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RESUMO

EMPREGO DE DIFERENTES ESTRATEGIAS PARA ANALISES EM LARGA
ESCALA: SCREENING, EXTRACAO ULTRA-SONICA E PRE-CONCENTRAGAO
POR PONTO NUVEM. Este trabalho de tese propde trés diferentes estratégias para
simplificar as andlises quimicas, minimizando, principalmente, tempo e custos,
Primeiramente, foi desenvoivido um sistema de screening para a detecgfo de
fenotiazinas em urina humana. Foi proposto um método espectrofotométrico baseado
na reagao das drogas com o KaFe(CN)s em meio dcido. As condiges do sistema em
fluxo foram otimizadas e as caracteristicas analiticas do método foram determinadas
para uma mistura de clorpromazina, metotrimeprazina e prometazina. A
concentragao de corte foi estabelecida como 2 umol L™ e 250 amostras contendo
7 diferentes concentragdes (0,5; 1,0; 1,5; 2,5: 3,0 e 4,0 umol L) foram analisadas para
verificar a confiabilidade do screening. Foram obtidos 6 % de falsos positivos (em 1,5
umol L) e 10 % de falsos negativos (em 2,5 pmol L™'). Na segunda parte da tese,
foram desenvolvidos dois métodos, um para otimizagdo das condigdes de méxima
éavitag:éo em banhos de ultra-som e outro de extragfio 4cida assistida por energia
ultra-sbnica para a determinagdo de Ca, Fe, Mg, Mn e Zn em plantas. Os fatores que
mais influenciaram a cavitagdo foram: volume de agua no banho (1L) e posigdes
vertical (0 cm do fundo) e horizontal (central) do tubo de reac8o. Nas condigdes
otimizadas para a extragdo (HNO3 0,14 mol L™, 10 min de sonicagdo e particulas <
75 pum) obtiveram-se recuperagSes préximas a 100 % para Ca, Mg, Mn e Zn. Na
ultima parte da tese desenvolveu-se dois métodos para a pré-concentracdo de Co
por ponto nuvem, utilizando tensoativos anidnicos e n&o-ibnicos. No primeiro, a
separacéo das fases foi induzida por HCI e no outro, por NaCl. Foram otimizadas as
condicdes de complexacéio (5-Br-PADAP 3,5 x 10 % miv, pH=9,0) e as de
separag&o das fases (HCI 4 mol L™, Triton X-100 0,1 % m/v e SDS 0,75 % m/v para o
1° método e NaCl 10 % m/v, Triton X-100 0,25 % m/v e SDS 0,1 % mlv para o 2°).
Os fatores de pré-concentragéo obtidos foram respectivamente 28,5 e 21,7 para os
‘métodos do HCl e do NaCl, sendo esse Ultimo aplicado para a andlise de
‘medicamentos, e foi obtida boa concordancia com os resultados da técnica ETAAS.
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ABSTRACT

DIFFERENT STRATEGIES FOR ROUTINE ANALYSES: SCREENING,
ULTRASONIC EXTRACTION AND CLOUD POINT PRECONCENTRATION. This
thesis proposes three different procedures to simplify chemical analyses, mostly
minimizing time and costs. In the first part, it was developed a screening system to
detection of phenothiazines in human urine. A spectrophotometric method based on
the reaction of the drugs with KsFe(CN)s in acid medium was proposed. The fiow
system was optimized and the analytical characteristics of the method were
determined using a mixture composed by chlorpromazine, methotrimeprazine and
promethazine. The cut-off level was established as 2 umol L' and to check the
reliability of the proposed screening system, 250 samples containing different
concentrations (0.5; 1.0; 1.5; 2.5; 3.0 and 4.0 umol L") were analyzed. Six percent of
false positives (in 1.5 umol L™') and 10% of false negatives (in 2.5 umol L*') were
obtained. In the second part of this thesis, it was developed two methods involving
ultrasonic bath: an optimization of the conditions to maximize the cavitation and
another to acid extraction for Ca, Fe, Mg, Mn and Zn determination in plants. The
most important variables in the cavitation were: bath volume water (1L) and vertical (O
cm from the bottom) and horizontal (central) positions of the reaction tube. In the
optimized conditions of extraction (0.14 mol L' HNOs, 10 min of sonication and
particle sizes < 75 um) recoveries of ca.100 % were obtained for Ca, Mg, Mn and Zn.
In the last part of this thesis two methods were developed for Co preconcentration
using cloud point formed with the mixture of anionic and non-ionic surfactants. In the
first, phase's separation were induced adding HCI, and in the second, NaCl. The
donditions for complexation (3.5 X 104 % m/v 5-Br-PADAP, pH=8,0) and phases
separation (4 mol L™ HCI. 0.1 % m/v Triton X-100 and 0.75 % miv SDS 1% method and
10 % miv NaCl, 0.25 % miv Triton X-100 and 0.1 % m/v SDS 2™ method) were
optimized. The preconcentration factors 28.5 and 21.7 for HCl and NaCl methods
| ‘respectively were obtained. The last was used to the analysis of medicine with good
“agreement with those resuits obtained by ETAAS.
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introducéio

INTRODUGAO

A quimica analitica e a sociedade estdo em constante interagéio, uma vez que
a primeira fornece meios para que a sociedade obtenha uma melhor qualidade de
vida, e sdo as necessidades dessa sociedade que, de uma certa forma, vao
direcionar o desenvolvimento da quimica analitica. 7

Neste contexto, a determinag&o qualitativa e quantitativa dos constituintes de
uma amostra é de fundamental importancia em muitos campos da ciéncia, tecnologia
€ processos industriais.

Tém-se observado uma demanda crescente por andlises quimicas mais
rapidas, com maior exatiddo e precisfo. Para atender as necessidades destas
diferentes 4reas, a quimica analitica tem passado por profundas transformacgfes nas
ultimas décadas, principaimente no que diz respeito ao desenvolvimento de novos
processos e técnicas. Atualmente, alguns instrumentos s&o capazes de determinar
rapidamente diversos elementos e compostos em concentracbes tdo baixas quanto
ug L' ou ng L. No entanto, as etapas iniciais de uma andlise quimica néo
acompanharam a evolugiio das técnicas de quantificagdio, sendo consideradas o
“calcanhar de Aquiles” da quimica analitica. Devido a isso, 0 desenvolvimento de
metodos altemativos que tormnem o tratamento das amostras mais rapido e mais
econdmico é de grande importéncia, principalmente em laboratérios de rotina, onde
um grande numero de amostras precisa ser analisado diariamente.

Desta forma, o desenvolvimento da quimica analitica tem apresentado
algumas tendéncias, tais como: médulos automéaticos de tratamento de amostras,
novas fontes de energia, quimiometria, biossensores, sistemas de screening,
estagOes robotizadas, quimica limpa e especiacdo.

Neste trabalho pretendem-se destacar:

. Os sistemas de screening — sd3o sistemas analiticos répidos para
identificar e selecionar, a partir de uma série inicial, um grupo de amostras que
conteﬁham um ou mais analitos acima de uma concentragio de corte pré-
estabelecida. Esses sistemas objetivam minimizar operagtes preliminares e a
necessidade do uso permanente de instrumentos com altos custos de aquisicdo e
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manutencdo, sendo que, somente aquelas amostras, para as quais o sistema de
- screening forneceu uma resposta positiva confiavel, seréo analisadas pelos métodos
analiticos convencionais;

. O uso de diferentes formas de energia — o uso das energias de
microondas, ultra-som, ultra-violeta, infra-vermelho no preparo de amostras, tem
crescido em fungdo de sua grande potencialidade. Os fornos de microondas séo
muitas vezes empregados para a mineralizacdo das amostras. O ultra-som pode ser
considerado outra alternativa para o tratamento de amostras, ja que esta energia
facilita e acelera algumas etapas, tais como: dissolugdo, fuséo, extracio de analitos
organicos e inorganicos, dispersé@o de suspensdes e homogeneizacdo de solugdes.
O emprego dessas formas de energia, normalmente, reduz o tempo e o consumo de
reagentes no preparo das amostras;

. A substituicdo de reagentes que apresentam elevada toxicidade —
muitas vezes na quimica analitica, a sensibilidade efou seletividade da técnica de
guantificagcdo utilizada ndo séo suficientes para se obter os resultados desejados,
sendo necessario o emprego de métodos de separacdo/pré-concentragcdo. A
extracdo liquido-liquido e a extragdo em fase sélida s8o os métodos mais
comumente utilizados com este propdsito. A preocupag¢do com o meio ambiente tem
aumentado a busca por métodos mais “limpos”, que gerem menos residuos téxicos.
Neste contexto, tem-se proposto 0 uso de tensoativos, que sao substancias
biodegradaveis, para procedimentos de pré-concentracdo em substituicio aos
solventes organicos. Além da menor toxicidade, esses reagentes apresentam menor
custo.

Assim, este trabalho de tese propde e discute métodos aitemativos que
podem contribuir para tornar as etapas iniciais das anélises quimicas mais simples e
rapidas, com menor custo e periculosidade para o analista e para 0 ambiente.



) Q_thgtivos
OBJETIVOS

Este trabalho de tese visa a simplificagdo das andlises quimicas por meio da
utilizac@o de estratégias analiticas alternativas que minimizem o consumo de tempo
e de reagentes e também a geragdo de residuos toxicos durante o processo
analitico.

Para isso, o trabalho foi dividido em trés partes e a tese, consequentemente,
em trés capitulos, de forma a facilitar a discuss@o e a compreenszo dos tépicos
estudados.

Os objetivos especificos foram trés, sendo que cada um é abordado em um
dos capitulos da tese:

e Desenvolver um sistema de screening para detectar/quantificar
fenotiazinas em wurina humana, empregando um  método
espectrofotométrico em sistema de fluxo.

e Desenvolver um método para otimizar as condigdes de maxima cavitagdo
em banhos de ultra-som e desenvolver um método rapido de extragdo
4cida de macro e micronutrientes em diferentes amostras de piantas
usando a energia ultra-sonica.

o Desenvolver um método para pré-concentragio de cobalto em
medicamentos empregando a extrago por ponto nuvem e posterior
determinacgdo por espectrometria de absorgéo atdémica com chama.



Capitulo i — Método Espectrofotomeétrico para Screening de Fenotiazinas em Urina.....

CAPITULO 1

METODO ESPECTROFOTOMETRICO
PARA SCREENING DE FENOTIAZINAS
EM URINA HUMANA EMPREGANDO UM
SISTEMA DE FLUXO

“*O homem deve viver intensamente como se fosse morrer amanha e aprender
imensamente como se fosse viver para sempre”. (Isidoro de Sevilla)
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Métodos de screening

Em muitas situagdes praticas um grande nuimerc de amostras precisa ser
analisado e, muitas vezes, o que importa ndc € a concentragdo exata de um analito,
mas determinar se essa concentragio & maior ou menor que um certo valor {1].

Os metodos de screening s@o considerados métodos para averiguagio
preliminar, e s&o usados quando um grande numero de amostras precisa ser
analisado rapidamente [2]. De uma maneira geral, estes métodos consistem de uma
andlise qualitativa ou semiquantitativa das amostras, sem tratamento prévio ou com
um tratamento que ndo demande muito tempo e material.

Os métodos convencionais de laboratério que fornecem informagdes
quantitativas e qualitativas sobre amostras estdo sendo crescentemente substituidos
por estas ferramentas analiticas de resposta rapida. Essas ferramentas, muitas
vezes denominadas de sistemas de screening de amostras, visam identificar e
selecionar, a partir de uma série inicial, um grupo de amostras que contédm um ou
mais analitos acima de um nivel de concentragdo pré-estabelecido [1,3,4]. Dessa
forma sdo obtidas algumas vantagens importantes, incluindo redugdo dos custos,
rapidez, simplicidade e minimizagcdo de erros operacionais pela demora enfré a
amostragem ¢ a anadlise [5].

Observou-se, nos ultimos 30 anos, um aumento significativo no numero de
artigos publicados sobre este assunto em periddicos de grande relevancia em
quimica analitica. A figura 1 apresenta um gréfico com estes nimeros, no qual se
pode notar o interesse crescente da comunidade cientifica neste tépico,
principalmente ao longe da ultima década.

De acordo com alguns autores [1,3,6,7], os principais objetivos dos sistemas
de screening sao:

e  Fornecer uma resposta rapida e confiavel em relagdo a uma
propriedéde especifica de uma amostra, objeto ou sistema, de modo a evitar o
processamento completo de um grande numero de amostras e, assim, obter medidas
globais de substancias téxicas ou poluentes e/ou tomar decisdes rapidas; |
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N° de artigos publicados

1975 1980 1985 1990 1995 2000

Ano

Figura 1 - NUmero de artigos sobre screening publicados em algumas das mais veiculadas
revistas de Quimica Analitica nas ultimas 3 decadas.

e Minimizar as operacdes preliminares de um processo analitico
convencional. Estas operacgdes preliminares, normalmente sdo trabalhosas e séo as
maiores fontes de erros sistematicos ou aleatérios, sendo o ponto fraco do processo
analitico [8]. Além disso, em alguns casos, oferecem perigo para o operador e para o
ambiente; £
e Minimizar a necessidade do uso permanente de instrumentos com altos
custos de aquisicdo e manutengéo. Ao invés de serem usados para avaliar todas as
amostras, estes poderiam ser reservados para processar somente aquelas amostras
para as quais o sistema de screening previamente fornecesse uma resposta positiva
confiavel.

O procedimento béasico deve usar equipamentos e operagbes simples, e
produzir uma resposta binaria SIM/NAO que ocasionalmente requer confirmagéo [6].
As principais diferengas entre um sistema de screening e 0s métodos
analiticos tradicionais séo [1,3,6, 9]
e Tendem a ter uma énfase mais qualitativa do que quantitativa;

e Normalmente envolvem pouco ou nenhum tratamento da amostra;

8



C_!agitul_o | — Método Espectrofotométrico para Screening de Fenotiazinas em Urina.....

¢ Os métodos utilizados sé&o rapidos;
¢ A resposta binaria obtida aigumas vezes requer confirmagdo pelo uso
de um método convencional;

¢ Aresposta é usada para se tomar uma decisdo imediata.

Nem todos os sistemas de screening apresentam todas as cinco diferencgas,
embora a maior parte exiba trés ou mais.

Em muitos casos apenas uma pequena sub-série de amostras formece uma
resposta positiva e deve, entdo, ser submetida ao processo analitico convencional,
tanto para confirmar a resposta do sistema de screening quanto para adicionar
informagdes analiticas quantitativas [10]. Em alguns casos, além de indicar em quais
as amostras o analito esta presente, o sistema de screening pode também indicar a
concentragdo aproximada [11] de forma a facilitar a escolha do método de
confirmagéo.

A resposta binaria (sim/ndo) qualitativa fornecida pelo sistema de screening
também possui conotagdes quantitativas. Quando sdo utilizados instrumentos nos
sistemas de screening, gerando dados que séo convertidos em uma resposta binéria,
algumas informacgbes quantitativas devem ser levadas em conta [3,7,10}:

¢ O limite de deteccéo da técnica utilizada;

¢ O limite imposto pelo cliente ou pela legislagéio em vigor:
¢ O nivel da concentraco de corte adotado pelo analista:
e As incertezas nas quantificages prévias.

Ainda, deve ser dada a devida consideragéo aos padrbes usados para
estabelecer algumas das quantificagbes descritas acima, bem como suas faixas.
Obter uma resposta bindria comreta requer consideragSes sobre as respectivas
incertezas nas quantificagdes envolvidas [3]. Erros na resposta bindria conduzem a
falsos negativos (isto €, amostras que contém um ou mais analitos acima da
concentragdo de corte, porém, ddo uma resposta negativa) e falsos positivos
(amostras nas quais a concentracdo dos analitos em questdo estéd abaixo da
concentragao de corte, porém, ddo uma resposta positiva) [7,10).
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Segundo Valcarcel e Rios [12] a resposta bindria tem conotagdes especiais
- que requerem cuidadosa adaptagdio do conjunto de propriedades analiticas, e
também de suas inter-relagdes mituas. A resposta do sistema de screening de
amostras deve ser representativa do objeto ou sistema considerado na definicéo do
problema analitico. Deste modo, para se obter exatidio, deve se possuir adequadas
sensibilidade e seletividade e, também, uma precis@o adequada. O limite de
detecgdo deve ser menor que a concentragéo de corte [3,4,7].

Em andlises qualitativas & altamente pratico referir-se a "confiabilidade”, a
qual engloba todas as propriedades relacionadas a exatiddo. Em sistemas de
screening a confiabilidade é definida como a proporgéo de respostas sim/néao
corretas a partir de um grande nimero de testes conduzidos com aliquotas do
mesmo padrdo (preferencialmente um material de referéncia certificado). A
confiabilidade depende criticamente do nivel de concentracdo dos analitos em
relaggo ao limite de detecglo, da incerteza e do tipo especifico de resposta (indices
globais ou individuais) [3,10}.

A robustez (resisténcia da resposta bindria a mudangas, quando ocorrem
alteragdes nas condigbes experimentais) é um aspecto analitico muito importante [4],
particularmente quando o sistema analitico de interesse, ou é instavel (materiais
biolégicos e bioquimicos, testes de imunoensaios), ou é sensivel a mudancas
minimas de pH, forga ibnica e temperatura ou, ainda, a presenga de interferentes. A
robustez é diretamente reiacionada com a exatiddo/preciséo {3].

Diante disto, conclui-se que os sistemas de screening devem apresentar
simplicidade, baixo custo e robustez para andlise direta de um grande numero de
amostras [13].

1.2. Aplicagdes de sistemas de screening

Na quimica analitica os sistemas de screening sao utilizados para diversos
tipos de amostras e analitos, nas mais diversas dreas, desde o controle de qualidade
de alimentos até andlises de doping. O quadro 1 cita alguns exemplos destas
aplicagdes.
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Quadro 1 - Algumas aplicacées dos sistemas de screening.

Policiclicos Aromaticos

Amostra Anaiito Método utilizado Ref.
Saliva Cocaina Fluorimetria (Fosforescéncia) 14
| Aguas Herbicidas a base de|Imunoensaio (FIA) 15

superficiais e | triazina

residuais

Peixes Histamina Fluorescéncia (FIA) 16

Leite Residuos de Penicilina j Imunoensaio baseado em biossensores| 17

Aguas naturais |Cu, Zn e Mn Espectrofotometria com armanjo de| 18
diodos (FIA)

Vegetais Pesticidas peritréides e { Cromatografia gasosa com detecgdo| 9

organoclorados por captura de elétrons (FIA)

PVC Antimdnio Espectrometria de Absorgéo Atomica| 1
com Forno de Grafite

Urina humana Benzodiazepinicos Espectofotometria UV/VIS (FIA) 10

Aguas naturais | Diuron e atrazina Imunoafinidade (FIA) 6

Células Agentes citotoxicos Método cinético 19

Proteinas Fosfopeptideos Espectrometria de massas 20

Extratos de Antioxidantes Cromatografia liquida com detecgdo| 21

folhas de cha por quimioluminescéncia (FIA)

Aguas Clorobenzeno Espectrometria de Mobilidade de lons| 22

contaminadas (FIA)

Oleos Derivados de Anilina | HPLC-MS e HPLC-MS/MS ¢/ fonte APl | 23

Agua Mineral e|Chumbo Sensor eletroquimico 24

sangue

Agua de Chuva |Compostos organicos|CG com diferentes detectores (FIA) 25

de Pb

Agua do mar Cd,Cu,Pbezn Espectrofotometria com amanjo de| 26
diodos (FlA)

Solos VOC CG-MS com purga e membrana 27

Aguas Naturais | Mercurio Fluorimetria (FIA) 28

Solos Hidrocarbonetos Imunoensaio Enzimatico 29
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Como pode ser observado no quadro 1, os sistemas de fluxo sé&o muito
- utilizados na implementacéo dos sistemas de screening. Isto ocorre porque, muitas
vezes, eles viabilizam a aplicacdo de alguns métodos convencionais nos sistemas de
screening, tornando-0s mais rapidos.

Muitos destes sistemas sfo desenvolvidos a partir de um procedimento em
batelada que seria demorado e trabalhoso, sendo este substituido por uma operacéo
automatizada [30].

1.3. Sistemas de fluxo

Os sistemas de fluxo s&o muito Uteis na quimica analitica moderna. Como as
andlises por injec&o em fluxo tém se apresentado como uma ferramenta poderosa na
automacdo analitica, suas aplicagbes vém aumentando a cada dia, com as mais
variadas configuragdes [31].

Operagbes em fluxo sdo muito mais faceis de controlar no tempo e no
espaco, ja que o uso de tubos fechados evita a evaporacdo de liquidos, permite a
mistura de reagentes, bem como a formagdo altamente reprodutivel de produtos de
reacao [32].

Suas principais vantagens/caracteristicas s&o [31,33,34]:

- Consumo reduzido de amostras;

- Boa preciséo;

- Aumento da freqliéncia analitica;

- Redugéo dos riscos de contaminago;

- Diminuicéo de erros operacionais;

- Grande versatilidade (possibilidade de acoplamento a varias técnicas de
pré-tratamento, separagio e pré-concentracdo de amostras, bem como a diferentes
técnicas analiticas).

As configuragdes em fiuxo continuo tém um papel fundamental no
desenvolvimento dos sistemas de screening, pois preenchem a maior parte dos seus
requisitos [35].
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1.4. Andlise de farmacos

A quimica analitica € muito utilizada em procedimentos de rotina para analise
de farmacos que, em geral, sdo demorados e, as vezes, apresentam elevados
custos, principalmente devido a que o nimero de amostras a ser analisado & grande
€ nem sempre os analitos sdo enconfrados em todas as amostras.

Segundo Maurer [36], outro fator primordial na analise de farmacos,
principalmente em toxicoiogia clinica, é a rapidez — os resultados devem ser
comunicados em curtos intervalos de tempo para que possam auxiliar efetivamente
em diagnosticos e tratamentos, sendo que erros maiores sdo tolerados, se
comparados a analises quantitativas.

O diagnéstico laboratorial de intoxicagbes agudas por farmacos & feito por
meio da identificac8o e, se possivel, da quantificagio destes farmacos [11]. A fase de
identificacéo inclui o screening das amostras, seguido de testes confirmatdrios [36].

1.4.1. Tipos de amostras
A seleciio correta da amostra para andlise e sua preservagdo sdo pré-
requisitos em toxicologia analitica. As amostras mais utilizadas para screening de

farmacos s&o sangue e seus componentes (plasma e soro), urina e contetido
gastrico [37].

e Sangue

Para este tipo de amostra, os procedimentos de pré-tratamento sdo mais
complexos, devido & presenga de proteinas. A andlise pode ser feita no sangue totat
ou em alguma fragdo sanguinea (plasma ou soro), dependendo do tipo de
determinacéo [2]. A amostra de sangue deve ser manipulada com cuidado para
evitar hemélise. O sangue deve ser coletado antes da administragdo de
medicamentos ao paciente [37].

¢ Urina
A urina & a amostra ideal para screening, pois a coleta & ndo invasiva e
usualmente esta disponivel em grandes volumes [38]. De acordo com Aerts ef a/.[2] a
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urina frequentemente contém os farmacos em concentragbes até 100 vezes maiores
que o sangue, e possui baixa quantidade de proteinas e lipidios, facilitando o
tratamento da amostra. A urina apresenta a desvantagem de que algumas drogas
s30 excretadas quase completamente como metabélitos {37]. A presenga de
metabdlitos dos farmacos na urina também pode ser utilizada na identificacéo.

A amostra de urina também deve ser coletada antes que medicamentos sejam
administrados ao paciente, a fim de minimizar as interferéncias na analise [37,38].

e Contetdo Gastrico

Inclui vomito, aspirado e lavado géstrico. E importante que se colete a primeira
porcdo do lavado gastrico, uma vez que as porgdes posteriores s&o bem mais
diluidas [37). Esse tipo de amostra é bastante Util para andlises qualitativas, pois
nomalmente os farmacos e as drogas estdo presentes em altas concentragbes e
néo estéo bio-transformados [38].

A obtencdo de resultados confidveis depende de uma coleta apropriada, do
tipo de matriz e da conservagdo da amostra. As drogas presentes em amostras
biolégicas podem se decompor durante a estocagem. As fenotiazinas, por exemplo,
sdo fotodegradaveis e as amostras devem ser armazenadas em frascos protegidos
da luz. Qutro cuidado a ser tomado com este tipo de drogas € o armazenamento a
baixas temperaturas (geladeira), uma vez que elas sdo faciimente oxidadas [37].

As andlises toxicolégicas de urgéncia s&o, em geral, realizadas logo ap6s a
coleta, tornando-se desnecesséria a adigdo de conservantes, os quais poderiam
provocar interferéncias nas analises. Segundo alguns autores [38,39] para a

‘realizagdo do screening toxicoldgico nenhum preservativo deve ser adicionado as
amostras, e estas devem ser acondicionadas em temperaturas adequadas.

1.4.2. Fenotiazinas

o) gfupo de compostos chamados derivados de fenotiazinas inclui compostos
caracterizados por um anel aromatico triciclico com atomos de S e N e substituintes
nas posicdes 2 e 10 ou 3 e 7 [40]. A estrutura basica é apresentada na figura 2.
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Figura 2 — Estrutura basica das fenotiazinas com substituintes nas posigées (a) 2 e 10 e (b)3
e7.

Os derivados de fenotiazinas podem existir na forma de bases livres e sais
(mais comumente encontrados nos medicamentos) como, cloridratos, maleatos,
tartaratos e dimetilsulfonatos [40].

As fenotiazinas e seus derivados estdo entre as drogas mais iargamente
utilizadas na medicina, devido & sua toxicidade relativamente baixa, alta atividade
fisiologica e ampla agéo farmacolédgica [41,42). )

Estas drogas s@o primariamente empregadas como neuroléticos no
tratamento de pacientes com esquizofrenia e outras doengas psicéticas [43,44].
Ainda, muitos dos derivados tém outras propriedades que sdo aproveitadas
clinicaments, como: efeitos antiemético e anti-histaminico; antialérgicos, analgésicos,
tranquilizantes, sedativos e anestésicos [41,43,45].

