais
detalhes, vide texto.

Com as condi¢des experimentais da Figura 37, e considerando-se a concentracio
esperada nas amostras, ap6s a diluig¢do destas, as frequéncias de amostragem foram estimadas
em 100 e 10 h', para os sistemas por injecdo em fluxo e programado em tridngulo,

respectivamente.
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5.3.4. Aplicagdo

Apds dimensionamento, os sistemas de analises em fluxo da Figura 11, com fluxos
pulsados, foram aplicados as analises de amostras comerciais de vinagre. Os registros obtidos
com os dois sistemas apresentaram tipicamente os perfis da Figura 38, onde foi utilizada a
derivada do monitoramento de phen para se encontrar os pontos de inflexdo e assim obter os
pontos finais das titulagdes. No sistema de analises por inje¢do em fluxo, apenas os resultados
provenientes da por¢do traseira da zona de amostra foram considerados. A exatiddo foi
avaliada tomando-se um método manual de titulagio® como referéncia. Apés aplicagdo do
teste pareado de 7 de Student aos dados da Tabela 5, obtiveram-se os valores 7 estimados: 1,74
(sistema de inje¢do em fluxo) e 1,15 (sistema programado em tridngulo); contra o valor
tabelado de 7 (2,45) para n = 7. Nenhuma diferenca estatistica entre os métodos foi, portanto,

, 11
encontrada a um nivel de confianca de 95%."'"®
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Figura 38 - Registros tipicos das titulacdes de vinagre. Figura refere-se a inser¢des de uma amostra em
sistema por injecdo em fluxo (a esquerda, em triplicata) e programado em tridngulo (a direita). Em
azul: monitoramento do tragador BB; em vermelho: monitoramento do indicador 4cido-base phen; em
rosa: derivada do monitoramento de phen; em verde tracejado: representagdo de ponto final da

titulagéo.
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Tabela 5 - Resultados de acidez total em vinagres. Valores obtidos por procedimento titulométrico
manual (referéncia), e pelas titulagdes monitoradas por tragador propostas (sistemas de analises por
inje¢do em fluxo e programado em triangulo). Concentragdes e erros relativos expressos em mmol L™
e %, respectivamente.

amostra referéncia injegio em erro relativo programado erro relativo
fluxo® em tridngulo
1 753 +2 791 £ 11 +5,0 754+ 6 +0,1
2 798 + 4 790 + 6 -1,0 804+ 11 +0,8
3 758 +£2 813+19 +7,2 824 +3 +8.,6
4 761 £2 759 £ 15 -0,3 769 + 6 +1,1
5 759 £ 1 738 +£38 -2,8 750 + 3 -1,2
6 752 +4 779 £3 +3.,6 750+9 -0,3
7 779 £2 824+ 10 +5,8 786 + 45 +0,9

a = dados referentes a porgao traseira da zona de amostra.
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6. CONCLUSOES

A comparagdo de desempenho de sistemas de analises quimicas em fluxo envolvendo
FC ou FP para a implementacdo de metodologias empregando reagentes imobilizados
demonstrou que a utilizagdo de FP, apesar de proporcionar melhor transporte radial de
massas, ndo evidenciou ganhos expressivos em relagdo ao uso de reagentes solidos
imobilizados, na forma de reator tubular aberto, assim como de solventes organicos
imobilizados em membrana hidrofobica, para extracdo liquido-liquido. Entretanto, a
utilizagdo deste tipo de fluxo mostrou-se favoravel em relagdo a obtengdo de dispersdes
similares de espécies diferentes, devido as melhores condigdes de mistura, para a
implementagdo de titulagdes monitoradas por tragador.

O reator tubular aberto com MnQ,(s) imobilizado demonstrou ser um dispositivo util e
vantajoso para a determinacdo de AA em produtos farmacéuticos, devido a facilidade de
confec¢do, minimizagdo das limitacdes associadas a utilizagdo de reagentes sélidos
empacotados em mini-colunas, e vida util adequada (mais de 200 determina¢des sem perdas
consideraveis em repetibilidade). A sensibilidade e o coeficiente de correlagdo linear foram
semelhantes para os sistemas com os diferentes tipos de fluxo; acredita-se que as condi¢des de
mistura ndo tiveram efeito aprecidvel sobre a interacdo do analito com o reagente solido
imobilizado devido a limitagdes fisicas e/ou cinéticas ja que, na redugdo de Mn(IV) a Mn*",
ha passagem do metal da fase sdlida para a liquida. O sistema com FP apresentou melhor
desempenho em relagdo a limite de detecgdo e repetibilidade devido as melhores condi¢des de
mistura inerentes a este tipo de fluxo. Em relacdo a exatiddo, ndo foi encontrada diferenga
estatisticamente significativa entre o método proposto e o da Farmacopeia Britanica ao nivel
de confianga de 95%.

A estratégia de extragdo liquido-liquido via SLME, proposta para a determinagdo de
carbaril, apresentou como grandes vantagens a simplicidade, a minimizacdo do volume de
solvente orgénico requerido (ca. 20 pL por extra¢do), o preparo da amostra realizado em
linha, e o curto tempo de amostragem/concentragdo (7,0 min). Ainda, o uso de FP favoreceu a
extragdo por membrana, obtendo-se uma sensibilidade 9,3% maior com o sistema com este
tipo de fluxo; entretanto, o método mostrou-se susceptivel a efeitos de interferentes, como
outros metilcarbamatos, e estudos referentes a seletividade para a andlise de aguas naturais

ndo puderam ser concluidos.
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A titulacdo monitorada por tragador foi eficientemente implementada em sistemas de
analises em fluxo para a determinacdo de acidez total em vinagres. Como uma curva analitica
ndo é requerida, a inovagdo ¢ considerada como uma titulagdo verdadeira, segundo defini¢do
da TUPAC. A exatiddo pode, entretanto, ser prejudicada por diferengas em coeficientes de
difusdo do titulante e do tragador; essa desvantagem foi contornada reduzindo-se a dispersao
axial. Ainda, a utilizacdo de FP mostrou-se favoravel quanto as variacdes da razéo dos valores
de absorbancia relativos ao monitoramento do tracador e do indicador acido-base, destacando
a habilidade da mistura turbulenta em obter dispersdes similares de espécies diferentes devido
as melhores condigdes de mistura; nenhuma diferenca estatistica foi encontrada entre os
resultados obtidos com os sistemas propostos (por inje¢do em fluxo e programado em

triangulo) e com o método manual de referéncia, ao nivel de confianca de 95%.
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