O derivado tioridazina é usado para aliviar a tens&o e a ansiedade, e é
também efetivo na redugdo de desordens depressivas e alucinagdes. Entretanto,
uma overdose dessa droga causa erupgies na pele, fotossensibilidade, sedagédo e
vertigem e, em alguns casos, tém sido relatadas mortes subitas [46]. Segundo Hattori
et al. [47] estas drogas s&o frequentemente encontradas em investigagbes de
quimica forense e em toxicologia analitica.

Mais de 30 drogas a base de fenotiazinas e 100 formulagbes s&o
comercialmente disponiveis [42]. Essas drogas s&o absorvidas facilmente apés sua
administracéo oral, sofrem extenso metabolismo e s&o excretadas principalmente na
urina [44]. Aproximadamente de 20-70 % das doses orais s30 excretadas na urina
como metabdlitos na forma conjugada [37]. O metabdlito mais abundantemente
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excretado é o sulfoxido [48]. No plasma, as fenotiazinas se encontram ligadas as
proteinas (95-98 %), devido ao seu carater lipofilico [49]. As concentragbes que
aparecem em fluidos biologicos variam muito, pois dependem da dose e da duragéo
do tratamento e também do metabolismo, mudando de um individuo para outro.

Devido a sua acumulagéio, essas drogas podem seguir apresentando efeitos
terapéuticos e serem detectadas na urina, mesmo depois de suspenso o tratamento
[37,49].

O grande emprego dessas drogas tem aumentado a necessidade de
desenvolver métodos rapidos, simples e precisos para detectar e quantificar
fenotiazinas, derivados e metabdlitos [50]. Estes métodos podem ser usados em
controle de qualidade, em estudos farmaco-cinéticos e em toxicologia analitica [51}].
O interesse terapéutico nestes compostos justifica a pesquisa para estabelecer
métodos analiticos para essas drogas em produtos farmacéuticos € em fluidos
biolégicos [43].

1.4.3. Métodos para determinacgdo de fenotiazinas

Existem muitas técnicas para quantificar fenotiazinas e seus derivados em
medicamentos e fiuidos bioldgicos. Entre elas estdo a volumetria [43]), a
cromatografia [52,53], a voltametria [54], amperometria [55], a condutimetria [56], a
potenciometria [57), e a espectrofotometria no UV-Vis [41,42,45,46,50].

Os métodos oficiais propostos pela Farmacopéia Britanica [58] e pela
Farmacopéia Americana [59] s&o baseados na espectrofotometria UV e na titulagao
nao aquosa.

Os derivados de fenotiazina apresentam fluorescéncia quando irradiados com
luz ultravioleta [40]. Devido a isso, a fluorimetria é muitas vezes usada para a
determinacéo destes compostos [51,60].

Muitos desses procedimentos estdo sujeitos a interferéncias dos excipientes,
reagentes e dos produtos de degradag@io das proprias fenotiazinas [61]. Alguns
apresentam baixa sensibilidade e seletividade [62,63] ou requerem longos tempos de
aquecimento [64]. Alguns outros métodos espectrofotométricos n&o apresentam bons
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limites de detecgdo [65] e outros requerem o uso de altas concentragbes de H2SO4
(até 50% viv) [66].

Um procedimento longo e trabalhoso estd envolvido na utilizagdo da
cromatografia liquida de alta eficiéncia para a determinagdo de produtos de
degradacéo das fenotiazinas [67] e também da cromatografia gasosa com deteccdo
por ionizac&o superficial [47].

Pournaghi-Azar e Farhadi [56] desenvolveram um método de titulagéo
potenciométrica para a determinagdo de derivados de fenotiazinas. Os limites de
detecgdo obtidos n&o foram suficientes para a andlise de fluidos bioldgicos e o
método requer o uso de grandes volumes de cloroférmio.

Um método espectrofotométrico baseado na oxidacio das fenotiazinas por N-
bromoftalimida foi proposto por El-Kerdawy et al. [63]. Um meio de metanol:4cido
sulfdrico 1:1 foi utilizado e a faixa linear obtida foi de 540 pg mL™.

Maurer e Pfleger [68] propuseram um método de screening para a detecgao
de fenotiazinas e metabdlitos em urina, usando cromatografia gasosa acoplada &
espectrometria de massas. As amostras foram hidrolisadas e extraidas por meio de
procedimento complexo e demorado, sendo que o extrato ainda passava por um
processo de acetilagiio antes de ser injetado no cromatégrafo. Apesar do método de
screening proposto detectar um grande nimero de derivados de fenotiazinas, a
complexidade e o tempo gasto para o procedimento, limitam a aplicagéo do mesmo.

Um método de quimioluminescéncia empregando sistema de fluxo foi proposto
para determinar trés derivados de fenotiazinas em urina. Antes da introdugéo da
amostra no sistema, a mesma era submetida a um processo de extragdo e
evaporacgao/dissolugcio em HCI 0,1 mol L™ {41}

Emara [64] empregou o reagente difenilpicrilidrazil para a determinac&o
espectrofotométrica de algumas fenotiazinas em medicamentos. O produto colorido
era formado apds 20 min de aquecimento a 60 °C e a absorbancia era determinada a
520 nm. Foram obtidas recuperagbes entre 98,6 e 102,1 %.

Desta forma, verifica-se que apesar da quantidade de métodos existentes para
a determinagdo de fenotiazinas, muitos deles apresentam sérias limitages.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Equipamentos e acessérios

Espectrofotdmetro UNICAM, modelo 8625 UVNVIS (Cambridge, Reino
Unido) equipado com uma cela de fluxo Helima com caminho 6ptico de 10
mm e volume interno de 18 pL (Jamaica,NY, EUA).

Bomba peristaltica Gilson, modelo Minipuls-2 (Villiers-le-Bel, Franga).
Potenciémetro modelo GLP21, marca Crison (Barcelona, Espanha).
Balanga Analitica modelo EC1140, marca Ohaus (Pinie Brook, NJ, EUA).
Valvuias Injetoras Rheodyne 5041 (Cotati, CA, EUA).

Tubos de Tygon para sistemas de fluxo com diferentes diametros internos.
Registrador Radiometer Servograph, modelo REC-80 (Copenhagen,
Dinamarca).

Tubos de PTFE de 3 cm x 4 mm de d.i. para empacotamento de colunas.
Tubos de PTFE de 0,5 mm de d.i. usados na confecgéo das bobinas de
reacdo, algas de amostragem e conexdes.

Conectores disponiveis comercialmente para sistemas de fluxo.

2.2. Reagentes e solucbes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

Cloridrato de clorpromazina, Ci7HiCIN2S.HCI, MM=35530 g mol”
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)

Dicloridrato de flufenazina, CooHasFsNsOS.2HCI, MM=510,40 g mol®
{Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)

Cloridrato de tioridazina, CziH26N2S2HCI, MM=407,00 g mol” (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espanha)

Cloridrato de prometazina, Ci7HxoN2S.HCl, MM=320,80 ¢ mol™
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)

Maleato de metotrimeprazina, CioH24N208.CaHiOs, MM=444,50 g mol

(Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)
Hexacianoferrato (lll) de potassio, KsFe(CN)s, MM=329,30 g mol™ (Merck,
Darmstadt, Alemanha)
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Acido nitrico concentrado, HNO3 65 % mfv, d=1,40 g mL", MM=63,01 g
mol” (Merck, Darmstadt, Alemanha)

Acido sulfurico concentrado, H.SO4 95-97 % miv, MM=98,08 g mol”,
d=1,84 gmL™" (Merck, Darmstadt, Alemanha).

Etanol LiChrosolv, C.HeOH, MM=4607 g mol® (Merck, Darmstadt,
Alemanha),

Hidréxido de s6dio, NaOH, MM=40,0 g mol' (Merck, Darmstadt,
Alemanha)

Acido acetilsalicilico, 2-(CH3CO2)CsH4COzH, MM=180,16 g mol™* (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espanha)

Acido ascorbico, CeHgOs, MM=176,12 g mol”! (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espanha)

Acido salicilico, HOCeHsCO2H, MM=138,12 g mol"' (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espanha)

Acido tartdrico, HOCCH(OH)CH(OH)CO.H, MM=230,08 g mol’
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)

Cafeina, CaH1oN4O2, MM=194,19 g mol™' (Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)
Codeina, C1sH21NO3, MM=299,4 g mol ™ (Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)
Frutose, CsH1206s, MM=180,2 g mol™ (Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)
Glicose, CsH120e, MM=180,2 g mol"* (Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha)
Paracetamol, CgHgNO,, MM=151,17 g mol* (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espanha)

Acido citrico, HOC(CO,H)(CHCOzH).,, MM=210,14 g mol" (Merck,
Darmstadt, Alemanha)

lodeto de sddio, Nal, MM=149,89 g mol” (Merck, Darmstadt, Alemanha)
Oxalato de sédio, Na;C.04 MM=134,01 g mol' (Merck, Darmstadt,
Alemanha)

Suffitc de sb6dio, Na,S0;, MM=126,04 g mol' (Merck, Darmstadt,

~Alemanha)

Sorvente Vydac RP-C18 (Nest Group, Massachusetts, EUA)
Sorvente O4sis®MCX (Waters, Massachusetts, EUA)
Sorvente LiChrolut®EN (Merck, Darmstadt, Alemanha)
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¢ Sorvente Amberlite XAD-2 (Aldrich, Madrid, Espanha)

As solugdes estoque das fenotiazinas foram preparadas em agua desionizada
(com exce¢io do maleato de metotrimeprazina que foi preparado em etanol),
armazenadas em frascos revestidos com papel aluminio e mantidas na geladeira, a
fim de evitar a degradacfo das mesmas. Essas solugbes eram preparadas uma vez
por semana, ou sempre que se observava alguma alteracdo das mesmas. As
solugcbes padrdes de trabatho foram preparadas de acordo com a necessidade, pela
diluicdo apropriada das solugdbes estoque em agua ou urina.

As solucbes de KsFe(CN)s foram preparadas em HNOs 2 mol L, pela
dissolucio da quantidade apropriada do sal, sendo que as mesmas foram
armazenadas em frascos escuros a baixas temperaturas (geladeira).

As solugdes de HNO; e de H,S0, utilizadas como reagentes foram preparadas
pela diluicdo apropriada dos acidos concentrados.

Foram preparadas solugdes de NaOH e HNO; em concentragbes que
variaram de 0,001 a 1 mol L™ para o ajuste do pH das amostras.

O eluente para a extracéo em fase sélida foi preparado a partir de misturas em
diferentes propor¢bes de etanol e HNO;.

As solugdes de HNOs que foram utilizadas como solugbes de lavagem (0,25 a
1 mol L-1) também foram preparadas por diluigdo do acido concentrado.

Foram preparadas solugdes estoque de cada um dos interferentes estudados
e dependendo das caracteristicas de cada reagente, estes foram devidamente
acondicionados e armazenados.

A agua utilizada no preparo das solugdes era destilada e desionizada através

-de um sistema Milli-Q (Millipore).
O tipo de coleta de urina utilizado foi o da primeira expelida pela manh§,
~sendo as amostras coletadas em frascos de polietiileno. As amostras foram
submetidas & andlise no mesmo dia da coleta. Com isso evitava-se problemas
causados bor crescimento microbioiégico e degradacdo das mesmas. Antes de
serem introduzidas no sistema de fluxo, as amostras foram filtradas para remogéo de
algum possivel material particulado, e depois passavam por um ajuste de pH.
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Todo o material utilizado (frascos plésticos e vidrarias) foi devidamente
descontaminado, por meio de lavagem com agua desionizada e acetona.

2.3. Otimizag&o do sistema de fluxo para o screening

Uma das propriedades quimicas mais importantes dos derivados das
fenotiazinas é sua facilidade de oxidagéo, por meio de muitos agentes oxidantes,
com a formag&o de produtos coloridos [40].

A reacéo escolhida para o sistema de screening das fenctiazinas é a oxidacdo
das drogas em questdo pelo hexacianoferrato de potassio em meio fortemente acido.
A relagdo estequiométrica (fenotiazina:hexacianoferrato) é de 1:2, como pode ser
observado no mecanismo proposto para essa reagao (figura 4).

Nesta reac&o, primeiramente a fenotiazina perde um elétron, sendo formado
um radical livre ou semiquinona que apresenta cor violeta ou laranja (dependendo
dos substituintes). Esse radical livre pode perder outro elétron, formando o fon
fenotiazonio, sem cor. Este jon por sua vez é hidrolisado, formando o sulféxido,
também incolor [40,43). Os sistemas de fluxo s&o ideais para se detectar espécies
intermediarias, uma vez que se pode controlar o tempo de residéncia do produto que
sera determinado.

Inicialmente foram realizados alguns testes em batelada, com o objetivo de
comparar a eficiéncia do H2804 € do HNO3 em concentragdes de, no méaximo, 5 mol
L para a reago de oxidacdo das fenotiazinas. Para isso, foram adicionados em
tubos de ensaio: 3 mL de uma solugdo aquosa contendo 20 umol L' de
clorpromazina, 3mL de HNO3 ou H>S0,4 em diferentes concentragdes (variando de 1
a 5 mol L") e 0,2 mL de KaFe(CN)s 0,01 mol L. A absorbancia da mistura era
imediatamente determinada a 520 nm. Nestes testes n&o se observou uma diferenga
significativa entre os cidos estudados, e se optou pelo acido nitrico.

Para a otimizac&o do sistema de screening foram utilizados padrées aquosos
enriquecidos com 10 umol L de clorpromazina, e aAgua desionizada foi utilizada
como branco. Foram otimizadas as varidveis quimicas: concentraggo de HNO; (2-5
mol L) e de KsFe(CN)s (7,6 x 10 —1,97 x 10° mol L") bem como as variaveis de
fluxo: vazdo dos reagentes e do carregador (0,3-2,0 mL min') e comprimento do
segundo reator (0-200 cm). A absorbéncia foi continuamente registrada a 520 nm.
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Figura 3 - Mecanismo proposto para a reacdo de oxidagdo das fenotiazinas pelo ion
hexacianoferrato; (I) derivado de fenotiazina; (ll) radical livre colorido; (lll} ion fenotiazdnio;
(IV) intermediario do sulféxido;(V) sulféxido da fenotiazina.

Devido & complexidade da amostra e das baixas concentragbes de
fenotiazinas normalmente encontradas em urina, introduziu-se no sistema de fluxo
uma coluna para separag&o/pré-concentragdo dos analitos. Para a introducao da
extragdo em fase sélida (SPE) no sistema de screening, foram otimizadas também
as condigdes de pré-concentragéio: tipo de sorvente a diferentes valores de pH (RP-
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C18, LiChrolut®EN, Amberlite-XAD-2 e Oasis®MCX); quantidade de sorvente (25-75
mg); pH da amostra (5-9); volume (2,7-6,75 mL) e vaz&o (1,5-3,5 mL min™') da
amostra; concentrag&o (0-1 mol L™ de HNO3) e volume (0,9-2,7 mL) da solugéo de
lavagem; composigéo (proporgéo etanol:HNOs) e volume de eluente (100-500 uL). A
otimizacéo destas variaveis foi realizada com amostras de urina enriquecidas com 3
umol L™ de clorpromazina, sendo realizada fora do sistema de fluxo para facilitar e
agilizar o processo. O eluato era injetado no sistema previamente otimizado.

O condicionamento dos sorventes realizado para ativagéo dos sitios ativos foi
realizado de acordo com a literatura [69,70]. Os sorventes RP-C18 e LiChrolut®EN
foram condicionados passando-se etano! através da coluna e, depois, agua
desionizada para retirar o excesso de etanol. O sorvente Amberlite-XAD2 também foi
condicionado com etanol, utilizando-se posteriormente, uma solugdio de HNOz 0,1
mol L' para a retirada do excesso de solvente. O sorvente Q&sis®MCX ndo requereu
a etapa de condicionamento.

Apods a otimizagdo da pré-concentrago, a coluna foi introduzida no sistema de
fluxo, no lugar da alga de amostragem, e foi introduzida uma outra vélvula de injegéo
para injetar um volume fixo de eluente. Com o sistema todo montado, testaram-se
novamente as concentragbes dos reagentes HNO; e KzsFe(CN)s (uma concentragéo
acima e outra abaixo das otimizadas anteriormente). Como os resuitados ndo foram
discordantes daqueles obtidos inicialmente, as condigbes foram mantidas.

Nestas condi¢Ses foi realizado um estudo de recuperagio das fenotiazinas.
Foram adicionadas diferentes concentragdes de clorpromazina (variando de 2,5 a 10
umol L) a amostras de urina, e estas foram analisadas com o sistema otimizado.

2.4. Estudo de interferéncias

Nas condigfes otimizadas, foi realizado um estudo com compostos que
poderiam interferir na pré-concentracdo e/ou na reagéc de oxidagdo das fenotiazinas,
e que podem ser encontrados normalmente em urina. Os compostos estudados
foram: acido acetilsalicilico, acido ascérbico, acido citrico, acido salicilico, acido
tartarico, cafeina, codeina, frutose, glicose, iodeto, oxalato, paracetamol e sulfito. A _
concentragdo de clorpromazina foi fixada em 5 umol L' e foram testadas
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individualmente concentragdes crescentes dos interferentes, até o ponto em que
houve uma alteragéo significativa da absorbancia (cerca de + 10 %).

2.5. Determinagéo da absortividade molar dos produtos de oxidacdo das
fenotiazinas

Para verificar se o sistema otimizado poderia ser aplicado para todas as
fenotiazinas, determinou-se a absortividade molar para cada uma. Para isso,
prepararam-se solugbes de cada uma separadamente na concentracéo de 5 umol L
e essas solucdes foram introduzidas no sistema de fluxo. Com a absorbancia obtida
e a concentragdo molar, calculou-se a absortividade molar para cada um dos
produtos de oxidacéo das fenotiazinas, nas condigbes de analise.

2.6. Confiabilidade do sistema de screening

Para se verificar a confiabilidade do sistema de screening, construiu-se uma
curva de calibragio empregando urina com uma mistura das fenotiazinas que
apresentaram valores de absortividade molar préximos (clorpromazina,
metotrimetrazina e prometazina), determinando-se os limites de detecgio e de
quantificagéo, e a faixa linear do método. A preciséo foi determinada por meio da
andlise de 11 sub-amostras de urina contendo 4 umol L™ de clorpromazina.

De acordo com dados da literatura [37], das fenotiazinas estudadas, a
prometazina possui as menores doses terapéuticas, sendo ministrada até em doses
de 75 mg/dia. Cerca de 2% desta droga é excretada na urina sem ser metabolizada
[37]. Considerando-se que uma pessoa aduita excreta cerca de 2 L de urina por dia,
seriam excretados aproximadamente 0,75 ug de prometazina por mL de urina. Essa
quantidade corresponde a 2,34 pmol L. Em casos de intoxicagdo ou de morte, as
concentragaes encontradas sao muito mais altas.

Neste estudo a concentracéo de corte foi estabelecida como 2 umol L, sendo
maior que o limite de detecc&o e menor que o limite de quantificagdo do método e
também é pféxima a concentragéo obtida com os calculos tedricos de excregéo da
derivado de maior toxicidade. Depois de estabelecida esta concentragéo, realizou-se
um estudo sistematico no qual foram analisadas aproximadamente 250 amostras
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com diferentes concentragdes de fenotiazinas para testar a confiabilidade do sistema
de screening proposto.

As amostras de urina foram filtradas e o pH das mesmas foi ajustado para
6,5 + 0,2. No sistema de fluxo otimizado (figura 3), 5,4 mL das amostras de urina
enriquecidas com diferentes concentragcdes de fenotiazinas foram continuamente
bombeados pelo canal das amostras e os analitos pré-concentrados na coluna
contendo 35 mg de LiChrolut®EN, sendo o residuo levado para o descarte.

Na etapa de limpeza foram bombeados através da coluna 1,35 mL de uma
solugéo de HNO; 0,5 mol L™. As drogas foram ent&io eluidas com 200 uL de uma
mistura de etanol:HNO; 2 mol L™ na proporgdo 8:2 (viv). O eluato era bombeado
através do canal do carregador (H;0, vazdo de 1,3 mL min™) pela inversdo das
valvulas injetoras 1 e 2.

BP
2,7 raL min®
AM > > @. D
AN
H 13 ml. mist* i Y
2 » 71@" D X
E t}' s r‘ﬁ ‘\\ T em
A A LY
HNO;4 mol L 1,8 ml mirf* 200U N\ (0D
100 cm
KoFe(CN)s 1,5x107 mol L | 5 0 oo i
> > 520 nm
em HNO; 2 mol L

Figura 4 - Sistema de fluxo otimizado para o screening de fenotiazinas em urina: Vi, e VI, -
véaivulas de injec&o 1 e 2; BP - bomba peristatica; E - eluente; D - descarte.

‘Apbs a eluicgo, os analitos foram confluidos com um fluxo de HNO; 4 mol L
(vazdo de 1,8 mL min™') e passaram por um reator de 70 cm para homogeneizacao.
Depois, essa mistura confluia com um fluxo de KzFe(CN)s 1,5 x 10™ mol L' em HNO3
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2 mol L™ (vaz&o de 0,5 mL min™") para a formagé&o do produto colorido, num reator de
100 cm. O produto colorido foi entéo detectado a 520 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito do acido sulfarico e do acido nitrico

A reagdo para quantificagdo de fenotiazinas baseada na oxidacdo das
mesmas pelo hexacianoferrato e proposta por Basavaiah e Krishnamurthy [43], é
realizada em batelada. Os reagentes utilizados s&o H2S04 10 mol L™ e KsFe(CN)s0,1
mol L. O uso de concentragdes elevadas de dcidos em sistemas de fluxo & inviavel.

Os experimentos em batelada foram realizados para se comparar o efeito do
H.S04 e do HNO; na reagdo de oxidagdo. Os resultados obtidos s&o apresentados
na tabela 1. |

Tabela 1 - Resultados obtidos variando-se as concentragbes dos acidos sulfarico e nitrico na
reacéo de oxidagio das fenotiazinas.

Concentragsio (mol L) A* A

1 0,008+0,003* 0,002+0,003

2 0,046+0,005 0,038+0,009

3 0,08710,006 0,075+0,007

4 0,09810,003 0,086+0,006

5 0,084+0,002 0,079+0,004
A* e A* - Absorbancias obtidas a 520nm, com o emprego de H,SOq e de
HNQO; respectivamente.

Verifica-se que até a concentragio de 4 mol L™ a absorbancia aumenta com o
aumento da concentrago dos acidos. A partir de 3 mol L' esse ganho em
absorbancia é reduzido. Para a concentragsio de 5 mol L™ ocorreu uma pequena
reducdo na absorbéncia, que néo é significativa quando s&o considerados os desvios
obtidos.

As absorbancias obtidas pelo emprego do &cido sulfirico foram um pouco
superiores as obtidas com HNOs. Foi observado, no entanto, que a estabilidade do
produto colorido € ‘significativamente maior quando se utiliza HzSO4 Segundo
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'Revanasiddappa e Ramappa [45], a estabilidade das espécies coloridas depende da
natureza do meio acido.

Grande parte dos trabalhos que descrevem a determinacéo de fenotiazinas
por meio de reagbes de oxi-redu¢do € realizada em batelada [45,50], sendo a
estabilidade do produto formado de grande importancia. Como o H2SO4 favorece
essa estabilidade, sua utilizagdo é comum nestes trabalhos.

Considerando-se a incompatibilidade de altas concentragdes de &cido
sulfurico com os tubos utilizados no sistema de fluxo, e também que a estabilidade
do produto colorido € menos relevante em sistemas de fluxo continuo, onde as
medidas sdo conduzidas quase que simultaneamente a formagéo do produto, o acido
nitrico foi escolhido como meio &cido.

3.2. Otimizagdo do sistema de fluxo

A clorpromazina foi utilizada para a otimiza¢éo do sistema, pois ela tem sido
extensivamente estudada, e é muito utilizada em medicamentos. Problemas de
overdose com esta fenotiazina séo muito frequentes [37]. O espectro de absorgdo do
produto de reagio apresentou um méximo em 520 nm, o qual foi utilizado para
monitorar o sinai analitico (altura do pico).

3.2.1. Efeito da concentragdo dos reagentes

O 4&cido tem uma fungdo importante na oxidaciio das fenotiazinas, pois
estabiliza o radical livre. Segundo Karpinska ef a/. [40] a estabilidade do radical livre
aumenta com o aumento da acidez, sendo devida mais a atividade do ion HsO" do
que a concentracéio, de modo que o ion H3;O" apresenta um efeito estabilizante
termodinémico maior do que o efeito cinético.

O efeito da concentragdo dos reagentes introduzidos no sistema de fluxo
pode ser observado na figura 5.

A concentrag&io de HNO; que mais favoreceu a reacéo esté entre 3 e 4 mol L™
(Fig. 5a), sendo que a concentragio de 4 moi L™ foi fixada para o sistema de
screening. A introducdo dessa concentrag¢o no sistema de fluxo é reduzida a uma
concentragéio de HNO; de aproximadamente 3 mol L™ no segundo reator, devido aos
fluxos confluentes.
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Figura 5 — Efeito da concentragio dos reagentes introduzidos no sistema de screening. (a)
HNQOs (n=3) e (b) KsFe{CN)s (n=3).

No sistema de fluxo também foi observada uma reducéo na absorbancia para
concentragbes de &cido muito altas. No entanto, essa redugéo foi maior do que &
obtida nos experimentos em batelada. Merkie e Discher [71] obtiveram resuitados
semelhantes quando trabalharam com H>SO.. '

A concentracdo do reagente oxidante & critica [50,63]. Variagbes na
concentragdo deste reagente afetam significativamente o sinal obtido. A
concentragdo Stima de KsFe(CN)e foi 1,5 x 10 mol L™ (Fig. 5b), o que corresponde a
uma concentragio de 2,08 x 10* mol L™ ap6s a confluéncia com a mistura
amostra/fHNQs. Com concentragbes menores, provavelmente a formag&o do radical
livre & incompleta. Para concentracbes maiores, a redugéo na intensidade da cor
formada é atribuida a maior oxidag&o dos radicais livres a sulfoxidos incolores [71].
Além disso, a cor amarela do hexacianoferrato (lil) pode interferir na medida da
absorbancia do radical livre, o que também pode contribuir para reduzir a
absorbancia medida.

3.2.2. Efeito das vazdes dos reagentes e do carregador

As vazbes dos reagentes e do carregador num sistema de fluxo s&o de
extrema importancia, uma vez que afetam diretamente a disperséo da zona de
amostra ‘[34]. A dispersdo da zona de amostra aumenta com a raiz quadrada da
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distancia percorrida através dos tubos e diminui com a redugdo da velocidade de
fluxo [32].

Os resultados obtidos no estudo das vazbes dos reagentes e do carregador
s&o mostrados na tabela 2.

Tabela 2 - Efeito das vazdes dos reagentes e do carregador no sistema de screening.
Vazdo de HNO;  Vazdo de KsFe(CN)s Vazdo de H,0 Absorbancia

(mL min™) (mL min'™") (mL min™
1,8 0,8 2,0 0,029 + 0,005
1,8 0,8 1,3 0,087 + 0,007
1,8 0.8 0,8 0,057 + 0,004
1,8 0,5 1,3 0,108 + 0,005
18 0,3 1,3 0,055 + 0,003
13 0,5 1,3 0,022 + 0,004
20 0,5 1.3 0,043 + 0,006

O pico resultante de uma andlise por injegdo em fluxo é o resultado de dois
processos, ambos de natureza cinética: o processo fisico de dispersio da zona de
amostra no fluxo carregador e o processo quimico de formagéo de espécies
quimicas [72].

A relagdo das vazbes que produziu a maior absorbancia foi 1,8 mL min™ de
HNOs, 0,5 mL min™ de KsFe(CN)s e 1,3 mL min™ do carregador (H20). Vazdes muito
altas provocam maior diluigio da amostra, 0 que ndo é desejado neste caso.

3.2.3. Efeito do segundo reator

A fungdo dos reatores € aumentar a intensidade da mistura radial pelo perfil de
velocidade na diregéo axial. Desta forma, a mistura entre o reagente e a amostra se
torna mais efetiva e a disperséo axial da zona de amostra é reduzida [32]. O
comprimento do primeiro reator n&o foi estudado porque sua fung@o era somente
melhorar a homogeneizagdo do HNO3s com o eluato (fenotiazinas em etanol), sendo
fixado-em 70 cm. Ja o comprimento da segunda bobina de reagéo, na qual ocorre a
oxidag&o das fenotiazinas pelos ions hexacianoferrato, foi variado de 0 a 200 cm, e
os resultados séo apresentados na figura 6. Bobinas menores que 100 cm n&o foram
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suficientes para uma homogeneizagéo completa dos reagentes e da amostra ou para
gue a reagéo se completasse.

Quando se usou a bobina de 200 cm, a absorbéncia diminuiu
consideravelmente. Isto é devido principalmente & baixa estabilidade do produto
colorido formado, além do fato que um longo percurso aumenta a disperséo [72].

0,42 1

N

° 50 100 150 200
Comprimento da bobina (cm)

Absorbancia {520 nm)
R § 8

5

]

Figura 6 - Efeito do comprimento do segundo reator no sistema de screening (n=3).

3.3. Otimizaco das variaveis que influenciam a pré-concentragao

O método previamente otimizado n&o pode ser aplicado para a determina¢ao
das fenotiazinas por inje¢do direta da amostra de urina, por diversas razfes: 1) a
urina em meio acido apresenta cor intensa, interferindo assim nas medidas de
absorbancia; 2) os compostos redutores presentes na matriz interferem por
competi¢do com o reagente e 3) a sensibilidade do método é baixa para detectar as
drogas selecionadas em concentragdes terapéuticas, normaimente encontradas em
urina.

A extracdo em fase sélida (SPE) é amplamente utilizada para a pré-
concentragéb e limpeza de amostras biolégicas. A SPE, quando comparada a
extragdo liquido-liquido, reduz o tempo requerido (especiaimente quando se utilizam
métodos autométicos), permite a manipulagéo de peguenos volumes de amostras, e
s&o requeridos volumes reduzidos de solventes [69].
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A seqéncia tipica de uma extracéo em fase sélida é: (i) condicionamento do
sorvente; (ii) aplicagdo da amostra; (iii) lavagem da amostra e (iv) desorcéo e
recuperagao dos analitos a serem separados [70,73]. ‘

Para compreender o processo de extragdo é necessario compreender as
interagdes entre o analito, a matriz e o sorvente. Os parametros a serem
determinados s&o indicados pela seqiéncia da SPE: selegéo do tipo e quantidade do
sorvente, volume de amostra que pode ser aplicado sem perda na recuperacio,
composicao e volume da solugdo de lavagem que pode ser aplicado sem perda de
analitos e, finalmente, a composicdo e volume da solugfo de eluigéo.

3.3.1. Efeito do tipo e quantidade de sorvente na pré-concentracéo das
fenotiazinas

Um bom conhecimento das interagfes entre analitos, matriz e sorvente é
importante para se estabelecer um esquema de extragio eficiente. Essas interagbes
incluem, principalmente, interagSes hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio e interagdes
idnicas [70].

Para escolher o melhor sorvente para a separagio/pré-concentragéio de
fenotiazinas, realizou-se um estudo de retengéo em 3 diferentes valores de pH. O pH
de retenc&o € importante, uma vez que dependendo do pH, os analitos podem estar
ionizados positiva ou negativamente ou na forma neutra e as interagdes do analito
com o sorvente podem ser alteradas [73]. O pK. das fenotiazinas estudadas esta em
torno de 9,0 [37], sendo que apenas em valores de pH maiores que 9,0 as mesmas
se encontram ionizadas.

As porcentagens de reten¢éo obtidas s&o apresentadas na tabela 3.

Tabela 3 - Porcentagem de retengéo das fenotiazinas pelos sorventes a diferentes vaiores
de pH. '

Sorvente pH =20 pH=86,0 pH = 10,0
RP-C18 103 % 87 % 93 %
Amberiit XAD-2 57 % 47 % 62 %

LiChrolut®EN . 95 % 108 % 87 %
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O Oasis®MCX é um sorvente de modo misto contendo grupos funcionais néo-
polares e trocadores de ions, tendo sido desenvolvido para analise de compostos
basicos em fluidos biotégicos [70]. As interagdes que ocorrem entre o analito e o
sorvente se dao por atracoes eletrostaticas e por forgas de Van-der-Waals. Segundo
o fabricante, este sorvente apresenta a vantagem de néoc requerer a etapa de
condicionamento, o que simplifica o procedimento, tornando-o mais rapido. Por outro
lado, a eluicdo dos compostos retidos neste sorvente deve ser realizada com NH;OH
preparado em etanol. Ao se introduzir esse eluato no sistema de fluxo, a reagéc nao
ocorreu, provavelmente devido a acidez insuficiente do meio. Seria entdo necessario
aumentar muito a concentracio de HNO3 para se atingir a acidez adeguada e
possibilitar 0 progresso da reacZo de oxidacio; entretanto, o sistema se tornaria
inviavel.

As séries das resinas XAD séo analogas aos sorventes C18 com fases
ligadas. Com uma base polimérica, XAD apresenta estabilidade numa faixa de pH
mais ampla. O sorvente Amberlite XAD-2 é um copolimero de poliestireno
divinilbenzeno [74]. Este sorvente apresenta um mecanismo de retengéo por troca
ibnica, prevalecendo as interagbes por atragic eletrostatica. Como pode ser
observado na tabela 3, este sorvente nZo apresentou bons resultados, mesmo no pH
acima do pK, das fenotiazinas. Isto sugere que as interacdes entre as fenotiazinas e
o sorvente ocorrem mais por polaridade do que por atragéc eletrostatica.

Os sorventes LiChrolut®EN e RP-C18 apresentaram boas porcentagens de
retencdo para as fenotiazinas. A resina LiChrolut®EN foi escolhida por apresentar
melhor retengdo em pH proximo ac da urina {pH = 6,0), e também devido a algumas
vantagens que apresenta. Em relagdo aoc RP-C18, este sorvente possui estabilidade
na faixa de pH de 1-14, maior volume de ruptura (breakthrough) e maior area
superficial, o que favorece a retencéo [75]. O sorvente LiChrolut®EN é um copolimero
poroso de etilvinilbenzeno divinilbenzeno, altamente entrelacado, e exibe uma alta
eficiéncia de adsor¢éo devido a sua grande area superficial especifica (1200 m? g)
[76]. Devido a estruturas de microporos ele exibe uma alta capacidade adsortiva,
especialmente para analitcs com baixa massa molecular [68]. Em comparagcéo com
C18, possui um maior nimero de sitios ativos.
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ApdGs a selecdo do sorvente, otimizou-se a quantidade do mesmo que conduz

~a uma maior eficiéncia na pré-concentrag&o. A quantidade do sorvente foi variada de

25 a 75 mg. Como pode ser observado na figura 7, 35 mg do sorvente foi a
quantidade mais adequada para a pré-concentrag&o.

Quanto maior a quantidade de sorvente utilizada, maior a capacidade de
retenc&o. Maiores quantidades de sorvente também requerem maior volume de
solvente para eluir os compostos de interesse da coluna [77]. Uma coluna com uma
grande quantidade de sorvente pode dificultar a etapa de eluigdo [75], sendo
‘necessaric um volume de eluente maior para arrastar os analitos da coluna.
Provavelmente devido a isso, ocorreu uma redugdo na absorbancia quando foram

utilizadas massas maiores que 35 mg.
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'Figura 7 - Efeito da quantidade de sorvente (LiChrolut ®EN) na retencéio das fenotiazinas
(n=3).

-3.3.2. Efeito do pH da amostra na pré-concentra¢&o das fenotiazinas

- O pH das amostras foi estudado por influenciar a retengéo das fenotiazinas. O
estudo discutido anteriormente para a escolha do sorvente, foi realizado em trés
faixas de pH distintas (acida, neutra e basica). Desta vez, o estudo abrangeu uma
faixa mais estreita de pH (5,0—9,0), préxima aquela obtida no estudo anterior (6,0),
sendo realizado tanto com padrdes aquosbs quanto com urina. A figura 8 apresenta |
os resultados obtidos neste estudo. Existe uma diferenca na absorbancia obtida
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quando se usa solug8o aquosa e amostra de urina. Isso se deve a presenca de
outros compostos na urina que podem interferir tanto na interagéo do analito com a
fase s6lida na coluna, quanto na reagéo com o hexacianoferrato. Essa interferéncia é
negativa, .pois a absorbancia diminui quando se trabalha com urina.
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ng_ura 8 — Efeito do pH da amostra na pré-concentracéo das fenotiazinas {n=3).

Observou-se que a partir de pH 7,0-7,5 (dependendo da amostra) comeca a
ocorrer formagdo de um precipitado na urina. Antes de introduzir as amostras de
urina nas quéis ocorreu precipitagdo, estas foram filtradas para evitar um
entupimentb do sistema de fluxo. E possivel que nestas condigbes ocorra uma co-
precipitagdo das fenotiazinas, pois houve uma queda brusca no sinal analitico, a
partir do pH em que ocorreu a precipitagéo. A reducBo na absorbancia para‘as
solugdes aquosas foi menos intensa, e talvez seja causada pela menor retencdo das
fenotiazinas nestes valores de pH. O pH fixado para o screening foi de 6,5 por ser
mais favoravel a retengéo das fenotiazinas, e por n&o ocorrer a formagéo de
precipitado neste pH {nas amostras testadas).

3.3.3; Efeito da vazdo e do volume de amostra na pré-concentracgdo das
fenotiaziha; B ‘ ' '

A vazio da amostra passando pela coluna de pré-concentragéo também foi
otimizada e:os resultados s&o apresentados na figura 9(a). Normalmente, essa vazao
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aplicagbes essa vazao varia de 0,5 a 5 mL min™ [77]. A vaz&o de 2,7 mL min™ foi
escolhida por produzir os melhores resulttados. Uma vazéo alta pode dificultar a
retengdo das drogas na coluna, e causar a redugdo na absorbancia obtida.
Utilizando-se vazbes menores, 0 tempo de pré-concentragio deveria ser maior, o
que, consequentemente, afetaria a frequéncia analitica do método.

O tempo de amostragem (ou volume de amostra) é outro fator de grande
importancia e o seu efeito sobre a pré-concentragéo pode ser verificado por meio da
figura 9(b).

Em sistemas de fluxo, os volumes tipicos para matrizes biolégicas estdo na
faixa de 1 a 10 mL [70]. O volume de ruptura representa o volume maximo de
amostra que pode ser aplicado com uma recuperagéo tedrica de 100% [70), e deve
ser determinado para evitar que o analito seja eluido pela propria amostra quando é
utilizado um grande volume da mesma [78]. O volume de ruptura determinado para
este sistema foi de 8 ml. O volume de amostra utilizado deve ser menor que o
volume de ruptura.
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#igura 9 — Efeito da vazdo da amostra (a) ¢ do tempo de amostragem (b) na pré-
concentracao das fenotiazinas (n=3).

'Tempos maiores que 2 min causaram uma redugdo na absorbéancia, o que
pode ser uma conseqiéncia da supersaturac&o da coluna com concomitantes da
matriz, os quais também podem ser retidos. O tempo de 2 min foi, entdo, fixado para
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a pré-concentragdo. Com a vazao anteriormente otimizada, esse tempo corresponde
a um volume de 54 mlL. Além disso, como ja discutido anteriormente, tempos
maiores tornariam o screening mais demorado.

3.3.4. Composicéo e volume da solucdo de lavagem

A etapa de limpeza ou lavagem é extremamente dtil, principalmente quando
se trata de amostras complexas, como € o cas¢ da urina, pois esta etapa auxilia na
eliminagdo de interferentes [76]. Para extragfes em fase reversa, normalmente se
usa como solucac de lavagem agua pura, solugdes diluidas de acido ou base ou,
'ainda, mistura de solventes [77].

Neste trabalho testou-se agua desionizada e solugbes de HNOQ; variando de
0,25 a 1 mol L. Os resultados sdo apresentados na figura 10(a). Quando se utilizou
agua, a remogéo dos interferentes foi pouco eficaz, o que pode afetar a reacgéo de
oxidagdo. Quando se usou a concentracdo de 1 mol L', observou-se que a
absorbancia diminui razoavelmente, e os desvios obtidos foram altos. Talvez isto
seja devido ao arraste dos analitos durante a etapa de lavagem. N&o se verificou
diferenga significativa entre as concentragdes de 0,5 e 0,75 mol L. Desta forma,
optou-se por trabalhar com HNO; 0,5 mol L™, devido ao menor gasto com reagentes.

0,18- 0.20 -
046+ 0,18
g 0,14+ E
g osa) g 0,16
20 , g
i 0,444
3 o.qo‘ / { -
g 0oe] ; 0,12- }
P4 < -
0.00 1 S —— . 0,00 . , r r
0,0 0,2 a4 06 0.8 1,0 0,68 135 2583 2,76
Concentragiio de HNO, (mol L) Volume (ml.)

(a) (b)

Figura 10 - Efeito da concentragdo do HNO; (a) e do volume da solugéo de lavagem (b) na
pré-concentragéo das fenotiazinas (n=3).
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Com relagdo ao volume de solugio de lavagem a ser utilizado, os resultados
s&0 apresentados na figura 10(b). O volume mais adequado foi de 1,35 mL (30 s).
Volumes maiores causaram uma redugéio na absorbancia, o que pode ser devido a
eluigao dos analitos de interesse pela solugdo de lavagem.

3.3.5. Efeito da composicédo e do volume do eluente

O eluente mais comumente usado neste tipo de extragiio em fase sélida € o
metanol [70,74,78]. Devido a sua toxicidade, optou-se por trabalhar com etanol.

Diferentes proporgées de etanoi:HNO; foram testadas para a eluicdo das
fenotiazinas. Quando se empregava etanol 100 % (v/v) para a elui¢éo, a quantidade
de bolhas formadas no sistema de fluxo impossibilitava a medida correta do sinal
analitico. Desta forma, a quantidade de etanol foi sendo reduzida e a de HNO;
aumentada até o ponto onde a eficiéncia da eluigdo comecgou a ser afetada. Quando
se tentou eiuir as fenotiazinas com etanol:HNOs na proporgéo 7:3 (v/v) a eluigdo nédo
foi completa. Devido a isso, preferiu-se trabalhar com etanol:HNO; na proporgdo 8:2
(viv), com o qual, além de uma boa eficiéncia de eluigdo, conseguiu-se reduzir a

formacg&o de bolhas no sistema. A concentracéo final de HNOs no eluente era 2

mol L.
O volume do eluente também foi estudado. Quanto menor o volume de eluente

utilizado, maior o fator de pré-concentragéo obtido {76]. O volume de 100 ubL n&o foi
suficiente para elui¢do, ficando residuos de fenotiazinas na coluna. No sistema em
questdo, o uso de quantidades de etanol maiores que 300 ubL produziu resultados
insatisfatérios,' tanto pela quantidade de bolhas formadas, como pela dificil
homogeneizagdo da amostra e dos reagentes, 0 que é sugerido pelos picos duplos
obtidos. Assim, optou-se por trabalhar com o volume de 200 plL.

3.4. Estudo de recuperagdo das fenotiazinas

Apds a otimizacdo de todas as variaveis, realizou-se um estudo para se
verificar a recuperacgéo das fenotiazinas a partir do sistema completo (com a SPE em
linha). 'Para isso, obteve-se uma curva de calibragéo com clorpromazina, variando-se
a concentragdo de 3 a 12 umol L™. Foram adicionadas diferentes concentragdes de
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clorpromazina em amostras de urina, e estas foram analisadas com 0 emprego do
sistema de screening.

A tabela 4 apresenta as concentragdes adicionadas e obtidas, e também a
porcentagem de recuperacao.

As recuperagdes obtidas foram satisfatérias, estando todas acima de 90 %.
Valores de recuperagdo abaixo de 100 % eram esperados, devido a pequena
diferenca obtida enire as absorbancias para padrdes aquosos e urina, conforme
observado e comentado em estudos anteriores. Essas recuperacdes indicam que o
sistema proposto apresenta um bom desempenho, principalmente no que diz
respeito a extragéo em fase sdélida.

Tabela 4 — Recuperagéo de clorpromazina no sistema de screening ofimizado.

Amostra Concentragao real Concentragéo obtida % Recuperagéo
(umol L™ (umol L)
1 2,5 2,4 96,0
2 50 48 96,0
3 6,0 5,7 95,0
4 7.5 7.0 93,3
5 10,0 9,3 93,0

Para o sistema de screening é mais adequado que a curva de calibragdo seja
obtida a partir de amostras de urina, para minimizar essa diferenga e os erros que
dela possam advir.

3.5. Estudo de interferéncias

O estudo de interferentes foi realizado pois o sorvente usado para
separacdof/pré-concentragdo ndo é especifico para fenotiazinas. Este estudo foi
baseado em alguns dos compostos freqiientemente presentes na urina. A escolha
dos compostos a serem estudados foi uma tarefa dificil, uma vez que a matriz
muito complexa e sua composigio varia enormemente, dependendo da dieta, do
metabolismo e da ingestdo de medicamentos, entre outros fatores {79].

A concentragdo de fenotiazinas foi fixada em 5 umol L. Os resultados
obtidos s&o listados na tabela 5. Como interferéncia, foi considerada a concentraco
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do composto que alterou a absorbancia em + 10 %. Apesar da concentracdo destes
compostos variar muito na urina humana, as concentragbes em que se obtiveram
problemas de interferéncia foram altas, e dificilmente s&0o encontradas em amostras
de urina [37].

O udnico composto que deve ser mais considerado € o &cido tartarico, pois a
concentracdo de 125 umol L™ pode ser encontrada na urina se for ingerida uma
grande quantidade de vinho. Normalmente, a ingestio de bebidas alcodlicas é
contra-indicada para pessoas em tratamento com estas drogas.

Quanto & codeina, em condigbes de méximo uso terapéutico e maxima
excrecéio, € encontrada na urina uma concentracdo de aproximadamente 50 pmol L™
[37], bem abaixo da concentragéio que produziu a interferéncia (125 umol L).

Tabela 5 — Limite tolerado de diferentes compostos na determinacio de 5 umol L™ de
clorpromazina.

Interferente Limite tolerado Interferente Limite tolerado
(wmol L™ (pmol L)

Acido acetilsaticilico 1500 Frutose : 3500
Acido ascérbico 1000 Glicose 2000
Acido citrico 1000 lodato 500
Acido salicilico 2500 Oxalato 500
Acido tartarico 125 Paracetamol 2000
Cafeina 1500 Sulfito 1000
Codeina 125

3.6. Absortividade molar dos produtos de oxidagdio das fenotiazinas
estudadas

A cor dos produtos de oxidagdo das fenotiazinas depende do tipo de
substituintes nas posi¢des 2 e 10 [40]. Devido a isso, com as condigdes otimizadas,
determinou-se experimentalmente a absortividade molar para cada um dos produtos
da reagéo das fenotiazinas estudadas, a fim de avaliar a possibilidade de se
trabalhar com uma mistura das mesmas para o screening. A massa molecular e a
absortividade molar para cada uma das fenotiazinas estudadas s&o apresentadas na
tabela 6.
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Tabela 6 - Massa molecular e absortividade molar para as fenotiazinas estudadas.

Fenotiazina Massa molecular Absortividade molar
(g mol) (L mol™ em™)
Clorpromazina 355,3 3,44 x 10*
Metotrimeprazina 444 5 3,86 x 10*
Prometazina 320,9 3,90 x 10*
Flufenazina 510,4 1,35 x 10*
Tioridazina 407,0 1,74 x 10*

As fenotiazinas cujos produtos de oxidagdo apresentaram absortividade molar
préxima (clorpromazina, metotrimeprazina e prometazina) podem ser avaliadas
juntamente, uma vez que produzem resposta espectrofotométrica semelhante.

De acordo com Jelinek et al. [80], o tipo e a posigdo dos substituintes na
estrutura bésica das fenotiazinas afetam a estabilidade do composto colorido.
Radicais livres que possuem uma cadeia alifatica na posigéo 10 s&o mais estéveis do
que aqueles com substituintes heterociclicos.

No quadro 2 s&o apresentados os substituintes Rz e Ryp para cada uma das
fenotiazinas estudadas. Observa-se que a flufenazina e a tioridazina que possuem
um grupo piperidil como substituinte na posigdo 10, tiveram coeficientes de

Quadro 2 - Substituintes nas posigbes 2 e 10 das fenotiazinas estudadas.

Fenotiazina R, Rio
Clorpromazina -Cl -CH;(CH2)N(CH5),
Metotrimeprazina -OCH; -CH,CH(CH3)CH.N(CH;).
Prometazina - -CH2CH(CH3)N(CHs),
Flufenazina ‘ -CF; -(CHz2)s N NCH,CH,OH
N
: / “
Tioridazina -SO.N(CHj3). -(CH);: N NCH;
N
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absortividade molar diferentes, o que pode ser devidc a uma menor estabilidade do
produto de oxidagfo, ja que a otimiza¢do foi realizada com clorpromazina que
apresenta um substituinte Ry alifatico.

3.7. Caracteristicas analiticas

Apds os testes ja realizados, utilizou-se o sistema de fluxo otimizado para a
obtencdo da curva analitica de calibragdo de uma mistura das fenotiazinas
clorpromazina, prometazina e metotrimeprazina em concentragées molares iguais.

As caracteristicas analiticas foram calculadas com base na curva de
calibragao realizada com urina. Foram introduzidos no sistema de fluxo 5,4 mL de
urina com pH ajustado para 6,5, contendo concentragdes entre 3 e 15 umol L da
mistura de fenotiazinas. A curva de calibrago foi obtida a partir de 5 concentragtes
distintas, sendo realizadas 3 replicatas para cada concentragéo.

A tabela 7 mostra os valores das caracteristicas analiticas determinadas para
o metodo otimizado.

Tabela 7 — Caracteristicas analiticas obtidas para o sistema de screening das fenctiazinas

Caracteristicas analiticas urina

Equagéo da reta y = 0,0227x + 0,0085 (umoi L™
R ‘ 0,9987

Faixa Linear 3 -12 umol L™

Limite de Detecgéo 0,82 pmol L™

Limite de Quantificacdo 2,73 pmol L

Precisdo (repetibilidade) 4,1 %

O limite de detecgao foi calculado como 3 vezes o desvic padréo obtido em 12
determinagBes do branco (urina), dividido pela inclinagio da curva de calibragdo. O
limite de quantificag&o foi calculado como 10 vezes o desvio padréo obtide em 12
determinagbes do branco, dividido pela inclinagdo da curva de calibragdo [81]. A
precisdo, em nivel de repetibilidade do método, ekpressa como desvio padrio
relativo,. foi avaliada com 11 amostras de urina individuais contendo 4 umol L de
clorpromazina.
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3.8. Confiabilidade do screening

Para se verificar a confiabilidade do sistema de screening foram analisadas
varias amostras de urina com diferentes concentragdes da mistura de fenotiazinas. A
concentragéio de corte foi definida como 2 pmol L', Um resultado era considerado
como faiso negativo quando uma amostra de urina, enriquecida com uma
concentragdo do analito maior que 2 pmol L, apresentava uma concentragdo menor
que 2 pmoi L. J4 um resultado falso positivo era definido quando uma amostra de
urina, enriquecida com uma concentrac&o menor que 2 umol L™, apresentava um
resultado maior que esta concentragéo [7,10]. Um estudo sistematico foi conduzido
com 6 niveis de concentragdo:. 0,5; 1,0; 1,5, 2,5 3,0 e 40 umol L. Nas
concentragdes extremas (0,5 e 4 umol L) foram analisadas 20 amostras para cada
concentragdo, e para as outras concentragfes foram analisadas 50 amostras de
cada concentra¢do. Os resultados obtidos sdo mostrados na figura 11, e estdo
expressos em porcentagem de falsos negativos e falsos positivos.
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{umol L)

(=]

0,5 1,0 1,5 290

-
o
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10%
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L4
I

Fig'ura 11 - Porcentagem de falsos positivos e falsos negativos obtidos no screening de
fe_notia'zinas em urina.
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Foram obtidos falsos resultados somente nas concentragbes proximas a
concentracdo de corte (1,5 umol L' e 2,5 pmol L), nas quais a incerteza das
medidas & maior. As amostras que apresentam um resultado falso positivo em um
sistema de screening s&o analisadas pelos métodos convencionais, sendo que a
porcentagem obtida (6 %) é considerada baixa. Obtiveram-se 10 % de resuitados
falsos negativos, ou seja, 5 das 50 amostras que tinham uma concentracéo de 2,5
pmol L™ deram um resultado negativo. Pelo sistema de screening, estas amostras
seriam descartadas, sendo que essa porcentagem de falsos negativos pode ser
considerada relativamente alta para a finalidade proposta.

A escolha da concentragdo de corte pode ter sido inadequada. Isto poderia ter
sido resolvido realizando-se um outro estudo utilizando o limite de quantificagéo
(aproximadamente 3 umol L) como concentragdo de corte, para se evitar ou
minimizar falsos negativos.

Outra opgdo seria utilizar a concentragéo excretada na urina da fenotiazina
mais téxica. Como discutido anteriormente, das fenotiazinas estudadas, a
prometazina possui as menores doses terapéuticas, sendo ministrada até em doses
de 75 mg/dia. Com os caiculos realizados para a excre¢éo desta droga na forma n&o
metabolizada, chegou-se a concentragio de 2,34 umol L™'. Em casos de intoxicagdo
ou de morte, as concentragbes encontradas na urina s&o muito mais altas. Como o
sistema de screening proposto visa principalmente resolver problemas de toxicologia
analitica e de quimica forense, poderia se estipular, satisfatoriamente, a
concentracéo de corte em 2,5 ou 3,0 umol L™, de forma que a porcentagem de falsos
resuitados fosse bem menor. Realizando-se uma simulagdo com os dados obtidos no
estudo anterior, se a concentracdo de corte fosse fixada em 2,5 umol L? a
porcentagem de falsos negativos se reduziria a 4 % e para uma concentracdo de
corte de 3 umol L™, essa porcentagem seria reduzida a zero, o gue seria o ideal. A
porcentagem de falsos positivos &€ mais dificil de ser avaliada, pois n&o foi realizado
um estudo na concentragdo de 2 pmol L. Como ja discutido anteriormente, uma
porcentagem um pouco maior de falsos positivos seria bem aceitavel, pois estas
amostras seréo analisadas posteriormente para confirmacgéo do screening.

43



Cagitﬁlo | — Método Espectrofotométrico para Screening de Fenotiazinas em Urina.....

3.9. Analise de amostras desconhecidas

Para se verificar a aplicabilidade do sistema de screening, foram analisadas
amostras desconhecidas. Diante da impossibilidade de se conseguir amostras de
pacientes em tratamento com fenotiazinas, foram coletadas amostras de diferentes
voluntdrios e foram realizadas adigdes de quantidades desconhecidas de uma
mistura das fenotiazinas estudadas. Estas amostras foram submetidas ao sistema de
screening, e os resultados obtidos foram comparados posteriormente com os
resultados verdadeiros. Considerou-se como concentragao de corte, a concentrag&o
estipulada inicialmente de 2 umol L. Estes resultados podem ser observados na
tabela 8.

Das 15 diferentes amostras analisadas, para somente uma, o sistema de
screening forneceu uma resposta errada, justamente quando a concentracéo da
amostra era muito préxima (1,9 pmol L") & concentragéio de corte estabelecida (2,0
umol L. O resultado errado foi um falso positivo devendo esta amostra ser

analisada pelo método de confirmagdo. Esse estudo mostra a aplicabilidade do
sistema de screening proposto.

Tabela 8 - Resultados do scraenig_g realizado com amostras desconhecidas

Amostra Concentragdo adicionada (umol L) Resposta do Screening
1 1,3 Nao
2 1,9 Sim
3 1,0 Nao
4 44 Sim
5 1,5 Nao
6 472 Sim
7 33 Sim
8 55 Sim
9 1,4 Nao

10 3,9 Sim
11 1,8 Nao
12 - 25 Sim
13 35 Sim
14 1,6 Nao

15 _ 0.8 Nao
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4. CONCLUSOES PARCIAIS

O sistema de screening proposto para a detecgdo de fenotiazinas em urina
possibilitou uma andlise répida e de baixo custo. Cerca de 20 amostras podem ser
processadas em uma hora, utilizando-se um sistema de fluxo relativamente simples e
um espectrofotémeiro.

O sistema proposto também se mostrou robusto, uma vez que mesmo
rabalhando-se com amostras t&o complexas como as de urina, o sistema
apresentou bons limites de deteccdo e quantificacio e boa precisao.

Os resultados obtidos foram satisfatérios para os objetivos propostos, uma vez
que a porcentagem de falsos resultados obtida foi relativamente baixa. A
concentragéo de corte estabelecida talvez n&o tenha sido a mais adequada, como
discutido. Para resolver este problema, outros fatores podem ser avaliados e outra
concentracéo de corte, estabelecida. O ideal em casos de intoxicagéo seria trabalhar
com a menor dose toxica da fenotiazina. Entretanto, a diferenca no metabolismo das
pessoas dificulta o estabelecimento de uma concentragdo segura, sendo que os
dados encontrados na literatura variam muito.

Outra forma de melhorar ainda mais o sistema, seria 0 acoplamento do mesmo
a um microcomputador, de forma que a resposta binaria fosse obtida
automaticamente.

O método recomendado para a confirmagéio do screening de fenotiazinas é a
Cromatografia Gasosa acoplada com Espectrometria de Massas. Como nao foi
possivel se trabalhar com amostras de pacientes em tratamento, a etapa de
confirmagéo néo foi realizada.
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CAPITULO 1I

EXTRACAO ACIDA DE MACRO E
MICRONUTRIENTES EM PLANTAS
USANDO ENERGIA ULTRA-SONICA

"Algumas pessoas olham coisas que j& existem e perguntam: por que? Outras,
sonham coisas que n&o existem e perguntam: por que nao?"
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Métodos para tratamento de amostras

A determinacdo de metais em amostras complexas por espectrometria de
absorgéo ou emisséc atdmica, muitas vezes requer a decomposicio da matriz da
amostra para produzir uma solugfo dos analitos a serem determinados {1].

Em procedimentos analiticos convencionais envolvendo eliminagio da matriz
organica, o pré-tratamento da amostra é freqlientemente considerado o “calcanhar
de Aquiles® do processo analitico [1,2], principalmente devido ao grande tempo
consumido. |

Usualmente, o tempo necessério para o preparo das amostras é maior do que
0 tempo que o instrumento leva para realizar a medida. Por outro iado, tempo e
esforgos tornam-se fatores criticos na praticabilidade e custos das analises de rotina
e dos programas de monitoramento [3].

No tratamento de amostras vegetais, os métodos de calcinagio e
mineralizagdo por via Gmida sd6 comumente utilizados [4,5). Na calcinagéo, a matriz
orgéanica é completamente destruida. As principais limitagdes deste método sdo a
longa durag&o (de 3 a 40 h) e as possiveis perdas dos elementos mais volateis [6].
Alem disso, os métodos de calcinagio podem apresentar outros problemas, tais
como: a reag&o do analito com o material do cadinho, dificuldades envolvendo a
dissolugéo do residuo da combustéo e problemas de contaminagfo das amostras
[7.8).

De acordo com Matejovic e Durackova [9], os métodos mais comuns para a
determinac@o de metais em amostras de plantas podem ser divididos em:

¢ Mineralizagdo total com acido concentrado ou mistura de &cidos em

sistema aberto, com aquecimento convencional ou por microondas;

e Mineralizago total com &acido ou mistura de &cidos em um sistema

- fechado, com aquecimento convencional ou por microondas;

» Solubilizacio ou extragdo com &cidos diluidos, que s&o empregados se a

decomposicéo total da matriz n&o é necessaria.
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Os métodos classicos de mineralizacdo por via umida total consistem na
oxidacdo da matéria organica por agentes oxidantes fortes. As seguintes misturas
sd0 mais comumente utilizadas [6]: (1) HNO3 + Hz804 + HCIO4; (2) HNO3 + HCIO,;
(3) HCIOs + H.SO4 e (4) HNOs; + H202. Normalmente, a mineralizagdo com
aquecimento convencional pode levar de 4 a 12 h [10,11,12]. Em geral,
procedimentos classicos de mineralizagdo (em sistemas abertos) s&o trabalhosos e
envolvem muitas etapas, sendo possivel também que ocorram perda dos analitos
efou contaminacdo das amostras [1,2,7].

Em vista destes problemas, alguns outros procedimentos para o preparo de
amostras vegetais tém sido propostos e outras formas de energia, como ultra-violeta
(UV), microondas e ultra-som, tém sido usadas para intensificar a decomposigcéo da
matéria organica [13-17].

1.1.1. Radiagdo ultra-violeta

A aplicagéo de irradiagdo UV e a oxidagao fotoquimica tém sido estudadas no
preparo de amostras [18,19]. A irradiacdo UV com a adi¢cdo de agentes oxidantes
reduziu o tempo de decomposi¢cdo de compostos organicos em amostras de agua
para cerca de 15-25 min e também favoreceu a remogao de oxigénio dissolvido de
amostras de agua [20]. Este procedimento tornou a analise voltamétrica mais rapida
e melhorou a exatiddo do método.

Achterberg et al. [21] construiram um sistema de digestdo com luz ultra-
violeta, e este foi utilizado com sucesso para destruir compiexos orgénicos de cobre
em amostras de agua de mar, sendo o Cu posteriormente determinado por
quimiluminescéncia. A irradiagdo UV também foi utilizada por outros autores [22]
~ para destruir 4cidos himicos em amostras de agua potavel, sendo o processo de
oxidacio catalizado por peréxido de hidrogénio.

1.1.2. Microondas

As. microondas s&o definidas como energia eletromagnética com
comprimentos de onda de 1 cm a 1 m e frequéncia de 30 GHz a 300 MHz. Essa
eriergia € uma radiagéo néo ionizante, que causa movimento das moléculas pela
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migragdo dos ions e rotagsio de dipolos, mas nio causa mudangas na estrutura
molecular [23].

Abu-Samra et al. em 1975 [24], foram os primeiros a utilizar a energia das
microondas para o preparo de amostras bioldgicas. As mineralizacdes foram
realizadas em um forno de microondas caseiro e tempos de 5 a 15 min foram
suficientes para preparar um conjunto de 20 amostras.

A utilizag&o da energia de microondas em laboratérios de quimica, melhorou
processos ja existentes que envolvem o tratamento de amostras sdlidas, tais como
mineralizagéo, lixiviagdo, remogéo de gas e destilaglo, reduzindo drasticamente o
tempo requerido para completar estes processos [25). Métodos envolvendo fornos de
microondas s&o bastante empregados para mineralizagéo de amostras [1,26-29].

Segundo Agazzi e Pirola [30], as razdes para a grande difusao da tecnologia
de microondas relacionam-se as vantagens que apresenta: tempo de digestdo acida
mais curto; melhor recuperacéo de compostos e elementos volateis; menores niveis
de contaminagdio; pequenos volumes de reagentes e procedimentos mais
reprodutiveis. O tempo de mineralizaciio em sistemas fechados pode ser reduzido
por um fator de 15 a 30 vezes pelo uso da energia de microondas [31-34].

No preparo de amostras, as mesmas s3o dissolvidas sob a agdo de trés
fatores: temperatura, pressdo e irradiago das microondas [35). Este tipo de radiacdo
e caracterizado por uma alta penetra¢&o nos materiais. Qutras vantagens especificas
incluem rapidez, facil manuseio e rapida transferéncia de energia para a amostra
como um todo, sem superaquecimento da superficie [3]. S3o descritos na literatura
diversos sistemas e métodos empregando a energia de microondas para o preparo
de amostras.

Embora os formos de microondas para uso em laboratdrio sejam uma
excelente alternativa para pré-tratamento de amostras sélidas, este equipamento é
normalmente caro e limitado para analises de rotina [25].

" 1.1.3. Ultra-som
Ultra-som é um termo usado para descrever ondas sonoras com freqiéncias
maiores do que as audiveis, ou seja, frequéncias maiores que 16 KHz [36]. A
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existéncia destas ondas é conhecida desde 1883, quando Galton desenvolveu um
apito para investigar a freqiéncia de audigdo do ouvido humano [37]. A primeira
aplicagdo comercial do ultra-som sé apareceu em 1917 com uma técnica para
estimar a profundidade da agua. Mais tarde, durante a guerra, este sistema foi muito
importante para o "Allied Submarine Detection Investigation Comittee" e tormou-se
popularmente conhecido como ASDIC. Depois, outros desenvolvimentos resultaram
no sistema conhecido como SONAR (Sound Navigation and Ranging) [36,37].

Somente a partir de 1945, ocorreu uma rapida expans@o nas aplicagdes do
ultra-som para processos quimicos. Isso se deu pelo aumento da compreensac do
fendmeno de cavitagdo, juntamente com desenvolvimentos significativos feitos na
érea dos circuitos eletronicos e dos transdutores [38].

Os transdutores s&o os dispositivos responsaveis pela geragdo do ultra-som e
podem ser piezoelétricos ou magnetoestritivos, sendo que as configuragdes mais
empregadas nos equipamentos s&o0 as baseadas em arranjos com cerédmicas
piezoelétricas [36,38-40]. Os transdutores magnetoestritivos s&o metalicos,
usualmente feitos de nique! laminado e séo soldados a uma chapa metalica [39]. Ja
o efeito piezoelétrico € encontrado em alguns materiais cristalinos, como o quartzo
[36]. Estes transdutores sdo constituidos de um gerador de frequéncia que transmite
sinal elétrico a ceramica, que por sua vez transforma o sinal elétrico em ondas
mecanicas. A ceradmica é posicionada entre duas chapas metdlicas que s&o
empregadas para amplificar os sinais. A freqléncia gerada é inversamente
proporcional & espessura do transdutor {36,38,40]. Desta forma, sendo a espessura
da armadura que contém a ceramica invariavel, a frequéncia sera constante.

A ciéncia do ultra-som € dividida em duas partes que séo identificadas em
termos de sua faixa de freqiiéncia e de suas aplicagbes [36-38,40]:

o Ultra-som de diagnéstico ou de alta freqiiéncia (2-10 MHz)

¢ Ultra-som de poténcia ou de baixa freqiiéncia (20-100 KHz)

O ultra-som utilizado na quimica é o de baixa freqiéncia, por ser capaz de
causar mudancgas fisicas e quimicas a sistemas quimicos. O estudo do efeito do
ultra-som nestes sistemas é denominado sonoquimica [41].
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A reacdo sonoquimica € originaria da cavitagdo acustica [42]. A cavitacdo é
um processo que ocorre quando, em certas condi¢des, liquidos sdo expostos ao
ultra-som [43]. Este processo pode ser caracterizado pela formagéo, crescimento e
colapso de bolhas de gas na solugdo. O crescimento das microbolhas depende da
intensidade do som [42-44]. O colapso pode proceder como uma compresséo
adiabatica, e gera altas temperaturas e pressdes [42], enquanto a implos&do das
microbolhas estabelece um ambiente incomum para reacdes quimicas [43,45]. A
figura 12 apresenta uma foto realizada no momento anterior a implosédo de uma
microbolha.

Figura 12 - Foto de uma microbolha de cavitagdo no momento anterior a imploséo extraida

do site http://rsrch.com/saturna/

A cavitagdo gera altas temperaturas locais e acdo mecanica na interface
solido-liquido [46,47]. Tem sido estimado por alguns autores [36,43,48] que
temperaturas de 5000 K e pressdes na ordem de. 1000 atm s&o geradas pelo colapso
das microbolhas de cavitacdo, produzidas pelo ultra-som de poténcia, em agua a
25 °C. Estas altas temperaturas e pressées geradas conduzem a formagdo de
radicais livres e outros compostos. A sonicagdo de agua pura conduz a dissociagéo
térmica de vapor de agua em radicais H* e "OH, e a recombinacédo destes tende a
formar perdxido de hidrogénio [43,45,49,50]. De acordo com Wakeford et al. [49] e
Kotronarou et al. [51], a sonicagao de agua contendo nitrogénio dissolvido pode gerar
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jons nitrito e nitrato e também &Acido nitroso. Ainda, radicais iodo séo liberados a
partir da sonicag&o de uma solugdo aquosa de iodeto de potassio [44,52]. Desta
forma, a eficiéncia de processos quimicos envolvendo energia uitra-sonica depende
das variaveis que influenciam o processo de cavitagao.

Os equipamentos mais comumente empregados para a produgac de ultra-som
e aplicaveis em estudos quimicos s&o o banho de ultra-som (constituido de uma
bacia metélica, no fundo da qual esto fixados os transdutores piezoelétricos) e a
sonda ultra-sbnica (que se encontra fixada na extremidade de um amplificador do
transdutor) [53,54]. No banho ocorre muita disperséo da energia ultra-sdnica devido
as multiplas reflexdes nas paredes metélicas [37].

Geradores de ultra-som transformam energia elétrica em energia ultra-sonica,
a qual ¢ uma énergia mecanica. A eficiéncia da transformagio da energia depende
n&o somente do equipamento, mas também das condigbes de utilizagdo do ultra-som
[65]. A alta intensidade ultra-sbnica e a cavitagdo dependem de muitas variaveis.
Entre as mais importantes estdo as caracteristicas do meio reacional (viscosidade,
tensdo superficial, pressdo de vapor do liquido, natureza e éoncentragéo do gas
dissolvido, presenga de particulas sélidas, etc), parémetros de tratamento (pressédo e
temperatura), desempenho do gerador de ultra-som (freqiéncia, poténcia de
entrada), e também do tamanho e da geometria do frasco de reagéo [38,55].

A energia ultra-sdnica ndo é distribuida uniformemente nos banhos de ultra-
som [53]. Somente uma pequena fragdo do volume total do liquido préximo a fonte
geradora de ultra-som experimenta efeitos de .cavitégéo. A intensidade do ultra-som
é continuamente atenuada pelas moléculas presentes no liquido devido as vérias
forgas coesivas agindo sobre o liquido [56). O padréo da intensidade do ultra-som no
banho depende completamente do desenho e localizagéo-dos transdutores. Para
banhos de ultra-som disponiveis comercialmente, existe uma variedade de
transdutores com diferentes configuragdes [37,54].

Os resultados de uma reag#o sonoquimica dependem amplamente da
localizag8o do frasco de reagdo no banho. Para estudar o efeito do ultra-som na
reac8o, 6 necessdria uma exposi¢do reprodutivel as ondas ultra-sbnicas. Desta

58



"~ Capitulo Il - Extracio Acida de Macro e Micronutrientes em Ptantas Usando Energia Ultra-sénica

forma, € essencial identificar as condigdes de 6tima sonicag&o individualmente para
cada banho de ultra-som [54].

Uma grande variedade de técnicas para medir a intensidade ultra-sénica ou a
cavitagdo tem sido apresentada na literatura, tais como: reagSes quimicas [57,58],
radidmetros de esfera elastica [59], eros&o de placas de aluminio [60], métodos
calorimetricos e opticos [58, 61,62), sondas térmicas [60] e métodos eletroquimicos
[63].

A energia ultra-sbnica € um modo eficiente de melhorar o desempenho em
diferentes aplicagdes da quimica analitica, tais como extragdo de compostos
organicos e inorganicos [64,65], disperséo de suspensdes [66], homogeneizagio [44]
entre outras aplicagbes [67-70]. Desta forma, o uso do ultra-som é uma alternativa
para o pré-tratamento de amostras sélidas, pois, esta energia facilita e acelera
algumas etapas, tais como: dissolugdo, fus&o e lixiviagdo, entre outras [26]. Os
efeitos do ultra-som tém sido explorados para o tratamento de amostras em
aplicagdes agrondmicas, bioldgicas e ambientais [15,26,71,72].

1.2, Aplicac¢des do ultra-som na quimica analitica

Existem alguns métodos de identificagéio e determinagéio de substancias que
sdo baseados nas medidas de velocidade e tempo da propagagéo do ultra-som, na
resisténcia aclstica e na taxa de decaimento de vibragbes ultra-sénicas [16].
Medidas da velocidade do ultra-som foram usadas para a anélise de misturas [73] e
identificagdo de gases [74).

Uma outra interagdo entre a sonoquimica e a quimica analitica ocorre nos
‘métodos eletroquimicos de analise. Madigan et al. [75] utilizaram o ultra-som num
- processo eletroquimico e obtiveram uma melhora significativa na repetibilidade do
meétodo. A energia ultra-sonica também & usada para a limpeza da superficie do
eletrodo em analisadores eletroquimicos, 0 que conduz a uma methora na eficiéncia
do eletrodo e, consequentemente, na precisdo do método [16].

* Outras aplicagdes do ulira-som em procedimentos analiticos estéo
relacionadas a desgaseificagdo de solventes para a cromatografia liquida de alta
eficiéncia [38]. |
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Na espectroscopia atdmica, a nebulizagéo ultra-sénica de solugbes pode ser
usada ao invés da nebulizagdo pneumatica [76], sendo que a primeira permite a
“manipulagio de materiais viscosos [16], e forma particulas esféricas com o tamanho
requerido para a andlise [77]. O uso do nebulizador ultra-sénico methora a
sensibilidade [16).
~ Outros processos nos quais a energia ultra-sbnica € de grande auxilio séo:
extracéo liquido-liquido (principalmente quando os métodos convencionais requerem
longos tempos de extragéo) [78] e reagbes catalisadas por enzimas [79].

A energia ultra-sbnica tem muitas aplicagdes no pré-tratamento de amostras
s6lidas. Com o rapido fluxc criado pelo ultra-som, o contato entre os componentes da
reacdo é acelerado. Usualmente os efeitos do ultra-som em sistemas quimicos
heterogéneos sdo muito mais intensos que em sistemas homogéneos, porque a
emulsificacio é favorecida e a transferéncia de massa em um sistema de 2 fases é
maior [26,80].

Misexare [81] utilizou a energia de ultra-som para a mineralizacdo de
diferentes alimentos (milho, came, farinha de osso e farelo de trigo) e conseguiu
reduzir o tempo de preparo de 4 a 8 vezes. Em outro trabalho [64], a recuperacao de
elementos traco em andlises de amostras de solo e plantas foi melhorada pela
utilizagéo de uma sonda ultra-sénica no processo de exiragdo, com a minimizagdo do
tempo de tratamento.

Compostos aromaticos foram extraidos de suco de uva e de vinho sob agéo
da energia ultra-sonica [82]. Sanchéz ef al. [15] utilizaram um banho de ultra-som e
acidos concentrados para a extragéo de Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn de amostras de
lodo de esgoto, de sedimento de rio e de solo. Lazaro et al. [83] determinaram ferro
em amostras vegetais, sendo sua extragio realizada com o emprego de uma sonda
ultra-sénica e de um sistema para recircular a solucéo extratora continuamente.

O selénio foi determinado em amostras de lagostim e de figado bovino, e
foram utilizados para a extrac&o um banho de ultra-som com aquecimento e HNO3
4 % (V) [711.

O tempo de determinagdo de Ca em aluminossilicatos foi reduzido com o uso
de uma sonda ultra-sbnica de 22 KHz durante as etapas de fusé@o alcaiina e de
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extrac@o acida [84]. No trabalho de Minami et al. [85] o processo de extracdo sélido-
liquido foi acelerado por um banho de ultra-som para a determinagéo direta de Cd,
~ Co, Mn e Pb em amostras bioldgicas pulverizadas.

Vinatoru ef al. [86] utilizaram um banho de ultra-som para extrair compostos
organicos bioativos de mais de 50 espécies vegetais, obtendo resultados
extremamente satisfatérios.

Desta forma, verifica-se que a energia ultra-sénica pode ser usada para
minimizar gastos com reagentes e o tempo de pré-tratamento dos mais variados
tipos de amostras, tomando os procedimentos mais simples e rapidos para um
grande nmero de amostras.

1.3. Materiais vegetais

Os materiais vegetais s&o, muitas vezes, usados como bio-indicadores para
estabelecer o grau de poluigdo ambiental. A quantificacio de nutrientes e de
elementos toxicos em plantas também & realizada para diagnosticar o
desenvolvimento anormal das mesmas [2].

Os vegetais sdo a fonte primaria de diversos elementos (macro e
micronutrientes) para a dieta humana e animal [87], sendo de fundamental
importancia na cadeia alimentar.

A composicéo quimica das plantas reflete, em geral, a composig¢do elementar
do meio de crescimento. As plantas podem acumular ions em seus tecidos, devido a
sua grande capacidade de adaptacdo a ambientes com propriedades quimicas
variadas [88]. Assim, a analise foliar & (til para se avaliar a necessidade de
adubagao de solos cultivaveis.

Diante disto, verifica-se que a andlise de materiais vegetais é de extrema
importancia e muito comum em laboratérios de rotina que trabalham com
monitoramento ambiental, avalia¢gdes agronémicas e também com controle de
qualidade de alimentos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Equipamentos e acessoérios

Espectrofotometro FEMTO, modelo 432 (S&o Paulo, SP, Brasil).

Banho de ultra-som Neytech, modelo 28H, com sistema de aquecimento,
freqléncia de 44-48 KHz (Yucaipa, CA, EUA).

Banho de ultra-som Cole-Parmer, modelo R8890, freqiiéncia de 47 KHz +
6 % (Vernon Hills, lllinois, EUA).

Bloco Digestor Marconi, modelo MA 4025, com 40 cavidades e tubos de 50

‘mL de capacidade (Piracicaba, SP, Brasil).

Bomba peristéitica com 8 canais e velocidade variavel, marca Ismatec,
modelo IPC (Glattburg, Suica).

injetor comutador confeccionado em acrilico.

Tubos de polietileno com didmetro interno de 0,7 mm para a confecgdo de
reatores, linhas de transmisséo e algas de amostragem do sistema de fluxo
empregado.

Tubos de Tygon de diversos diémetros para o transporte dos reagentes e
amostras.

EspectrOmetro de Absorgdo Atémica Perkin-Elmer, modelo AAnalyst 300,
equipado com sistema de corregéo de fundo por lAmpada de deutério
(Norwalk, CT, EUA). |
Lampadas de catodo oco para Ca, Fe, Mg, Mn e Zn (Perkin-Eimer,
Norwalk, CT, EUA).

Balanga Analitica, marca Mettler, modelo AE 200 (Bradford, MA, EUA).
Estufa, marca QUIMIS (Diadema, SP, Brasil).

Processador de Alimentos, marca Walita, modelo Mega Master Pro (Sdo
Paulo, SP, Brasil).

Péneiras com malhas < 63 um, < 75 um e < 150 um, marca Bertel
(Caieiras, SP, Brasil).
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2.2. Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

lodeto de potassio, KI, MM=166,01 g mol™ (Vetec, Duque de Caxias, RJ,
Brasil).

Molibdato de amodnio, (NH4)eMo7024, MM=196,02 g mol" (Merck, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil).

Per6xido de hidrogénio, H202 30 % m/v, d=1,11 g mL™, MM=34,01 g mol"
(Merck, Darmstadt, Alemanha).

Hidroxido de sddio, NaOH, MM=40,0 g mol™! {Merck, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil).

4,5 dihidroxi-1,3-acido benzenodisulfonico-sal disédio monohidratado,
Tiron, (OH).CeHz(SOsNa),.H.0, MM=332,22 g mol™ (Sigma, St. Louis, MO,
EUA).

Acido nitrico, HNO; 65 % m/v, d=1,40 g mL', MM=63,01 g mol®
(Mallinckrodt, Xalostoc, México).

Acido cloridrico, HCl 37 % m/v, d=1,19 g mL', MM=36,45 g mol’
(Maltinckrodt, Xalostoc, México).

Nitrato de cobalto, Co(NO3)2.6H.0, MM=29105 g mol' (QUIMIS,
Diadema, SP, Brasil).

Carbonato de calcio, CaCOs;, MM=100,09 g mol” (Mallinckrodt, Paris,
Kentucky, EUA).

Nitrato de ferro, Fe(NO3);.9H.0, MM=404,00 g mol’ (Merck, Darmstadt,
Alemanha).

Carbonato de magnésio, MgCO3, MM=84,31 g mol? (Mallinckrodt, Paris,
Kentucky, EUA).

Nitrato de manganés, Mn(NOs)z.4H,0, MM=251,01 g mol (Ecibra, Santo
Amaro, SP, Brasil).

" Nitrato de zinco, Zn(NOs)..6H.0, MM=297,38 g mol'! (Ecibra, Santo

Amaro, SP, Brasil).
Oxido de lantanio, La;03, MM=325,82 g mol™ (Sigma, St. Louis, MO, EUA).

3
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A agua utilizada no preparo das solu¢Bes era destilada e desionizada através
- de um sistema Milli-Q (Millipore).

Para o método do iodeto de potassio, foram preparadas solugbes de Ki 0,29
mol L™ pela dissolugdo da quantidade apropriada do sal em agua deionizada. Essa
solug@o era preparada a cada dois dias, € armazenada em frasco escuro para evitar
a sua fotooxidacdo. As solugdes de (NHi)eMo7024 3,67 x 10° mol L foram
preparadas a partir de uma solugéo estoque de 0,1 mol L™, por diiuigdio com agua.

Para o método do peréxido de hidrogénio, a curva de calibracdo de H.0- (500-
2000 ng L™, foi preparada a partir de uma solugéo estoque de 100 pg mL™, que por
sua vez foi preparada a partir do peroxido de hidrogénio concentrado (30 % viv). As
outras solugdes utilizadas no método do H>0- foram: NaOH 1 moi L™, preparada pela
dissoiugéo direta de quantidade apropriada do sal; Tiron 5 x 10 mol L™, preparado
por diluicdo de uma solucéo 1 x 10? mol L™ e Co (I1) 10 pug L™ preparado por
sucessivas diluicdes de uma solucdo estoque 1000 pg mL"' (a partir do sal
Co(NO3)2.6H20, devidamente seco).

Para a otimizagdo do método de extragdo foram preparadas solugbes de
HNO3 0,14 mol L™ e 1,4 mol L™ pela diluicgo do &cido nitrico concentrado. Para a
determinacao dos elementos de interesse por espectrometria de absorgéo atdmica,
foram preparadas curvas analiticas de calibragio: Ca (1,0-4,0 ug mL™"), Mg (0,2-0,5
ug mL™"), Fe (1,06,0 pg mL™), Mn (0,5-2,5 pg mL™) e Zn (0,25-1,0 pg mL™"} por
diluicdo das 'solug.ées estoque de 100 pg mL* de cada metal. Essas solucdes
estoques foram preparadas por pesagem e dissolucao de quantidades apropriadas
dos sais de cada metal: CaCO; para Ca, MgCOs para Mg, Fe(NQO3)s , Mn{NOa); e
Zn(NOs3)2 para Fe, Mn e Zn, respectivamente. |

Para as solugdes de Ca e Mg, utilizou-se LaCls numa concentragéo final de
1 % miv, para suprimir 0 efeito de concomitantes. O LaCls foi preparado na
concentragéo de 10 % miv pela dissolugéo de 11,73 g de Laz0sz em 30 mL de HCI
concentrado. Apds a dissolugéo, a solugio foi transferida para um bal&o volumétrico
de 100 mL e completou-se ¢ volume com agua desionizada.



Todo o material (frascos plasticos e vidrarias) foi descontaminado por meio de
imers&o em solugéo de HNO; 10 % v/v por 12 h e depois lavado com agua
~ desionizada.

2.3. Amostras

Para a otimiza¢&o das condigbes de extragéo com banhos de ultra-som, foram
utilizadas folhas de alface e de repolho. Essas amostras foram adquiridas
comercialmente, e provém de hortas da regigo de Campinas. Essas amostras foram
lavadas com agua destilada e colocadas em sacos de papel para secagem em estufa
a 60 + 5°C. As amostras foram secas até peso constante, o que levou cerca de 70
h. Apbs secas, as amostras foram trituradas em um processador de alimentos e
peneiradas, de modo a se separar diferentes tamanhos de particula (entre 150 e 63
um). As amostras secas e trituradas foram armazenadas em frascos de polietiieno
devidamente descontaminados e limpos, com boa vedagéio para evitar a absorgéo de
umidade do ar.

Para verificar a exatiddo do método, além das amostras de repolho e alface,
utilizou-se também uma planta medicinal, comumente chamada de "Cavalinha" e
cujo nome cientifico é Equisetum arvense. Essa amostra foi obtida seca. Para melhor
controle, ela também foi deixada em estufa a 60 + 5 °C até massa constante (cerca
de 3 h). Apés esta etapa, a amostra foi triturada, peneirada e separada nos
diferentes tamanhos de particula.

Dois materiais certificados também foram analisados com o objetivo de se
avaliar a exatiddo do método proposto:

+ Folhas de macieira - NIST {National Institute of Standards & Technology)

SRM (Standard Reference Material) 1515,

¢ Folhas de espinafre - NIST SRM 1570a.

Esses materiais sdo fornecidos secos e finamente divididos. Como se tratava
de materiais ja@ manipulados anteriormente, os mesmos foram colocados em estufa a
60 + 5 °C por 2 horas para retirar a umidade que pode ter sido absorvida peio contato
com o ar.
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2.4. Otimizagao das condigoes de utilizagdo dos banhos de ultra-som

Para evitar problemas de repetibilidade, observados em alguns festes de
extracio preliminares, foi realizado um estudo com os banhos de ultra-som a serem
utilizados no processo de extracdo. Alguns dos fatores que podem influenciar o
processo de cavitagdo foram otimizados:

¢ volume de agua dentro do banho (1-2 L),

o temperatura da agua do banho (26-36 °C),

¢ concentracio de detergente na agua (0-0,4 % viv), |

¢ posicao vertical de sonica¢do (de 0 a 2 cm, a partir do fundo do banho),

¢ posicao horizontal (1-9, distribuidas uniformemente dentro do banho),

¢ numero de {ubos dentro do banho (de 1 a 9 em diferentes combinagdes),

» linearidade da intensidade de cavitacdo em fungdo do tempo de sonicagao,

* substituicdo continua da agua do banho durante a sonicago (utilizando-se

um sistema de fluxo).

Para este estudo, foram confeccionados suportes de isopor a fim de se fixar

os tubos nas posi¢gdes a serem estudadas dentro do banho (Fig. 13); Estes suportes

eram posicionados na parte superior dos banhos e néo tinham contanto com a agua
contida nos mesmos.

Y 130 O 2 O1 4 10, 02 O3
- - i
B |6 Os O 4 ] 4%3 Os Os
8 o 10308 OF9
IR 8 o1
< 24 em > < 15em >
(@ (b)

Figura 13 — Posigbes dos tubos para os experimentos de otimizagao, obtidas por meio de
suportes de isopor em dois diferentes banhos de ultra-som: (a) Banho Neytech e (b) Banho
Cole-Parmer
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Os métodos utilizados para a otimizac@o foram o método do Kl e 0 método do

- H20,. No primeiro método, 5 mL de uma solugéo de Kl 0,29 mol L™ e 0,1 mL de uma
solugio de molibdato de aménio 3,67 x 10 mol L™ foram colocados em tubos de

| ensaio com capacidade para 20 mL e sonicados por 5 min nas diferentes condigbes
estudadas. Logo apés a sonicagdo, a absorbancia da solug&o foi determinada em um
espectrofotbmetro a 352 nm. Quanto maior a cavitagéo, maior a quantidade de iodo
formado e maior a absorbancia obtida.

A formagdo de |» pode ocorrer de duas formas [44,89]: pela formag&o de
radicais I° a partir da sonicagcdo de uma solugéo de iodeto de potassio (reagdes 1 e 2)
e pela reagéo de oxi-reducéo entre I e H20; (reagéo 5). O H,0O, é formado pela
sonicagdo de agua (reacdes 3 e 4).

K> K + I (1)
T N 2)
HO - H + °OH 3)
HO* + *OH -  Hi0p @)

H0: +2I + 2H" —» | + 2H,0 (5)

O iodo formado é determinado espectrofotometricamente a 452 nm. Quanto
maior a cavitagdo, maior € a formacdo de iodo e, consequentemente, maior a
absorbancia obtida.

No método do H,0 foram sonicados 5 mL de agua deionizada e a
quantidade de peréxido de hidrogénio formado pela cavitaco foi determinada
indiretamente pela reacdo com Tiron e Co(ll), sendo o produto formado nesta reagéo
determinado espectrofotometricarmnente a 426 nm. O sistema de fluxo utilizado para
este método foi desenvolvido por Pereira-Filho ef al. [29], e é apresentado na figura
14.

A geracdo de H.O: ocorre pela formacdo dos radicais H® e "OH a partir da
sonicagédo da H>0O, como se observa nas reacOes 3 e 4. Para a quantificagio do
H202 formado, foi usado um método indireto [90]. Esta reagdo (6), é baseada no
efeito catalitico do cobalto na oxidacdo de Tiron pelo perdxido de hidrogénio.
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mL min?
Cs = 18
S AR =
Rz == 10 "
Rs ~» 18
18 >D
$0 - D

Figura 14 - Sistema de fluxo monosegmentado utilizado para a determinagéo de H,O,, onde:
| — injetor comutador; C, — camregador; R; = NaOH 1 mol L™; R, — Tiron 5 x 10 mol L™; Rz~
cobalto 10 ug L', Sp— amostra; B, — reator para mescia de reagentes: B, — reator no quat
ocofre a reacao; L. L, e L.— alga de amostragem; D — descarte.

Iniciaimente este método foi otimizado por Pereira-Filho et al. [29] para a
determinac&o de cobalto. Com algumas modificages, 0 método foi utilizado para a
determinagdo de H202, com bons iimites de detecgéo [90].

oH o ©)
o o
Co (Il)
2 + HzOz — > 2 + 2H.0
0,8 SO, 0,8 303-

Medidas de branco foram realizadas com a solugdo de Kl e molibdato ou
&gua, respectivamente para os métodos do Kl e do H.0-, sem a etapa de sonicagso.
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2.5. Otimizagéo do método de extracdio Acida assistida por banhos de

ultra-som

Nas condigdes otimizadas anteriormente, foram realizados os experimentos
para otimizar a extragdo de Ca, Fe, Mg, Mn e Zn em diferentes amostras de plantas.
As variaveis estudadas foram: concentracdo do HNOs (0-1,4 mol L™), tempo de
sonicagéo (0-30 min) e tamanho de particulas (63-150 pm).

Para o procedimento de extracfio, pesaram-se aproximadamente 0,3000 g das
amostras (folhas de alface e de repolho, devidamente preparadas) em tubos de 50
mL e adicionaram-se 15 mL do extrator. Os tubos foram colocados (1 por vez) no
banho de ultra-som (posigéo 5) e sonicados nos difereﬁtes tempos estudados. Apos
a sonicacéo, as amostras foram filtradas em papel de filtro quantitativo e os analitos
(Ca, Fe, Mg, Mn e Zn) foram determinados no extrato por espectrometria de
absorgao atdmica com chama (FAAS). As condigdes de operagio do FAAS foram as
recomendadas pelo fabricante e séo apresentadas na quadro 3.

Quadro 3 - Condigbes experimentais para a determinagsio de Ca, Fe, Mg, Mn e Zn por
FAAS.

Parametros Ca Fe Mg Mn Zn
Comp. de onda (nm) 4227 248.3 285,2 2795 2139
Abertura da fenda (nm) 0,7 0,2 0,7 0,2 0,7
Corrente da lampada (mA) 10 30 6 20 15
Vazdo de CzH; (L min™) 2 2 2 2 2
Vazio de ar (L min™") 10 10 10 10 10

2.6. Método de mineralizacéo por via Gmida

Para fins de comparagéo, as amostras foram também preparadas pelo método
da mineralizac&o completa. Para isso, pesaram-se aproximadamente 0,5000 g das
amostras em tubos de digestéo e adicionaram-se 10 mL de HNO; concentrado. Os
tubos foram aquecidos a 80 °C até a reducéo dos fumos de NOy e foram, entso,
retirados do bloco digestor. Depois de resfriados, adicionaram-se 6 mL de H-0» 30 %
viv e aqueceram-se novamente os tubos a 140 °C até que a solug3o estivesse
limpida e o volume fosse reduzido para aproximadamente 2-3 mL. Depois de
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resfriadas, as solugdes foram filtradas para baldes volumétricos de 25 mL e o volume
foi compietado com agua deionizada.

Para validagdo do método, utilizaram-se amostras certificadas de referéncia:
folhas de macieira (NIST SRM 1515) e espinafre (NIST SRM 1570a). Estas amostrés
foram submetidas ao processo de extraglo ultra-sénica otimizado anteriormente,
sendo os resultados obtidos comparados com os valores certificados. As amostras
de Equisetum arvense, alface e repolho também foram utilizadas para validagao do
método proposto, sendo analisadas pelo método de mineralizagdo convencional e
pelo método de extragdo ultra-sbnica otimizado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Otimizagao das condigdes de utilizagdo dos banhos de uitra-som

3.1.1. Efeito do volume de 4gua dentro do banho

A intensidade de cavitagdo em liquidos organicos € menor gque na agua, e esta
intensidade muda entre os diferentes solventes usados. Liquidos de estrutura ciclica
(tais como estireno, tolueno e xileno) tendem a cavitar mais intensamente, enquanto
acidos carboxilicos e aminas aiifaticas tendem a cavitar mais fracamente [91].
Embora o método do |; nunca tenha sido usado para este propésito, este pode ser
usado para medir a intensidade de cavitacdo em alguns solventes organicos ou
numa mistura destes solventes com agua. Entretanto, a intensidade de cavitagéo

pode ser menor se comparada com o uso de agua somente [91], assim como podem

| ser requeridos tempos mais longos de sonicagéo para se obter 0 mesmo resultado.

Como este trabalho foi proposto para aplicagdes analiticas, com énfase noc
preparo de amostras, e a maior parte destas aplica¢des é realizada em meio aquoso,
somente as condigdes de utilizagdo empregando-se agua foram estudadas.

Este estudo foi realizado com duas marcas distintas de banhos, e diferentes
niveis de agua foram usados devido as diferentes capacidades de cada banho. Na
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tabela S pode-se observar os resultados obtidos. Absorbancias mais altas significam
maior intensidade de cavitacio.

Tabela 9. Efeito do volume de agua dentro dos banhos de ultra-som sobre as absorbancias
obtidas pelo método do ..

Cole-Parmer Neytech

Vol. (L) A® DPR (%) Vol (L) A® DPR (%)
0,40 0,064 17,4 1,00 1,162 5,0
0,60 0,031 22,9 1,256 0,005 16,1
0,80 0,173 11,6 1,50 0,038 239
1,00 0,507 11,0 1,76 0,085 14,8
1,20 0,386 10,5 2,00 0,299 14,3
1,30 0,228 10,1

* Absorbéncia média obtida com 5 repetigbes.

O volume de dgua que promoveu a maior cavitagdo foi 0 mesmo (1 L de agua)
para as duas marcas de banho estudadas, muito embora a cavitagio produzida no
banho Neytech seja bem maior (aproximadamente o dobro) que a obtida no banho
da Cole-Parmer. Isso pode ser devido ao fato do primeiro banho apresentar dois
transdutores piezoelétricos e o segundo (Cole-Parmer) apenas um. Além disso, com
1 L de agua os desvios obtidos entre as medidas foram menores (cerca de 5 e 12 %,
respectivamente para os banhos Neytech e Cole-Parmer).

Banhos de ultra-som sdo normalmente desenhados para produzir uma onda
padréo dentro do liquido, com méxima intensidade de ultra-som gerada na crista da
onda [36]. De acordo com alguns autores [45,58,60), se o nivel da agua for
significativamente menor do que metade do comprimento de onda do ultra-som na
agua, a intensidade do ultra-som diminui com o aumento da distancia da fonte.
Quando o nivel da agua for menor ou igual a A/2 um perfil de intensidade de ondas
padréo é observado. Se o nivel de agua for cerca de n x A/2 ondas padr&o
ressonantes sao obtidas.

Faid et al. [58] utilizaram um método eletroquimico para determinar a
intensidade de cavitacdo variando a altura de uma sonda ultra-sénica dentro de um
recipiente com uma coluna de agua de 16 cm. Os resultados obtidos por eles
indicaram um aumento ciclico na intensidade da cavitacdo com a altura, ou seja, a
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cada 4 cm era obtido um maximo de cavitagdo. Niemczewski [91] observou o0 mesmo
comportamento ciclico ao realizar um estudo semethante com um banho de ultra-
som. Pela tabela 10 pode-se verificar que isto ocorreu também com o banho da
Neytech, sendo gue quando se utilizou o volume de 2 L (o dobro da altura obtida com
1 L) obteve-se novamente um aumento na intensidade de cavitagdo.

O A (comprimento da onda ultra-sbnica) poderia ser calculado com a
freqiéncia do banho e a velocidade do som no meio. Entretanto, a velocidade de
uma onda ultra-sénica em liquidos é dependente da temperatura e da densidade
[S2]. Neste caso é dificil calcular exatamente o A, porque a temperatura ambiente
varia durante o dia e a freqiéncia fornecida pelo fabricante do banho tem uma
variagdo de + 6 %. Sendo assim, a melhor forma de obter as condicdes de maxima
cavitagao para aplicacdes analiticas é a experimental. |

Para os outros estudos, o volume de agua dentiro do banho foi fixado em 1 L.

3.1.2. Efeito da temperatura da agua

O banho de ultra-som da Cole-Parmer néo possui sistema de aquecimento e,
por isso, este parametro foi estudado somente no banho da marca Neytech. A faixa
de estudo variou de 26 a 36 °C, uma vez que para a maioria das aplicacbes, utilizam-
se normalmente temperaturas préximas a ambiente e temperaturas maiores
requerem um longo tempo de aquecimento, o que tornaria 0 método de extracio
muito demorado. Além disso, ndo foram estudadas temperaturas maiores que 36 °C
porque alguns autores [55,59,93] sugerem que altas temperaturas (acima de 40 °C)
diminuem a intensidade do ultra-som. Os resultados obtidos na variagdo da
temperatura da agua do banho séo apresentados na tabela 10.

Tabela 10. Efeito da temperatura da égua do banho, avaliado por meio das absorbancias
obtidas pelo método do ..

Temperatura (°C) A? DPR (%)
26 1,144 5,3
31 1,255 1,8
36 1,202 1.4

# Absorbéancia média obtida com 5 repetices
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Néo houve diferengas significativas pelo teste f ac nivel de 95 % de
probabilidade, quando se variou a temperatura de 26 a 36 °C, muito embora tenham
sido obtidos desvios menores com as temperaturas de 31 e 36 °C.

Raso et al. [55] avaliaram o efeito da temperatura na poténcia ultra-sdnica de
uma sonda e observaram que de 20 a 70 °C, a poténcia de saida quase ndo é
afetada pela temperatura, e acima de 70 °C, diminui drasticamente.

O tempo gasto para se atingir as temperaturas de 31 ou 36 °C, ndo compensa
a melhora nos resultados. Desta forma, optou-se por trabathar a temperatura
ambiente, devido a maior praticidade.

3.1.3. Efeito da concentragdo de detergente na agua do banho

Desde que é necessario que a pressado de rarefagdo supere as forcas de
coes&o no liquido para ser capaz de gerar uma microbolha, um aumento na
viscosidade e/ou na tenséo superficial irda naturalmente conduzir a um aumento na
quantidade de energia necessaria para separar o liquido [37]

Com o uso do detergente, a tens&o superficial é diminuida, o que facilita a
propagagéo do ultra-som [94], com conseqlente melhora no processo de cavitagéo.
Isto é confirmado pelos resultados obtidos neste estudo e que s&o apresentados na
tabela 11.

Tabela 11. Efeito da concentragéo do detergente sobre as absorbancias obtidas pelo método
do L,

Detergente (%v/v) A* DPR (%)
0,0 1,007 56
0,2 1,336 1,9
0,4 1,265 13

? Absorbancia média obtida com 5 repeticdes

Verifica-se que com o uso de 0,2 ou 0,4 % v/v de detergente, foram obtidos
aumentos nas absorbancias de aproximadamente 33 e 26 % respectivamente, em
relagdo aquelas obtidas sem detergente. Majumdar et al. [67] avaliaram o efeito da
reducéo da tensao superficial de um liquido na intensidade de cavitagdo. Para isso
adicionaram diferentes guantidades de laurilsulfato de sédio em uma solugfic e
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concluiram que, quantc menor a tensdo superficial do liquido, maior a intensidade de
cavitagao obtida.

Desta forma, a concentracdo de detergente para os outros experimentos foi
fixada em 0,2 % v/v.

3.1.4. Distribuig@o vertical das ondas ultra-sénicas no banho

Para avaliar este parametro, realizou-se um estudo com o banho da marca
Neytech, variando-se a altura do tubo em relacdo a base do banhoem 0, 1 e 2 cm.

De acordo com Pugin [61], a intensidade de cavitagdo varia com a disténcia
dos transdutores piezoelétricos. Nos banhos de ultra-som estudados, estes
transdutores se encontram fixados a base dos mesmos. Como sé pode verificar na
tabela 12, quando os tubos foram posicionados a 1 ou 2 cm da base do banho, foram
obtidas absorbancias bem menores (cerca de 10 vezes para a distancia de 2 cm) em
relagcéo a posicao zero (tubo encostado na base), confirmando assim que, quanto
" maior a distédncia dos transdutores, menor a intensidade de cavitagdo. Alguns
autores [57] reportaram em seu trabalho, realizado com uma sonda ultra-sbnica, que
a intensidade de cavitagdo diminui com o aumento da distancia da fonte geradora de
ultra-som. No presente trabalho a posi¢do zero foi definida como a melhor para a
obten¢ao de efeitos sonoquimicos.

Tabela 12. Efeito da posi¢cdo vertical dos tubos no banho Neytech sobre as absorbancias
obtidas pelo método do !,.

Altura (cm) A DPR (%)
0,0 1,267 46
1,0 1,071 5,5
2,0 0,119 15,6

* Absorbancia média obtida com 5 repeticbes

3.1.5," Efeito do nimero de tubos dentro do banho

Uma grande quantidade de tubos dentro do banho provoca reflex&o das ondas
ultra-sénicas, reduzindo assim a eficiéncia do processo de sonicagio [38). Para este
estudo entre 1 e 9 tubos foram localizados nas posigdes especificadas no suporte de
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isopor em diferentes arranjos. Observando-se as tabelas 13 e 14, verifica-se que a
absorbancia diminui (cerca de 5 e 12 vezes para os banhos Cole-Parmer e Neytech,
respectivamente) com o aumento do niimero de tubos dentro do banho.

Tabela 13 - Efeito do nimero e disposicio dos tubos no banho da Cole-Parmer sobre as
absorbancias obtidas pelo método do i,.

Posicéo 9 7 5 5 4 3 3 2 1°
1 0,031° 0,087 0,154
2 0,052 0,037 0,025 0,025
3 0,029 0,022 0,060 0,022
4 0,064 0,016 0,018 0,034 0,038 0,325
5 0,186 0,185 0084 00264 0032 0661 0632 0,730 0,869
6 0,165 0,130 0,228 0,023 0,135 0,022 0,035
7 0,028 0,022 0,040 0,040
8 0,050 0,102 0,271 0,151 0,271 0,270
9 0,030 0,138 0,095 0,024

# Namero de tubos dentro do banho simuitaneamente.
® Um tubo sonicado por vez.
¢ Absorbancia média obtida com 3 repeti¢des.

Tabela 14 - Efeito do nimero e disposicdo dos tubos no banho da Neytech sobre as
absorbancias obtidas pelo método do [,.

Posi¢éo 9° 7 5 5 4. 3 3 2 1°
1 0,058° 0,040 0,063
2 0,024 0,023 0,007 0,033
3 0,018 0,032 0,024 0,020
4 0,041 0,026 0,037 0,039 0,080 0,018
5 0,020 0,189 0670 0448 0792 0958 1,030 1,171 1,280
6 0,033 0,021 0,023 0,045 0,013 0,015 0,034
7 0,050 0,035 0,040 0,024
8 0,030 0,019 0,048 0,027 0,007 0,039
9 0,015 0,027 0,020 0,032

* Namero de tubos dentro do banho simultaneamente.
® Um tubo sonicado por vez.
¢ Absorbancia média obtida com 3 repetigdes.
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'E interessante notar ainda que para o banho da Cole-Parmer, dependendo da
distribuicdo dos tubos, a melhor posicé@o para cavitacéo € modificada (ver tabela 13,
colunas 4 e 5).

Estes resultados mostram que para aplicagdes analiticas, um unico tubo por
vez, e na mesma posicio, deve ser usado para se obter maior preciséo.

3.1.6. Distribuigdo horizontal das ondas ultra-sénicas

Este estudo foi realizado empregando-se 0 método do l,, com os dois banhos
de ultra-som disponiveis e com dois diferentes volumes de 4gua dentro dos mesmos:
1 L de agua (volume que forneceu a méxima intensidade de cavitagdo na posigdo
central} e a capacidade méaxima de cada banho (2 e 1,3 L para os banhos da
Neytech e da Cole-Parmer, respectivamente). A distribuicdo espacial da energia
ultra-sbnica nos banhos é apresentada nas figuras 15 e 16, respectivamente para os
banhos Neytech e Cole-Parmer. Os desvios obtidos nos pontos de méxima cavitagéo
- variaram de 4 a 12 %. Nos outros pontos, as absorbancias foram muito baixas e os
desvios variaram de 23 a 78 %.

Embora os dois banhos tenham apresentado a mesma posicdo como a de
maior cavitag&o (ponto 5 (central), Fig. 13a e 13b) quando se usou 1 L de agua, a
distribuigdo do ultra-som no banho da Cole-Parmer foi mais uniforme em relagéo ao
banho da Neytech.

De acordo com Pugin {61] em banhos que contém um unico transdutor (como
o da Cole-Parmer), a méxima intensidade de cavitagdo é encontrada acima do
transdutor; para banhos equipados com dois transdutores (como o banho da
Neytech) a intensidade maxima é encontrada entre os dois geradores de ondas ultra-
sonicas. Pela geometria dos banhos, a posicdo 5 (central), é localizada
aproximadamente acima do transdutor no banho da Cole-Parmer, e entre os dois
transdutores no banho da Neytech, o que justifica os resultados obtidos quando se
utilizou 1 L de agua.

A disiribuigéo espacial das ondas ultra-sonicas & afetada por varios fatores,
inciuindo o volume de agua dentro do banho, a voltagem de operagio dos
transdutores e o formato e a posic&o do tubo ou frasco de reagdo no banho [36].
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Figura 15 — Distribuicdo espacial da energia ultra-sdnica no banho Neytech: (a) usando 1 L
de agua dentro do banho e (b) usando o volume total de agua (2 L) dentro do banho.
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Figura 16 - Distribuicdo espacial da energia ultra-sdnica no banho Cole-Parmer: (a) usando
1 L de agua dentro do banho e (b) usando o volume total de agua (1,3 L) dentro do banho.

Como pode ser visto pela comparagéo entre as figuras 15a e 15b ou 16a e
16b, a mudanc¢a no volume de agua no banho modifica completamente a distribuicéo

horizontal da cavitagdo. Quando foi usado o volume total, 0 banho da Cole-Parmer
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apresentou 2 pontos de méxima intensidade de cavitagéo (posi¢des 5 e 6, Fig. 13b},
~ que podem ser considerados como uma regido de méxima intensidade de cavitagdo,
quando s&o levados em consideragéo os desvios entre as medidas. Com 0 volume
total, 0 banhc da Neytech apresentou méaxima intensidade de cavitag8o em um ponto
diferente (posicéo 8, Fig. 13a).

A susceptibilidade do campo ultra-sdnico dentro do banho com estes varios
fatores externos, conduz a consideraveis dificuldades em medir a poténcia dissipada
e a cavitagéo' gerada dentro de um frasco de reagdo localizado no banho. Isto
também conduz a problemas com reprodutibilidade. Segundo Mason [36] para se
obter resuitados reprodutiveis e consistentes, frascos de reagéo de formato similar
deveriam ser colocados na mesma posigéo dentro do banho para cada experimento.

Devido a maior complexidade e custo, o método do HzO: foi utilizado somente
para a confirmagéo da distribuigio horizontal no banho Neytech contendo 1 L de
agua. Os resultados obtidos s&o apresentados na tabela 15.

Tabela 15 - Quantidade de peréxido de hidrogénio formado pela sonicagéo de &gua pura,
nas diferentes posicdes do banho de ultra-som da Neytech contendo 1 L de agua.
Posigéo H,02 {ug L")
1 < 19,0*

<19,0
<19,0
32,8
850,2
<19,0
< 19,0
< 19,0

9 < 19,0
* Limite de deteccéo

B ~NO A WN

Por este método obteve-se 950 pg L™ de H,0, formado pela sonicagéo de
4gua na posigdo 5. Nas outras posigbes, a quantidade de H;0O: formado foi muito
' pequena ou menor que o limite de detecgio do método. Apesar de n&o ter sido
realizado um mapeamento pelo método do H,02, uma vez que para a maioria dos
pontos a concéntraq:éo obtida foi menor que o limite de detec¢io do metedo, os
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resultados obtidos pelos dois métodos utilizados s&o concordantes com relaggo ao
ponto de maxima cavitagdo. A agdo oxidante do ultra-som tem importancia
secundaria, uma vez que a quantidade de agentes oxidantes gerada é muito
pequena.

3.1.7. Intensidade de cavitagdo em fungéio do tempo de sonicagdo

Longos tempos de sonicagdo, podem diminuir a intensidade de cavitagéio
como uma consequéncia da reducio dos nucleos de cavitagio (microbolhas de gas
dissolvido), que vio sendo consumidos durante o processo de sonicagio.

Este estudo foi realizado para se verificar a eficiéncia do tempo de sonicagso,
ou seja, até que ponto 0 aumento do tempo de sonicagéo produz um aumento linear
na intensidade de cavitagfio. Para isso, diferentes tempos foram aplicados (1-10 min)
com o tubo posicionado no ponto 5 (Fig. 13). N&o foram testados tempos maiores,
pois foram produzidas absorbancias altas (> 1,8 A) pelo método do Iy,
comprometendo as medidas e gerando desvios elevados (maiores que 50 %).
Comparando os dois banhos, foram observadas diferencas minimas, sendo que 0s
coeficientes de correlag&o linear obtidos foram de 0,990 e 0,998, respectivamente
para os banhos Neytech e Cole-Parmer.

Com isso se pode concluir que, pelo menos até o tempo de 10 min, quanto
maior o tempo de sonicagdo, maior a eficiéncia do processo sonoquimico.

3.1.8. Efeito da substituicio de 4gua nos banhos

Pelo processo de cavitagéo e as altas temperaturas geradas, os liquidos
- usados nos banhos de ultra-som sfio aquecidos durante o uso, principalmente se
forem utilizados por um longo periodo de tempo. Isto conduz a resultados
inconsistentes quando se trabalha & temperatura ambiente ou a temperaturas
ménores que a ambiente [36], pois como discutido anteriormente, a temperatura
influencia 6 processo de cavitacéo. A troca total da dgua entre cada extragéo tornaria
o método extremamente trabalhoso. Este problema pode ser resolvido pelo uso de
banhos termostatizados ou pela substituicdo continua da dgua do banho. Por outro
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lado, -a substituicdo continua da agua, além de auxiliar no controle da temperatura,
renova os nucleos de cavitagéo.

Este estudo foi realizado somente com o banho da Neytech, e como pode ser
observado na tabela 16, houve uma grande diferenga nos resultados obtidos quando
a 4gua foi continuamente trocada durante o processo de sonicac¢ao.

A vazdo da dgua foi de 18,2 mL min™, sendo inserida na posicao 9 e retirada
na posicéo 1 (Fig. 13a). Com este sistema simples, até 6 amostras foram sonicadas
consecutivamente (por 5 min cada uma) obtendo-se um desvio padréio de 5,3 %.
Porém, sem a utilizagéo deste sistema o desvio padréo para 5 amostras foi de 45 %,
~ sendo que foi observada uma gradual redugdo nas absorbancias (de 1,156 para
0,277 para 5 sonicagdes de 5 min, sem troca de &gua).

Tabela 186. Efeito da substitui¢éo continua da 4gua do banho sobre as absorbancias obtidas
pelo método do |,.

Amostras Sem substituicdo de agua Com substituicio de agua
A® DPR (%) A® DPR (%)

1 1,156 10,5 1,057 84

2s 0,932 21,4 1,131 51

3e 0,879 30,8 1,149 42

42 0,568 42,4 1,097 3.1

52 0,277 13,2 1,054 4,1

62 0,993 42

Média 0,762 45,0 1,080 5,3

* Absorbéncia média obtida com 3 repetigdes.

3.2. Extragédo acida de metais em plantas com o uso de banhos de ultra-
som

As condigbes utilizadas para a extragéo foram as que promoveram maior
i-ntensidade de cavitag&o no estudo anterior. O sistema de fluxo para a substituicdo
continua de &gua foi utilizado, sendo que a &gua era trocada completamente a cada
3 amostras sonicadas por 10 min, 2 amostras sonicadas por 20 min ou 1 amostra por
30 min.
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3.2.1. Otimizagdo do tempo de sonicagdo e da concentragao do acido

A fim de selecionar as melhores condi¢bes para a extragéo ultra-sénica, duas
diferentes plantas foram estudadas: alface (Lactuca sativa) e repclho (Brassica
oleracea capitata). Nessas amostras as extragdes de Ca, Fe, Mg, Mn e Zn foram
avaliadas com diferentes concentrages de &cido nitrico @ em diferentes tempos de
sonicagao.

A extracdo dos elementos estudados foi verificada pela compara¢do do
método rapido de extragio proposto com o método de decomposicdo acida completa
sugerido por Huang e Schuilte [95].

Os resultados obtidos na otimizagdo do tempo de sonicagdo e da
concentracéo acida s&o expressos em porcentagem de extracdo e s8o mostrados na
figura 17. _

Em todos os experimentos o tempo de contato entre amostra e extrator foi de
30 min (tempo méximo de sonicagéo) de modo que o efeito apresentado € apenas 0
da sonicagdo. Ambos os parédmetros estudados (concentragéo acida e tempo de
sonicag&o) tiveram influéncia sobre a eficiéncia de extragéio, embora o efeito da
concentragdo do A4cido tenha sido mais pronunciado. Como ja comentado
anteriormente, a a¢do oxidante do ultra-som tem fungéo secundaria, sendo que sua
utilizagdo melhora principalmente a penetragéo do extrator, pois diminui ainda mais o
tamanho de particulas. | ,

Pela figura 17 pode-se verificar também que para a maior parte dos elémentos
estudados .(com excec¢do do Ca), os desvios obtidos em geral foram maiores 'quando
nio se utilizou o ultra-som.

Toma et al. [80] investigaram o efeitc do ultra-som sobre tecidos vegetais
secos, durante a extracdo por solvente, e concluiram que o processo de extrac&o
envolve dois estagios: 1) impregnacio do material vegetal pelo extrator para facilitar
a intumescéncia e o processo de hidratagdo; 2) a transferéncia de massa dos
constituintes sollveis a partir do material sélido para ¢ extrator, por processos de
difusdo é osmose.
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Figura 17. Resultados obtidos durante a otimizagdo das condigbes de extragdo para
concentracdo de acido e tempo de sonicagdo, usando amostras de alface e repolho: (a) Ca,

(b) Fe, (c) Mg, (d) Mn e (e) Zn.
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De uma forma geral a sonicagéo melhorou o processo de extragdo. Extragdes
quantitativas e desvios aceitédveis (menores que 5 %) foram obtidos apés 10 ou 20
min de sonicago, e foram dependentes do metal estudado. Para alguns elementos a
extracéo foi quantitativa mesmo sem a etapa de sonicagao, muito embora os desvios
tenham sido mais altos. Quando foi empregado um tempo de 30 min, foram obtidas
menores porcentagens de extragéo (Fig.17). Como diferentes espécies podem ser
formadas durante a sonicagdo, &€ possivel que um longo tempo de sonicacio
provoque a recombinag8io de diferentes estruturas, formando novas espécies que
ndo contribuam efetivamente no processo de extragdio, podendo ainda formar
espécies que atuem como agentes quelantes e, desta forma, reduzam a
concentrago do metat livre na fase liquida [45).

Mierzwa et al/.[66] compararam a exiragio ultra-sdnica com o método de
mineralizagéo para a determinag@io de selénio em amostras biolégicas. Diferentes
concentragdes acidas e tempos de sonicagio foram testados para a extra¢éio. Para o
Se, o ultra-som aumentou de 59 para 85 % a porcentagem de extragdo, muito
embora extragdes quantitativas n&o tenham sido obtidas.

Amoedo ef al. [96] realizaram uma comparac@o entre extragfio ultra-sénica
com sonda e com banho e, também, compararam com o método de amostragem por
suspensbes para a determinagdo de Pb em diferentes materiais certificados. A
eficiéncia de extragdo da sonda foi maior do que a obtida com o banho, sendo que
somente 80 % do Pb foi extraido quando da utilizagéo do banho. Por outro lado,
Minami et al. [85] reportaram que Cd, Cu, Pb e Mn foram extraidos quantitativamente
a partir de amostras biol6gicas pulverizadas com o uso de um banho de ultra-som
operando a 40 °C por 5 min.

Os dados encontrados na literatura com respeito ao uso do ultra-som sdo
bastante diversificados, talvez pelos varios fatores que afetam a sua utilizago e que
ja foram discutidos anteriormente.

Pela figura 17 pode se verificar que ocorreram extragdes incompletas quando
a éguérfoi usada como extrator, indicando assim a necessidade de usar acido para
extrair os metais Ca, Fe, Mg, Mn e Zn. Entretanto, as extragdes sdo muito similares
quando a concentragéio do 4cido variou de 0,14 para 1,4 mol L™, sendo que somente
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pequenas variagbes (cerca de 3 %) foram obtidas para todos os elementos
estudados. A propagacio das ondas ultra-sénicas em solugées mais concentradas é
dificultada, o que pode reduzir o efeito do ultra-som na extracéo.

Usando HNOs 0,14 mol L™ e 10 min de sonicacdo, as melhores condicbes
para extracao (extracdes quantitativas e desvios mais baixos) foram encontradas
para os elementos estudados, exceto para o Fe em alface, o qual produziu extragbes
menores em relagdo aos resultados obtidos pelo método convencional
(mineralizagéo completa). Isto pode ser devido a forma como o Fe se encontra ligado
nestas amostras, podendo este elemento fazer parte de redes de silicatos, 0 que
dificulta a sua extracdo apenas com HNQ;. Pode também ser devido & depressé&o na
resposta do Fe em presenga de écidos organicos [77]. O uso de HNOz 1,4 mol L™
resultou em melhores recuperagdes para o ferro. Talvez o uso de uma mistura de
acidos (HCI e HNOz) ou de outros agentes oxidantes seja um modo efetivo para se
obter a completa extra¢do do ferro [2].

Com excegdio do ferro, € interessante notar que a eficiéncia de extragdo para
0s outros metais foi similar para as amostras de alface e repolho, quando foi usado
&cido nitrico 0,14 mol L™ como extrator.

3.2.2. Otimizagédo do tamanho de particulas

Usando a arhostra de repolho, foi realizado um estudo sobre o melhor
tamanho de particulas, variando-o de 63 a 150 pm. Utilizou-se HNO3 0,14 mol L™
como extrator e as amostras foram sonicadas por 10 min. Para comparagio, esse
estudo foi realizado também com o método da mineraiizagéo total.

Os resultados obtidos sdo apresentados na figura 18.

- O tamanho de particulas foi um fator importante, principalmente para a
extracéo de Ca, Mg e Mn, onde foram obtidas extracbes de cerca de 100 % somente
com particulas < 75 um.

Para o Fe, a porcentagem de extragio obtida foi maior quando se trabalhou
com particulés menores que 75 um, muito embora as extragbes tenham sido
proximas a 90 %. Para Zn, n&o houve diferencas significativas nas extracdes para as
3 diferentes faixas de tamanhos de particula estudadas.
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Figura 18 - Efeito do tamanho de particula do material vegetal na extragéo ultra-sonica.

Para confirmar o efeito do tamanho de particula utilizou-se o teste t em nivel

de 95 % de probabilidade, comparando-se os resultados obtidos pela extragdo com
os da mineralizacgéo total (usando os mesmos tamanhos de particulas). Este teste foi

. realizado porque diferentes resultados poderiam ser produzidos devido a distribuicdo
natural do metal nos diferentes tamanhos de particula [97]. Deste modo, particulas <

75 um foram escolhidas para a avaliagao da exatidao do metodo.

3.2.3. Analise de amostras

A exatiddo do método de extracdo proposto foi determinada pela comparagéo
dos resultados obtidos na extragéo por ultra-som com aqueles obtidos pelo método
de mineralizacdo completa para alface, repolho e uma planta medicinal conhecida
comumente por cavalinha (Equisetum arvense), e também pela analise de dois
diferentes materiais de referéncia certificados (CRM): espinafre (NIST 1570a) e
folhas de macieira (NIST 1515). Os resultados apresentados na tabela 17 mostram
que ndo ha diferencas significativas entre os resultados em nivel de 95 % de
probabilidade. A Unica excegéo é para a extragéo de calcio no material certificado de
referéncia NIST1570a (espinafre) onde o nivel de probabilidade utilizado foi de

99.5 %. Os resultados para Fe ndo sdo mostrados porque recuperagdes aceitaveis
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Tabela 17 — Resuitados das amostras analisadas ap6s decomposigao acida (n=3) e apoés
extragdo ultra-sdnica rapida (n=5). Ca @ Mg s&0 expressos em % m/meMne Znemug g”.

Amostra Decomposigéo acida
_ Ca Mg Mn Zn
Alface 1,6910,06 0,280+0,009  177,1016,92 119,3915,17
Repolho 0,88+0,05 0,180+0,008 30,69+1,03 25,66+1,17
Cavalinha 2,64+0,07 0,200+0,005 80,3910,79 36,1110,50
Extragdo ultra-sénica
Ca Mg Mn Zn
Alface 1,6810,03 0,280+0,012 165,69+1,91 112,26+2,09
Repolho 0,89+0,04 0,180+0,010 32,3540,10 26,3610,23
Cavalinha 2,68+0,02 0,190+0,008 75,10£2,77 32,94+0,32
Espinafre® 1,1010,05° 0,850+0,022 71,61+3,2 74,01+3,84
Folha de maga® 1,60+0,14 0,250+0,007 53,38+0,67 10,6610,03

2 NIST 1570a: 1,53 + 0,05; 0,9; 79+2; 8218 pg g™ para Ca, Mg, Mn e Zn, respectivamente.

® NIST 1515: 1,51+ 0,02; 0,270+ 0,012; 54+ 2; 12,5+ 0,4 pg g™ pa

L

ra Ca, Mg, Mn e Zn,

respectivamente.
® Ndo ha diferencas significativas em nivel de 99,5 % de confianga

(ca. 98 %) foram obtidas somente para repolho (Fig. 17). Para as oufras amostras
estudadas a porcentagem de extragdo de Fe variou de 11 % (cavalinha) a 53 %
(folhas de macieira).

Pelos resultados obtidos na validagéo concluiu-se que o método de extragéo
acida ra’pida usando ultra-som é aplicavel para este tipo de amostra (plantas),
abrindo assim a pOSSibiIidade de aplicagdo para outros tipos de amostras. O ferro
teria que ser extraido empregando-se um tratamento mais drastico com outros
~ extratores.
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4. CONCLUSOES PARCIAIS

Com relagdo ao método proposto para a otimizagdo das condigbes de
cavitagdo em banhos de ultra-som, verifica-se que este método apresenta afgumas
vantagens em relagido aos outros existentes na literatura, os quais utilizam
termopares, eros&o de placas de aluminio, sondas opticas e calorimétricas. O
sistema proposto pelo método em questdo pode simular as condigbes a serem
utilizadas para as aplicagdes analiticas. Por exemplo, esta otimizagdo pode ser
conduzida com o mesmo frasco que sera utilizado para a extragdo. Além disso, este
método & extremamente simples, uma vez que requer basicamente um
espectrofotdmetro, que pode ser encontrado na maioria dos laboratérios.

Como pode se verificar pelos resultados obtidos, o mapeamento dos banhos
de ultra-som €& de grande importancia para as reagBes sonoquimicas, sendo que as
condigbes de méxima cavitagdo podem ser diferentes para distintas marcas e
modelos de banho de ultra-som e, ainda, para banhos da mesma marca e modelo.
Devido a isso, algumas vezes se torna dificil comparar resultados obtidos pelo uso
de banhos de uitra-som. Em quimica analitica, quando resultados reprodutiveis sao
requeridos, as condiges experimentais devem ser estudadas, estabelecidas e
reproduzidas para cada experimento.

Com relagdo ao método de extrag&o assistida por ultra-som, verificou-se que
Ca, Mg, Mn e Zn podem ser determinados quantitativamente em diferentes plantas,
de uma forma répida, facil e de baixo custo. A concentragio do &cido nitrico foi o
fator que mais influenciou a eficiéncia da extragdo, muito embora os outros fatores
estudados (tempo de ultra-som e tamanho de particulas) também tenham
influenciado, sé que em menor grau, os resultados obtidos. O Fe apresentou um
comportamento distinto, sendo que sua extragéo foi quantitativa apenas em uma das
amostras estudadas. E necessério um processo de extracdo mais drastico para a
sua extrag@o e quantificagdo. Os resultados obtidos com o método proposto e com o
método convencional (decomposigio acida por via Umida) foram estatisticamente
comparaveis, sendo possivel a substituicdo de um método que pode apresentar
problemas de periculosidade, contaminagdo e grande consumo de tempo e
reagentes, por outro mais rapido e simples, com resultados satisfatrios. O método
proposto pode ser utilizado principaimente em analises de rotina de cunho ambiental
ou agrondmico, nas quais o numero de amostras a ser analisado é muito grande.
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CAPITULO III

PRE-CONCENTRACAO DE COBALTO
COM EXTRACAO NO PONTO NUVEM

“Pensar para acertar. Calar para resistir. Agir para vencer”. (Renato Kehl)
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Tensoativos
Os tensoativos sdo moléculas que possuem distintas regides hidrofilica e
hidrofébica, o que confere as mesmas a propriedade de solubilizar moléculas
hidrofébicas em agua [1-5]. Um tensoativo simples tem a estrutura R-X, onde R é
uma longa cadeia de hidrocarbonetos contendo de 8 a 18 atomos de carbono e X é o
grupo cabeca polar (ou ibnico). Dependendo da natureza do grupo cabega, os
tensoativos podem ser classificados como né&o-idnicos, catibnicos, aniénicos ou
| anfoteros [1,2,5]. O grupo cabega de tensoativos aniénicos normalmente inclui sais
de metais alcalinos e alcalino terrosos de acidos carboxilico, sulfirico e fosférico.
Devido & estabilidade e a disponibilidade comerciai, os tensoativos catidnicos
usualmente contém grupos cabega com nitrogénio quaterndrio; enquanto 0s nao-
ibnicos apresentam cadeias de polioxietileno ou polioxipropileno como grupo polar
[6]. Alguns outros tensoativos consistem de duas ou mais cadeias hidrofébicas, e
podem incorporar grupos funcionais [3]. Alguns exemplos das classes mais comuns
de tensoativos séo apresentados no quadro 4.

Quadro 4 - Estruturas de tensoativos de diferentes classes.

Tensoativo Férmula estrutural Tipo
Dodecilsulfato de sédio (SDS) CH3(CH2)11SO4Na* Anibnico
Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB) CHa3(CH2)4sN*(CHa)sBr Catiénico
Polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol (Triton Né&o-idnico
X-100) (CH2)sC(CH2)C(CHa3)- —@—
. (OCHCH,);0H
Butirato de 4—(dodecildimetilam6nio) (DAB) | CH3(CHg)11N*(CH3)2(CH2),COO" [ Anfétero

As dife_ren(:as nas propriedades quimicas dos tensoativos, que s3o devidas a
natureza da cadeia hidrofébica (grau de ramificagdo, numero de carbonos,
aromaticidade) séo usuaimente menos pronunciadas que aquelas devidas ao grupo
cabega hidrofilico [1].
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Dependendo de sua estrutura quimica e da natureza do meio no qual se
encontra, estas moléculas anfiflicas podem originar diferentes estruturas
organizadas chamadas de micelas normal e reversa, microemulsdes, monocamadas,
bicamadas e vesiculas [4].

As micelas normais s&o definidas como agregados moleculares, possuidoras
de regides estruturais hidrofilica e hidrofdbica, que dindmica e espontaneamente se
associam em meio aquoso, a partir de uma determinada concentrag#o critica (CMC —
concentragdo micelar critica) [1,4]. Segundo Mclintire [5], a CMC é muitas vezes
referida como uma concentragdo Unica, quando de fato, & uma faixa estreita de
' concentragcbes acima da qual algumas propriedades fisicas da solugdo sdo alteradas.
Abaixo da CMC, o tensoativo esta predominantemente na forma monomérica [7). A
geometria das micelas € ainda um assunto bastante discutido, mas alguns autores
[2,5,8] consideram que em concentragdes proximas a CMC, as micelas s&o esféricas
(3-6 nm didmetro) e consistem de 30-200 mondmeros, dependendo do tensoativo.
Um aumento na concentragdo do tensoativo, conduz a formagdo de micelas
cilindricas.

A CMC depende da estrutura do tensoativo, sendo que quanto mais longa a
cadeia de hidrocarbonetos, menor a CMC [2,3]. Ela depende também das condigbes
experimentais (forga ibnica, contra-ion, temperatura e pressdo) [9,10]. Os
mondmeros de tensoativos estdo em equilibrio dindmico entre as micelas e a
solucdo. Micelas s&o termodinamicamente estéveis e facilmente reprodutiveis, sendo
destruidas pela diluigdo com a4gua quando a concentragdo dos tensoativos & menor
que a CMC [2].

Em uma micela normal, os mondémeros individuais estdo orientados com a
regido hidrofilica em contato com a fase aquosa (formando uma superficie polar) e a
regi&o hidrofébica comprimida no interior do agregado, formandc um ntcleo central
ndo polar [1,3,4). As micelas reversas sfo formadas quando os tensoativos se
associam em meios n&o aquosos. A parte hidrofobica da molécula se estende pelo
solvente n&o polar, enquanto o grupo cabeca esta unide com outros para formar o
nucleo hidrofilico destes agregados [2,5]. A figura 19 mostra um esquema
representativo das micelas normal e reversa.
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(a) (b)
Figura 19 — Esquema representativo de (a) micela normal (meio aquoso) e (b) reversa (meio

Nao aquoso).

Como a maioria das aplicagbes analiticas envolvendo tensoativos ocorre em
meio aquoso, neste capitulo o termo micela sera utilizado para se referir & micela
normal.

Uma importante propriedade das micelas (e de outras estruturas organizadas)
€ a solubilizacdo de moléculas organicas. Esta incorporacdo de moléculas
geralmente causa uma diminuigdo na CMC do sistema [2,11,12]. Além disso, a
solubilizagdo de uma quantidade relativamente grande de moléculas ndo polares
pode alterar o numero de agregagéo (N) da micela [3,12]. O sitio de solubilizagdo
varia com a natureza da espécie solubilizada e do tensoativo. Espécies idnicas com
carga oposta a do grupo cabega da micela podem ligar-se fortemente a estes grupos
por atracdo eletrostatica [2,11,13]- Existem evidéncias de que espécies ndo polares
com elétrons polarizaveis (compostos aromaticos) se localizam mais préximo ao
grupo cabega polar do que no interior do nucleo da micela [14], enquanto alcanos,
possivelmente interajam mais com o nucleo da micela [2,11,15]. As informacées
sobre estes sitios sdo usualmente obtidas a partir de estudos do solubilizado antes e
depois da solubilizac&o por meio de técnicas, tais como: ultra-violeta, ressonancia
magnética nuclear e fluorescéncia. Baseado nestas investigagdes, os seguintes
modelos de incorporagéo tém sido sugeridos [2,3,8,16]:

1- Adsorgéo sobre a superficie da micela, na interface micela/solvente,

2- No caso de grupos polioxietileno (tensoativos néo-idnicos) entre os grupos

cabecas hidrofilicos;

97



Capitulo 1l — Pré-concentracfo de Cobalto com Extracio no Ponto Nuvem

3- Na camada paligada (formada pelas longas cadeias de hidrocarbonetes),
proximo aos grupos hidrofilicos;

4- Mais profundamente na camada paligads;

5- No nuicleo interno da micela.

Essas interagbes entre micelas e os substratos solubilizados sdo altamente
dinadmicas. As micelas tém natureza transiente sendo que um mondmero dentro da
micela apresenta um tempo de vida na ordem de 10 ps, enquanto micelas se formam
e dissolvem numa escala de tempo de milisegundos [3,7,11]. A localizagéo e ©
microambiente do substrato em questdoc ndo sdo constantes, pois © mesmo esta
continuamente em um estado de fluxc entre as fases aquosa e micelar [2,17,18].

As micelas podem solubilizar, concentrar e compartimentalizar ions e
moléculas, podem modificar propriedades cido-base e de oxi-redugéo, e equilibrios
e, ainda, podem influenciar a velocidade de reages, modificar rotas quimicas e
influenciar a estequiometria de uma reagdo [7]. Devido a isso, os ambientes
micelares s&o empregados em vérios campos da quimica analitica, visando a
melhora das caracteristicas analiticas dos métodos ja existentes efou o
desenvolvimento de novos métodos, como os de extrag@o/pré-concentragdo que
seréo discutidos a seguir.

Algumas das aplicagdes mais importantes e praticas do emprego das micelas
se encontram nos processos de separagdo, principalmente por meio do fendmeno
do ponto nuverﬁ. .

1.2. O fendbmeno do ponto nuvem

A extragdo no ponte nuvem & um dos métodos mais simples e verséteis para a
pré-conéentragéo e extragéo de espécies hidrofébicas & partir de solugSes aquosas
[19]. O metodo mais conhecido baseia-se na propriedade dos tensoativos néo-
idnicos de formar micelas em solugbes aquosas. Esta solugéo, quando aquecida a
uma determinada temperatura (conhecida como ponto nuvem), torna-se turva. s,
acima desta, a solugio se separa em duas fases isotrépicas: uma fase de pequeno
- volume e rica em tensoativo (denominada fase rica), e a outra denominada fase
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aquosa ou fase pobre, contendo uma concentracdo de tensoativo préxima a CMC
[3,20,21]. A temperatura na qual ocorre a separagéo de fases depende da estrutura e
da concentragéo do tensoativo [21].

Watanabe e Tanaka [22] foram os primeiros a desenvolver este método de
extragdo, baseado na separacéo de fases induzida por elevagio da temperatura a
partir de uma solugdo micelar aquosa.

De acordo com Corti ef al. [23], este fenbmeno, que é especiaimente
observado com tensoativos do grupo do polioxietilenos, pode ser atribuido aos
segmentos Oxido etil na micela. Estes se repelem a baixas temperaturas e se atraem
a altas temperaturas. Outros autores [24] sugerem que a separagéo das fases resuita
de uma competi¢gdo entre entropia, a qual favorece a miscibilidade das micelas na
agua e a entalpia, que favorece a separacgéo das micelas da agua. Blankschtein ef al.
[25] e Rupert [26], discutem em seus trabalhos que o fenémeno ponto nuvem ocorre
devido & mudancas no balang¢o das interagdes hidrofilicas e hidrofébicas. Embora
diferentes mecanismos tenham sido propostos para explicar a separa¢éo das fases,
estes ainda ndo foram completamente elucidados. De quaiquer modo, é consenso
que a separacao das fases é extremamente dependente das interagbes que ocorrem
no sistema [27].

Para uma série homéloga de tensoativos néo-ibnicos polioxietilados, o ponto
nuvem aumenta com a redugéo do comprimento da cadeia de hidrocarbonetos ou
com o aumento do comprimento do segmento oxietileno [28].

A presenca de outros tensoativos, acidos e bases, sais e aditivos organicos
pode alterar, muitas vezes drasticamente, a temperatura do ponto nuvem [21,27,29-
31]. O ponto nuvem dos tensoativos ndo-ibnicos aumenta bruscamente pela adicéo
de pequenas quantidades de um tensoativo idnico (anibnico ou catidnico) [32-34].
Para sistemas mistos, formados por tensoativos nao-idnicos e idnicos, o ponto
nuvem diminui quando se adicionam pequenas quantidades de sais inorganicos [34-
37]. o

O processo de separagdo das fases é reversivel, @ quando a temperatura cai
abaixo da temperatura de ponto nuvem, uma unica fase & obtida novamente
[20,21,28].
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As solugbes micelares de tensoativos anféteros também apresentam uma
separacéo de fases dependente da temperatura [38]. Ao contrario do que ocorre com
os tensoativos n&o-idnicos, a separagdo de fases em solugdes aquosas da maior
parte dos sistemas micelares anféteros é induzida pelo abaixamento da temperatura
{21]. A presenca de aditivos também pode alterar o ponto nuvem de solugdes de
tensoativos anféteros {39,40], muito embora o efeito destes aditivos seja oposto
aquele que ocorre com tensoativos nao-idnicos [41,42).

A adicdio de altas concentragdes de sal (> 2 mol L") a uma solucéo de
tensoativo idnico (aniénico ou catidnico), pode causar a separa¢éo de uma fase rica
- em tensoativo [19,43]. De acordo com Casero ef al, [44] a adicdo de uma grande
quantidade de eletrélito minimiza os efeitos de repulsdo eletrostética entre as
micelas, possibilitando assim a separagéo das fases. Quando a separagéo de fases
€ induzida em um sistema micelar com tensoativos idnicos pela adigio de um
eletrdlito ou de outro tensoativo, se usa o termo coacervato [43,45].

Uma outra possibilidade da ocorréncia do fendmeno ponto nuvem se relaciona
com o emprego de tensoativos anidnicos quando a concentragsio &cida do meio é
elevada [44].

Como discutido anteriormente, durante a sua formacao, as micelas possuem a
capacidade de reter substéncias hidrofébicas, isolando-as da solugéio aquosa [6,46].
Assim, compostos hidrofébicos, os quais s&o soiubilizados na solugdo micelar, sdo
extraidos em uma fase rica em tensoativos, enquanto compostos hidrofilicos
permanecem na fase aquosa [22,47]. Devido a isto, o fenémeno do ponto nuvem
com tensoativos ndo-idnicos tem sido muito utilizado em eficientes métodos de
- extragdo para a separagdo, pré-concentrac@o ou purificagdo de uma variedade de
substancias, incluindo ions metdlicos [48,49] e varios compostos orgénicos [50-52].
Ja os outros métodos foram ainda pouco estudados, sendo que estes sistemas
também s&o de grande interesse na quimica analitica, principalmente por sua
versatilidade. |

Com relagio ao emprego de tensoativos na separacao/pré-concentracio,
alguns aspectos devem ser considerados [48,53-56]: i) 0 tensoativo deve possuir
capacidade naturat de extrair o analito para a fase rica, sendo que o analito pode ser
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extraido em pequenos volumes desta fase; ii) a pré-concentragiio depende da
hidrofobicidade do complexo formado com o analito; iii) 0 processo de separagéo das
fases é reversivel; .

O uso de tensoativos em processos de extragéo e pré-concentrag&o apresenta
algumas vantagens [17,22,48,57]:

» altos fatores de pré-concentracédo (de 10 a 100) sdo facilmente obtidos
com boas recuperagdes, o que resulta em melhora na sensibilidade;

e s80 requeridas quantidades menores das amostras aquosas
(normalmente de 50 a 100 mL) para se obter os mesmos fatores de pré-
concentragao obtidos com cerca de 1 L de amostra para os procedimentos classicos
de extragdo liquido-liquido;

e 0 uso de pequenas quantidades de tensoativos (que apresentam menor
toxicidade) elimina a manipulagdo de grandes volumes de solventes organicos
volateis e inflamaveis e minimiza também os custos, tornando assim, os
procedimentos mais seguros e econdmicos; |

» a disposi¢éo final dos residuos é facilitada, uma vez que estes podem
ser incinerados; '

e 0 procedimento de extragdo &€ mais simples e conveniente do que o
empregado para a extragao liquido-liquido.

A principal desvantagem das extragdes por ponto nuvem & o baixo coeficiente
de particdo de muitas espécies neutras de quelatos metdlicos, 0 que pode ser
resolvido somente com o uso de ligantes altamente hidrofobicos [21].

Desta forma, a crescente utilizagdo dos tensoativos em quimica analitica é

justificada, pois propicia maior sensibilidade e possibilita, muitas vezes, methora em
seletividade.

1.3. Aplicagdes analiticas do ponto nuvem

Sistemas micelares aquosos tém sido empregados com sucesso em muitos
-campds da quimica analitica, com aplicagbes em espectroscopia, eletroanalitica e
processos de separagdo. O método do ponte nuvem € empregado em processos que
" envoivem separacgéo e/ou pré-concentragio. '
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A separagdo de membranas protéicas (acetilcolinesterase, bacteriordopsina e
citocromo C oxidase) de proteinas hidrofilicas (catalase, ovobumina, concanavalina A
e albumina) foi realizada com o método do ponto nuvem pelo uso de Triton X-114
[58].

Horvath e Huie [59] extrairam coproporfirina de amostras de urina utilizando
Triton X-100 e K3PO, para abaixar a temperatura de ponto nuvem. Qs fatores de pré-
concentragéo obtidos variaram de 10 a 100, e a eficiéncia de extracfio foi cerca de
94%.

- O método do ponto nuvem induzido por temperatura utilizando o tensoativo
* né@o-idnico Triton X-114 foi aplicado para a pré-concentragso de Co, Fe e Ni, sendo a
determinac&o realizada por espectrometria de absorcio atémica com chama (FAAS).
Foram obtidos fatores de pré-concentragéo de 20 vezes para todos os elementos
estudados [19]. Oliveros ef al. [20] utilizaram o mesmo tensoativo para a pré-
concentraggo de Ni e Zn, com a determinag&io também sendo realizada por FAAS.
Os fatores de pré-concentragdo obtidos foram de 10 vezes para Zn e de 25 vezes
para Ni.

A determinagéo de chumbo em amostras bioldgicas (saliva) foi realizada com
sucesso, apods a pré-concentragéo do analito pelo método do ponto nuvem, mas sem
0 uso de agentes complexantes. O tensoativo utilizado pelos autores [60] foi o
PONPE 7,5 (ndo-idnico), @ FAAS foi a técnica de quantificagio. Foi obtido um fator
de pré-concentracéo de aproximadamente 67 e a porcentagem de recuperacao foi de
99,9 %.

Paleologos et al. [61] realizaram a pré-concentragdo com o método do ponto
nuvem (Triton X-114) para a determinagfio seletiva das espécies de Cr por
fluorimetria, empregando um sistema de fluxo. Os autores obtiveram um fator de pré-
concentragio de 25 vezes.

O método do ponto nuvem foi empregado para a pré-concentracédo de
germanio (complexado com querceting) antes da quantificagéo por espectrometria de
absorgéo atdmica com chama e geragdo de hidretos. Quando os autores [62]
utitizaram o Triton-X114 foram obtidos fatores de pré-concentragcdo de 200 e
recuperacdes que variaram de 93 a 105 %.
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Gadolinio foi pré-concentrado a partir de amostras de urina, na forma do
complexo Gd(lll)-2-(3,5-dicloro-2-piridilazo)-5-dimetilaminofenol, utilizando-se o
tensoativo ndo-ibnico PONPE 7,5. O maior fator de pré-concentracéo obtido foi de 25
vezes e a eficiéncia de extragéo foi de aproximadamente 99 % [63).

O método do ponto nuvem pode ser utilizado para a extragdo direta de
compostos organicos presentes em amostras de solos, sendo algumas vezes
aplicado na descontaminacio deste tipo de material. Com a utiliza¢&o do tensoativo
n&o-idbnico Genapol X-80, cerca de 67 % de benzo[a]pirenc e benzo[kfluoranteno
foram solubilizados e recuperados & partir de uma suspensao de amostras de solo
[64]. Laha e Luthy [65] conseguiram remover 82 % de fenantreno em amostras de
solo contaminado, utilizando uma solugéo de Brij 30 1,5 % m/v. Os autores testaram
também uma solugdo de Triton X-100 1,5 % mlv, sendo obtida uma remogéo de
88 %. |

Saitoh e Hinze [39] obtiveram sucesso ao empregar o tensoativo anfétero Co-
APSOQO4 para a pré-concentragdo de hormdnios, vitamina E e bacteriorhodopsina a
partir de solugdes aquosas. Os fatores de pré-concentrac@o obtidos variaram de 26 a
45 vezes, e as recuperagdes de 88 a 96 %. .

A pré-concentragdo por ponto nuvem foi realizada para a determinagéio de
aluminio em solugdes parenterais. O metal foi complexado com Cromo Azurol S e
extraido pelo tensoativo catidnico cloreto de benziidimetiltetradecitaménio (CBDTA).
Nas condi¢cdes otimizadas, os autores obtiveram um fator de pré-concentracéo de 50
e uma extracio de 99,9 %.

Casero et al. [44] propuseram um método por ponto nuvem utilizando
tensoativos anidnicos (SDS e SDSA), no qual a separagdo é induzida pelo aumento
da concentraggio acida do meio. Este método foi utilizado para a pré-concentragéo de
hidrocarbonetos policiclicos arométicos em amostras certificadas de lodo de esgoto.
As recuperagdes obtidas foram de 85 a 100 % e os fatores de pré-concentragéo
foram de api'oximadamente 10 e 20 para SDS e SDSA, respectivamente.

'O método do pontc nuvem ¢é utilizado com diferentes configuragbes e
finalidades, principaimente pela sua grande versatilidade. Os tensoativos ndo-idnicos
s&o os mais utilizados, sendo que a aplicagdo dos tensoativos idnicos e de sistemas
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mistos para processos de separacfo efou pré-concentracéo requer ainda mais
estudos.

1.4. Cobaito

O cobalto é um elemento metalico que € bastante comum na crosta terrestre,
apesar de nao ser muito abundante. Na natureza, o cobaito ocorre em dois estados
de oxidagdo, Co® e Co™ e a formag&io do complexo anitnico [Co(OH)s também é
possivel [66].

O cobalto € um elemento essencial, sendo o principal constituinte da
vitamina B12 [67,68]. Os organismos humanos néo s&o capazes de sintetizar essa
vitamina a partir do cobalto ingerido, sendo que a mesma necessita ser obtida pela
ingestdo de alimentos [67]. As principais fontes de vitamina B12 incluem alguns
peixes (truta, arenque, cavala, entre outros), ostras, ovos e leite [68].

A dose diaria requerida para adultos é de 3 a 4 ug desta vitamina, e a
- concentragdo normal no plasma humano é de 450 ng L™, sendo que sua deficiéncia
pode causar anemia pemiciosa [68]. Em alguns 6rg&os, como figado, coragéo e rins
a concentragdo de vitamina B12 é particularmente elevada. O uso de medicamentos
a base de vitamina B12 é amplamente indicado para o tratamento de diversas
doengas, tais como anemia perniciosa e disturbios relacionados a fadiga muscular.
Altos teores de cobalto no organismo séo extremamente perigosos, pois prejudicam
a absorgéo do ferro. Além disso, outros efeitos toxicolégicos incluem vasodilatacéo,
vermelhid&o e cardiomiopatia em humanos e animais [67].

Devido & importancia do cobalto como elemento essencial, a sua
determinac&o em diferentes amostras € de grande relevéncia e diversas técnicas s&o
utilizadas para este fim, tais como: espectrometria de absorgio atémica [70,71],
espectrometria de emiss&o atémica [72] e espectrofotometria de absor¢do molecular
[73-75].
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Equipamentos e acessérios

Espectrometro de Absor¢céo Atdmica com Chama Perkin-Elmer, modelo
AAnalyst 300, equipado com sistema de corregao de fundo por lampada de
deutério (Norwalk, CT, EUA).

Espectrometro de Absor¢éo Atdémica com Forno de Grafite, Perkin Elmer,
modelo AAnalyst 600, equipado com corretor de fundo por efeito Zeeman e
auto-amostrador Perkin Eimer, modelo AS 800 (Norwalk, CT, EUA).
Lampada de catodo oco de cobaltoe (Perkin-Eimer, Norwalk, CT, EUA).
Centrifuga Nova Técnica modelo NT 811 (Piracicaba, SP, Brasil).

Balanga Anélitica, marca Mettier, modelo AE 200 (Bradford, MA, EUA).
Potenciémetro, marca Digimed, modeio DM20 (S&o Paulo, SP, Brasil).
Bloco Digestor Marconi, modelo MA 4025, com 40 cavidades e tubos de 50
mi de capacidade (Piracicaba, SP, Brasil).

Placa aquecedora QUIMIS (Diadema, SP, Brasil).

2.2. Reagentes e solugdes

Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se agua desionizada e
reagentes de grau analitico.

Nos experimentos foram empregados os seguintes reagentes:

e 2-(5-bromo-2-piridilazo)5-dietilaminofencl (5-Br-PADAP), C4sH17BrN4O,
MM=349,23 g mol"! (Merck, Darmstadt, Alemanha)

e 1-(2-piridilazo)2-naftol (PAN), CisH11N3O, MM=249,27 g mol” (Merck,
Darmstadt, Alemanha)

e Sal monossédico de 4-(2-piridilazo)resorsinol (PAR),
C11HgN302Na.H,0, MM=237,20 g mol™! (Merck, Darmstadt, Alemanha)

.« Dodecilsulfato de sodio (SDS), Ci2HxsSO«Na, MM=288,38 g mol*

(Synth, Diadema, SP, Brasil)

‘e Sal s6dico do &cido dodecanosulfénico (SDSA), CiHzsSOsNa,

- MM=272,38 g mol™* (Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, EUA)

105



Capitulo 1] - Pré-concentracéo de Cobalto com E_xtraﬁo no Ponto Nuvem

» Polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol (Triton X-100), CasHezOn1,
MM=646,37 g mol™ (Merck, Darmstadt, Alemanha)

* Cloreto de sddio, NaCl, MM=58,44 g mol” (Synth, Diadema, SP, Brasil)

e Hidréxido de sadio, NaOH, MM=40 g mol™ (Merck, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) '

» Nitrato de magnésio, Mg(NO1)2.6H.0, MM=25641 g moi” (Merck,
Darmstadt, Alemanha)

e Acido Bérico, HsBO;, MM=61,83 g mo!"' (Merck, Darmstadt, Alemanha)

¢ Cloreto de potdssio, KCI, MM=74,55 g mol” (Mallinckrodt, Xalostoc,
México)

e Acido cloridrico concentrado, HCI 37 % m/v, d=1,19 g mL"!, MM=36,45
g mol™ (Mallinckrodt, Xalostoc, México)

» Acido nitrico concentrado, HNO; 65 % m/v, d=1,40 g mL™, MM=63,01
g mol" (Mallinckrodt, Xalostoc, México). |

» Peroxido de hidrogénio, H202 30 % m/iv, d=1,11 g mL", MM=34,01
g mol™* (Merck, Darmstadt, Alemanha)

» Etanol LiChrosolv, CHeO, MM=46,07 g mol' (Merck, Darmstadt,
Alemanha)

e Solugéo de Co 1000 ug mL™" (Mallinckrodit, Paris, Kentucky, EUA)

Todas as solugdes foram preparadas e armazenadas em frascos de
polipropileno previamente descontaminados. Os frascos plasticos, vidrarias e demais
utensilios de laboratério foram descontaminados por meio de imersdo em HNO;
10 % viv por 12 h. Depois, 0 material foi lavado 3 vezes com agua Milli-Q e, em
Aseguida, seco a temperatura ambiente.

As solugdes de 5-Br-PADAP, PAN e PAR 0,025 % m/v foram preparadas pela
dissolucdo de 25 mg dos respectivos reagentes em 25 mL de Triton X-100 16 % miv,
sendo o volume completado para 100 mL com agua desionizada.

Os tensoativos SDS e SDSA foram empregados na forma sélida.

Solugbes de Triton X-100 10 e 16 % m/v foram preparadas, respectivamente,
pela dissolugéo de 10 e 16 g do reagente em agua desionizada. Apesar do reagente
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pesado porque, apesar de ser liquido, apresenta alta viscosidade, o que dificultava a
medida do volume. Apds a dissolugdo, as solugbes foram transferidas para balbes
volumeétricos de 100 mL e o volume foi completado com agua desionizada.

Foram preparadas solugdes de NaOH nas concentragbes de 1, 0,5 e 0,1 mol
L' pela dissolugéio de quantidades apropriadas do sal. Solugbes de HCIi, nas
mesmas concentragGes, foram preparadas pela diluigdo do acido concentrado.

Para o preparo da solugdo H3BO3s/NaOH pH 9,0, primeiramente preparou-se
50 mL de uma solugéo 1 mol L™ em H3BOs e 1mol L™ em KCi. Depois, preparou-se
25 mL de uma solugdo de NaOH 1 mol L'. Em um baldo volumétrico de 50 mL,
colocou-se 25 mL da solugéo de HsBOs/KCI e adicionaram-se 10,4 mL da solugéo de
NaOH. O volume foi, entdo, completado com agua desionizada [76].

Solugdes de 10 e 100 mg L™ Co foram preparadas a partir de uma solugéio
estoque de 1000 mg L™! Co em HNOs 1% v/v. A solugsio de 10 mg L™ Co foi utilizada
como amostra para a otimizacao das condi¢des de pré-concentragéo, e a de 100 mg
L™ Co para a construgéo da curva analitica de calibrag3o.

Para a curva analitica de calibragdo (0,5-3,0 mg L™), utilizada na otimizag&o
do processo de pré-concentragdo, aos volumes adequados a partir da solugdo
estoque de 100 mg L™ Co, foram adicionados SDS ou SDSA, Triton X-100 e etanol
na mesma concentragdo encontrada nas micelas (50 % viv). O volume foi
completado com HCI 1 mol L™ ou NaCl 1 mol L. As quantidades de SDS e de Triton
X-100 foram dependentes do experimento realizado.

O modificador quimico Mg(NOs), 0,15 % m/v foi preparado pela dissolugéo da
quantidade apropriada do sal hexahidratado em agua desionizada.

- 2.3. Amostras
_ 'As amostras de medicamento foram adquiridas comercialmente, e
apresentavam as seguintes especificacdes:
- Cobaglobal comprimidos (Legrand, S. Bemardo do Campo, SP, Brasil)
- 1 mg de cobamamida, 4 mg de ciproeptadina |
- Forten - Poliaminoacidos (Farmalab, Santana de Pamaiba, SP, Brasil)
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- 10 mg de L-fosfotreonina, 40 mg de L-fosfoserina, 60 mg de L-
glutamina, 40 mg de L-triptofano, 100 mg de L-arginina, 500 ug de
hidroxocobalamina

O medicamento Cobaglobal é fornecido na forma de comprimidos. Para
facilitar o processo de mineralizagéo, 10 comprimidos foram retirados da embalagem,
pesados e triturados manualmente com o emprego de gral e pistilo. Apés esta etapa,
o medicamento foi armazenado em frasco de polietileno descontaminado. O
medicamento Forten ja se encontrava na forma de p6.

2.4. Pré-concentragéio de cobalto pelo método do ponto nuvem

2.4.1. Otimizagdo do método de pré-concentracdio com ponto nuvem
induzido por acido. |

Alguns estudos foram realizados a fim de propor o uso de tensoativos
anidnicos para a pré-concentrag&o de cobalto, peio método do ponto nuvem.

Inicialmente, foram estudadas as condi¢bes necessérias para que ocorresse a
separacao de fases (sem pré-concentragfio) e para que se obtivesse, em cada caso,
as relagbes entre o volume de fases. Desta forma, foram variadas as concentragdes
dos reagentes envolvidos no processo de separagéo:

e HCI(2-4mol L")

e SDS(0-2% miv)

e Triton X-100 (0 - 0,5 % viv)

Este estudo foi conduzido em tubos de ensaio, onde o volume final (15 mL) foi
sempre ¢ mesmo, e as concentragies dos reagentes em questio foram variadas.
Apbs a adi¢do de todos os reagentes, o tubo foi vedado com Parafilm, a solugo foi
- homogeneizada manualmente e, depois, centrifugada a 3000 rpm (cerca de 1780 g)
por 10 min para que ocorresse a separagio das fases. Naqueles experimentos onde
ocorreu a separacéo das fases, determinou-se a altura das mesmas para o célculo
do fator de pré-concentracio maximo.

Depbis de estabelecidas as condigbes de obtencdo do ponto nuvem,
estudaram-se as varidveis que influenciam na pré-concentragio do cobalto, tais
como:
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¢ complexante (PAN, PAR, 5-Br-PADAP)

e concentrag&o dos complexantes (0-0,01 % m/v)

e tensoativos anibnicos (SDS e SDSA),

¢ concentrag&o dos tensoativos anidnicos (0,5-3,0 % m/v),
* pH de complexagéo (2-10)

¢ tempo de complexagéo (0-4 h),

¢ tempo de contato entre complexo e tensoativo (0-4 h).

Para os experimentos foram usados tubos de ensaio de 20 mL, nos quais o
volume final variou de acordo com os diferentes estudos realizados. Nestes tubos,
adicionou-se solugcdo de Co (concentragio final de 100 pg L), solugdo do
compiexante e de NaOH ou HCI para ajustar o pH. Ap6s o tempo necessario,
adicionou-se o fensoativo na forma sélida e, por Ultimo, HCI concentrado
(concentragio final de 4 mol L™). Os tubos foram vedados com Parafilm, agitados
manualmente para homogeneizagdo da solugdo, e depois submetidos &
centrifugacéo para a completa separagéo das fases. A relagio Fase Rica (FR)/Fase
Pobre (FP) foi determinada. Os tubos contendo as duas fases foram colocados em
um congelador por aproximadamente 5 min para facilitar a retirada da fase rica.
Devido & viscosidade, a fase rica foi diluida (1:1) com uma mistura 9:1 de etanol:HCI
e o Co foi determinado por FAAS em ambas as fases. As condigdes experimentais
utilizadas na determinagdo de Co foram as recomendadas peio fabricante
(comprimento de onda: 242,5 nm; abertura da fenda: 0,2 nm; vazdo de acetileno: 2 L
min™, vazéo de ar: 10 L min™).

Como se tratava da otimizagdo das condigSes de pré-concentragsio, nao foi
possivel construir a curva de calibragio da mesma forma como foram preparadas as
amostras sintéticas. Assim sendo, a curva de calibragio utilizada variou de 0,5 a 3,0
mg L™ e foi preparada como descrito anteriormente.

Os fatores de pré-concentrago reais foram calculados a partir da
concentragao inicial de cobalto na solugéo e da concentragéo obtida na fase rica. As

condigfes Otimas de pré-concentraglo foram selecionadas com base nestes
calculos.
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2.4.2. Otimizacdo do método de pré-concentraglio com ponto nuvem
induzido pela adig@o de NaCl

Primeiramente foram otimizadas as condigbes para que a separacdo das
fases ocorresse a temperatura ambiente, sendo estudadas:

¢ concentragéo de Triton X-100 (0,1 a 0,45 % m/v)

¢ concentragéo de SDS (0,1 20,5 % m/v)

¢ concentragéo de NaCl (6 a 10 % m/v)

Este estudo foi realizado em tubos de ensaio de 15 mL, nos quais foram
variadas as concentracdes dos reagentes acima citados. Ap6s a adic&o de todos os
reagentes o tubo foi vedado, a mistura homogeneizada e observado o
comportamento da solugéo. Quando esta solugdo permanecia limpida, a mesma era
aquecida em placa aquecedora, sendo determinada a temperatura de turvacéo
(ponto nuvem). Quando a solucdo turvava a temperatura ambiente, a mesma era
centrifugada a 3000 rpm (~1780 g) por 10 min. Apés a separagio das fases, a altura
das mesmas era determinada para o célculo do fator de pré-concentracio maximo
(FCM).

Apés a otimizacdo das condigdes de separacdo, testaram-se os melhores
resultados obtidos (maiores FCM) para a pré-concentragio de cobalto. As variaveis
que influenciaram a complexagdo do cobalto foram mantidas, e o fator de pré-
concentragéo real foi avaliado neste estudo. Para isso, em tubos de ensaio,
adicionaram-se 12,5 mL de uma solucéo de Co 100 ug L™, 0.2 mL de 5-Br-PADAP
0,025 % miv, 0,5 mL da solugdo de H3BOs/NaOH pH=9,0 e as quantidades
necessarias de Triton X-100, SDS e NaC!. Ent3o, as solugdes foram centrifugadas
para facilitar a separagio das fases. Apés a separagio, os tubos foram colocados no
congelador para facilitar a retirada da fase rica, que foi diluida (1:1) com uma mistura
9:1 viv de etanol:HCI. O cobalto foi determinado por FAAS nas duas fases.

2.4.3.'Deferminaqﬁo das caracteristicas analiticas dos métodos
Para a determinacio das caracteristicas analiticas (limites de deteccéo e
quantificagcédo, precisdo e faixa linear) dos métodos de pré-concentragéo propostos,
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-foi construida uma curva analitica de calibragdo (25400 ug L), utilizando-se as
condigdes de pré-concentragéo otimizadas para cada um dos métodos:
¢ Ponto nuvem induzido por HCI

Em tubos de ensaio de 20 mL foram colocados: 12,5 mL de soiugéo de Co
(25-400 ug L), 0,2 mL de 5-Br-PADAP 0,025 % m/v em TX-100 4 % m/v, 0,5 mL da
solugéo de H3BOa/NaOH pH=9,0 (esperou-se aproximadamente 20 min para uma
efetiva complexagéo), 0,15 g de SDS e 6,5 mL de HCI concentrado.

¢ Ponto nuvem induzido por NaCl |

Em tubos de ensaio de 20 mL foram colocados: 12,5 mL de solucdio de Co
(25-400 pg L), 0,2 mL de 5-Br-PADAP 0,025 % m/v em TX-100 4 % m/v, 0,5 mL da
solugdo de H3BOs/NaOH pH=9,0 (para que ocorresse uma efetiva complexagso,

-esperou-se aproximadamente 20 min), 245 uL de TX-100 10 % m/v, 270 uL de SDS
10 % m/iv e 1,35 g de NaCl.

Em ambos os casos, os tubos foram vedados, a soluc&o foi homogeneizada e
centrifugada a 3000 rpm {~1780 g) por 10 min, sendo depois colocados no
congelador para facilitar a retirada da fase rica que ficava mais densa. A fase rica foi
retirada, colocada em tubos de polietileno de 5 mL e diluida com etanol: HCI 9:1 viv
até o volume de 2 mL. O cobalto foi determinado nesta solugdo por FAAS.

Foram realizados também 11 brancos (preparados separadamente), para se
calcular os limites de detecgdo e quantificag@o, sendo que ao invés de solugdes de
Co, foram usados volumes iguais de agua desionizada.

Os pontos da curva de calibracdo e os brancos foram obtidos como se fossem
as amostras, sendo determinada a absorbéancia comrespondente a cada concentragéo
e esta absorbancia foi utilizada para a construgio da curva de calibrago.

~ Para se determinar a preciséo, 10 amostras enriquecidas com 100 ug L™ de

Co foram pré-concentradas empregando-se cada método. A concentrago nas
mesmas foi determinada pela curva de calibrag&o para cada método.

~Foi também realizado um estudo para se verificar a porcentagem de

' recuperagho dos métodos. Para isso, amostras de agua de tomeira foram

enriquecidas com diferentes concentragdes de Co (variando de 40 a 185 ug L), e

submetidas aos processos de pré-concentracfo induzidos por HCI ou por NaCl. A
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quantidade extraida de cobalto na fase rica foi determinada, bem como avaliada a
eficiéncia da extragio.

2.4.4, Analise de amostras de medicamentos

Para a mineralizagdo, foram pesadas aproximadamente 100,0 mg das
amostras de medicamentos em tubos de digestdo. Adicionaram-se 5 mL de HNO;
concentrado. Os tubos foram colocados no bloco digestor e foram aquecidos a 80 °C
até a reducéo dos vapores de NO,.

Apés esta etapa, os tubos foram retirados do bloco digestor e resfriados &
temperatura ambiente. Entéo, adicionaram-se 3 mL de H-0.30 % m/v as amostras, e
os tubos de digestéo foram colocados novamente no bloco digestor. Os tubos foram
aquecidos a 140 °C até que a solugdo se toma5§3 limpida e foram retirados do bloco,
sendo em seguida resfriados. As amostras foram filtradas, através de papel de filtro
quantitativo e coletadas em baldes volumétricos de 50 mL. O volume dos baldes foi
completado com solugdo de NaOH 0,5 mol L™ para reduzir a acidez e facilitar o
gjuste de pH que ocorre na etapa de complexagso. O procedimento foi realizado em
quadruplicata. Foram realizados também 5 brancos dos reagentes.

O cobalto foi determinado diretamente nas amostras mineralizadas utilizando-
se a espectrometria de absorgéo atémica com atomizagsio eletrotérmica (ETAAS). O
comprimento de onda utilizado foi de 242,5 nm e a abertura da fenda de 0,2 nm,
ambos parametros recomendados pelo fabricante. Nessa técnica, o modificador
quimico utilizado foi Mg(NO3)2 0,15 % m/v. Foram utilizados 20 pL de amostra e 10
uL de modificador. O programa de aquecimento utilizado & apresentado no quadro 5.

Quadro 5 - Programa de aquecimento utilizado na determinago do cobalto por ETAAS.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (s) Tempo de Permanéncia (s)
Secagem 1 110 5 30
Secagem 2 130 15 30
Pirdlise : 1300 10 20
Atomizacao 2400 0 5
Limpeza ' 2450 1 3
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Pérara pré-concentragdo do cobalto, 12,5 mL da solugéo das amostras foram
transferidos para tubos de ensaio de 20 mL. Depois, seguiu-se 0 mesmo
| procedimento realizado para a obtengdoc da curva de calibragdo pelo método do
ponto nuvem induzido por NaCl.
| As etapas de centrifugagio, retirada da fase rica e diluigdo também foram
realizadas conforme descrito anteriormente.

A curva de calibragéo foi feita da mesma forma, tendo variado de 25 a 200
ug L™

As solugdes pré-concentradas foram analisadas por espectrometria de
absorgdo atébmica com chama e os resultados obtidos foram comparados
estatisticamente com aqueles obtidos por ETAAS. Este procedimento foi realizado
para a validagdo do método, uma vez que amostras certificadas para cobalto n&o
estavam disponiveis.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Otimizagdo do método de pré-concentragdo com ponto nuvem
induzido por HCI
Para a otimizagdo da separacio de fases por ponto nuvem para a pré-
concentracdo de cobalto foram estudadas diferentes variaveis: concentragbes de
SDS, Triton X-100 e NaCl (que favorecem a separagio), concentragio e tipo de
complexante, concentracao e tipo de tensoativo anidnico, pH de complexacéo, tempo
de reagéo entre metal e complexante, tempo de contato entre tensoativo € complexo.
A figura 20 mostra uma sequéncia de fotos obtida durante a pré-concentragéo de Co
por ponto nuvem induzido pela adicdo de HCI.
| Deve-se ressaltar que para avaliar a eficiéncia da pré-concentragéo para o Co
durante a otimizacéo do método, utilizou-se o fator de pré-concentragdo real (FCR)
que é a raz8o entre a concentragdo obtida do metal na fase rica (mg LY ea
concentracéo inicial do metal na solugdo homogénea (mg L™). A concentragéo do
metal na fase rica nos estudos de otimizagdo foi obtida por meio de uma curva de
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calibragdo em meio aquoso com a adigdo dos tensoativos, do HC| e do etanol
(descrita no item 2.2) Isto foi feito no intuito de evitar/minimizar efeitos de matriz
indesejaveis, bem como problemas com a nebulizagdo/atomizacdo. No entanto,
devido a presenca do etanol, a micela ndo era formada, ndo ocorrendo a pré-

concentracéo.

(1) () (3) (4) ®)

Figura 20 - Sequéncia de fotos obtidas durante a pré-concentragdo de Co com ponto nuvem

induzido por HCI (tempo total ~ 5 min). O tubo 1 apresenta a solugéo resultante logo apés a
adigcao do HCI. Nos tubos 2, 3 e 4 segue-se o processo de separacao das fases e o tubo 5
apresenta as duas fases apds a etapa de centrifugacéo, sendo verificada uma fase aquosa
amarelada, devido 30 excesso de complexante que nao foi extraido.

3.1.1. Efeito das concentragdes de HCI, SDS e Triton X-100
Para este estudo, como nao foi realizada a pré-concentragdo do cobalto, foi
considerado apenas o fator de pré-concentracdo maximo. Este fator € calculado
através da formula:
FCM = hep/her
onde: _
FCM - fator de pré-concentragdo maximo
hep - altura da fase pobre em tensoativo (cm)
her - altura da fase rica em tensoativo (cm)
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Este fator representa a relagéo entre as duas fases formadas durante o
processo de separacédo e, por isso, é o fator maximo de pré-concentragio que pode
ser obtido. Os resultados obtidos neste estudo s&o mostrados na tabela 18.

Tabela 18 - Fatores de pré-concentragéo maximos obtidos na otimizagéo do proceséo de
" separagio das fases

HCI 2 mol L™
SDS (% miv) Triton X-100 (% m/v)
0,0 0,1 0,25 0.5
0,0 NF* NF NF NF
0.5 NF NF 16,6 141
1,0 NF NF 9,6 6,0
2,0 NF NF NF NF
HCI 3 mol L*
0,0 NF NF NF NF
0,5 NF 20,8 NF 16,5
1,0 NF NF 14,0 10,9
2,0 NF NF NF 6,0
HCI 4 mol L |
0,0 NF NF NF NF
05 NF 41,6 34,7 NS*™
1,0 NF 32,3 26,0 22,4
2,0 NF 13,0 11,0 7.2

* N&o houve formagéo do ponto nuvem
** Houve formacé&o de goticulas de fase rica, mas néo ocorreu a separagéo

Quanto maior a concentra¢éo de HCI, mais favoravel é a separacsio das fases,
indicando que o &cido aumenta a hidrofobicidade dos tensoativos {44]. A adi¢gdo de um
contra-ion diminui a repulséo entre as micelas, favorecendo assim a separacio de
fases [21] |

o Quando se utiliza o SDS sem a adicdo do Triton X-100, ndo ocorre
imediatamente a separagio de fases para nenhuma das concentracdes de HCI
‘testadas. Para a concentragcéo de HCI 4 mo! L™ foi observada a separacio das fases
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ap6s 12 h de repouso. Para as concentragbes de 2 e 3 mol L', em até 48 h de
observagéo, o processo de separacdo n&o ocorreu. Por outro lado, quando foi utilizado

somente Triton X-100, ndo ocorreu a separacéo de fases no tempo méaximo observado
(48 h), mesmo quando altas concentragbes de HCI foram testadas.

Casero ef al. [44] realizaram um estudo semelhante para verificar a separacéo
de fases somente para os tensoativos anidnicos SDS e SDSA (sem adicéo de
tensoativos n&o-ibnicos) e obtiveram resultados concordantes. Entretanto, no estudo
realizado por eles, eram requeridos tempos de aproximadamente 24 h para a
separac@o das fases com o uso do SDS. Para o SDSA a turvacdo da solucéo
comecava a ocorrer com HC! 2,5 mo! L™ e com concentragdes acima de 3 mol L™ a
separagao era efetiva.

Para concentragbes de HCI menores que 4 mol L™ foi verificada uma relagdo
de interdependéncia entre as concentragdes de SDS e de Triton X-100. Quanto maior
a concentragdo de SDS, maior a concentragéo de TX-100 necessaria para que ocorra
o fendmeno ponto nuvem. De acordo com Gandhi ef al. [37] a presencga de algumas
moléculas de Triton X-100 na composicdo da micela minimiza as forcas de repulséo,
estabilizando-as e facilitando o processo de separacéo [37].

Com relagéo aos fatores de pré-concentracdo méximos, foi constatado que
quanto maior a concentragdo dos tensoativos (SDS e Triton X-100), menor o fator de
pré-concentragéo obtido. Isto ocorre porque o volume de fase rica formada é uma
funcéo da concentragsio dos tensoativos.

Outro fato a ser comentado é que, para as concentracdes de HCIl de 2 e 3 mol
L™, quando a concentragéo de SDS era maior que a de Triton X-100, o ponto nuvem
se formava na parte superior do tubo. Quando o contrario ocofria, © mesmo se
formava na parte inferior. Isto pode ser explicado pela diferenca de densidades. O
SDS possui uma cadeia bem menor do que o Triton X-100, o que pode ser verificado
pela estrutura dos tensoativos (quadro 4). Quando o SDS foi o tensoativo
predominante na micela mista, a fase rica apresentava uma densidade menor do que
da agua, e 0 ponto nuvem, por sua vez, se formava acima da fase aquosa. Nos casos
onde o Triton X-100 predominava, a densidade foi maior do que a da agua, e a fase
rica foi obtida na parte inferior do tubo.
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Para os préximos experimentos a concentragdo de HCI seré fixada em 4
mol L e a de triton X-100 em 0,1 % mfv.

3.1.2. Efeito do complexante e da concentragao do complexante

Os complexantes estudados foram PAN, PAR e 5-Br-PADAP e a
concentragdo dos mesmos foi variada de 0 a 0,01 % m/v. Os resultados obtidos
neste estudo podem ser observados pela figura 21.

A relacéo metal:ligante é de 1:2 para todos os 3 complexantes estudados [77].

Sem o uso de complexantes ndo ocorre a extragdo e a pré-concentracio do
cobalto (FCR ~ 1,0). O metal ndo possui a capacidade de se ligar ao ténsoativo,
sendo que a ligagdo e feita por meio do complexante (ligante hidrofébico). O metal se
liga ao complexante e o complexo, por sua vez, se liga ao tensoativo, por meio de
interacdes hidrofdbicas e eletrostaticas [28]. Desta forma a pré-concentragéo
depende de varios fatores, tais como: constantes de formagdo do complexo,
estabilidade do complexo formado, hidrofobicidade do complexante e afinidade do

. oomplexo com o tensoativo [62]. Pela figura 21, pode-se observar que para
concentragdes menores que 2,5 x 10° % (m/v), foram obtidos fatores de pré-
concentragéo reais (FCRs) proximos para os 3 complexantes estudados. Quando a
concentracdo dos mesmos é reduzida, o 5-Br-PADAP apresentou um melhor
desempenho e os FCRs obtidos com este complexante foram bem maiores
(aproximadamente o dobro). O 5-Br-PADAP é um reagente que apresenta boa
sensibilidade na determinagéo de baixissimas concentracSes de elerﬁentos de
transicéo [78].

Satake et al. [79] e Pancras ef al. [80] utilizaram 5-Br-PADAP para a
complexagdo do cobalto e discutiram em seus trabalhos que o complexante em
questéd é bastante seletivo para Co. Além disso, uma vez formado o _complexo
catiénico do cobalto, este ndo se decompbe mesmo em meio fortemente acido, pois
é altamente estével. .

O 5-Br-PADAP .apresenta uma sensibilidade alta para o Co- (8=0,00067ug
cm?). Como a estrutura destes quelatos deve ser analoga aquelas formadas com
PAR e PAN, a maior sensibilidade é atribuida a presenca do grupo —N(CHa), [77].
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Figura 21 — Resultados obtidos na pré-concentra¢do de Co, variando a concentragdo dos
complexantes. Concentragdes fixas: 0,1 % m/v TX-100, 100 pug'L™ Co e 4 mol L™ HCI (n=4).

Existe uma relagdc inversamente proporcional entre a concentragdo do
_ complexante e o FCR. Isto ocorre porque quando a cohcentragéo de complexante é
alta, moléculas deste que ndo se ligaram ao metai; estardo interagindo com o
tensoativo, e competihdo com as moléculas do complexo formado. Compostos que
apresentam iongas cadeias sdo menos sollveis nas solugbes aquosas de
tensoativos. Isto imp&e um limite na quantidade de ligante disponivel em excesso em
tais sistemas [21]. -

Desta forma, o complexante 5-Br-PADAP 3,5 x 10* % (m/v) foi fixado para os

outros experimentos.

3.1.3. Efeito do tensoativo e da concentragédo do tensoativo

As micelas mistas formadas a partir do aumento da acidez do meio e que
possibilitaram melhores fatores de  pré-concentragdo maximos, s&o
predominantemente formadas pelo tensoativo anidnico. Devido a isso, foi realizado
um outro_"estudo para se avatliar a eficiéncia do SDS e do SDSA na pré-concentragio
do cobalto, bem como a concentragéo dos mesmos.

Os résu!tados obtidos neste estudo podem ser vériﬁcados pela figura 22.
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Figura 22 — Resultados obtidos na pré-concentragdo de Co, variando a concentragéo dos
tensoativos. Concentragdes fixas: 0,1 % m/v TX-100, 100 pg L™ Co e 4 mol L' HCI (n=4).

O volume da fase rica e, conseqlentemente o fator de pré-doncentrag:éo,
depende da natureza do tensoativo ou da mistura usada, e da quantidade total de
tensoativos adicionada [21]. |

Como pode ser observado na figura 22, o tensoativo SDS possibilitou
melhores resultados de pré-concentracdo do Co em relagdo ao SDSA.

Quanto maior a concentragiio de SDS e SDSA, menor foi o fator de pré-
concentragéo obtido. Isto se deve ao fato de ser obtido um maior volume da fase rica
e, conseqiientemente, o metal complexado ficar distribuido em um volume
maior de micela, sendo assim menos concentrado [28]. Embora a concentragdo de
0,5 % (miv) de tensoativo tenha resultado em melhores fatores de pré-concentracéo,
0 pequeno tamanho de micela obtido dificultava a retirada da mesma dos tubos, ©
que causou desvios mais altos nas medidas. Assim, a conceniragdo do SDS foi
fixada em 0,75 % (miv).

" 3.1.4. Efeito do pH de complexagao
Como j& discutido anteriormente, o metal na forma ibnica néo possui a
capaoidadé de se ligar ao tensoativo, sendo que as interagbes que ocorrem entre o
analito e a micela s&o hidrofdbicas. Para que ocorra a complexac&o é necessario se

realizar um ajuste de pH, de forma a favorecer a formagéo do complexo de interesse,
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e tentar minimizar a formacgéc de complexos de outros metais que possam interferir.
- Um valor de pH maior aumenta a desprotonag@o do 5-Br-PADAP, aumentando
éssim, sua capacidade de compiexacéo [81]. Os resultados obtidos no estude do pH
de complexacio s&o mostrados na figura 23.
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Figura -23 - Efeito do pH de complexagéo na pré-concentragéo de Co empregando ponto
nuvem induzido por acido (n=3).

.'De acordo com Vitouchova et al. [78] o complexo formado por 5-Br-PADAP e
Co apresenta uma cor estavel na faixa de pH de 4,0 a 10,0. Qutros autores {81,82]
afirmam que a estabifidade deste complexo & maior em valores de pH préximos a
g,0. _Pelos resultados obtidos neste estudo, verificou-se que para baixos valores de
pH, os fatores de pré-concentr;agéo sao menores. A medida que se aumenta o pH
s&o obtidos maiores FCRs, sendo que acima de pH 7,0 ndo se obtiveram ganhos

significativos na pre-concentracéo do cobaito. |

| - A eficiéncia da pré-concentragéo pode ser afetada pelo pH também pelo fato
de que a diferentes valores de pH, diferentes formas do complexo séo obtidas
(dependendo da acidez, o 5-Br-PADAP pode existir em 4 formas distintas) [77]. O
fato da molécuia do complexo apresentar carga negativa ou posntlva ou ainda a
forma neutra, pode modificar o sitio de ligagcdo na micela e assim afetar a pré-
conce‘ntrat;éo.
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Desta forma, optou-se por tamponar a solugéo em pH 9,0, a fim de garantir
uma boa eficiéncia de pré-concentragéo.

Deve-se ressaltar que mesmo apés a adigdo do HCI o complexo era mantido,
ja que era visualizada a cor do complexo na fase rica, bem como o cobalto ndo era
detectado na fase aquosa. Como o complexo interage com a parte hidrofobica da
micela [8,11], provavelmente o &acido ndo foi capaz de interagir e protonar o

complexante, o que evitaria que o complexo formado fosse destruido.

3.1.5. Efeito dos tempos de complexacdo e de contato entre complexo e
tensoativo.

Estudou-se o efeito do tempo de complexagdo (tempo decorridoe entre as
adicdes do complexante e a do tensoativo) e do tempo de contato entre o complexo
e o tensoativo (antes da adigdo do HCI) na eficiéncia de pré-concentragdo. Os
fatores de pré-concentracéo foram calculados, e os resultados s&o apresentados na

figura 24.
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Figura 24 — Fatores de pré-concentragdo obtidos para Co variando-se os tempos de
complexacdo e de contato entre o complexo e o tensoativo (n=3).

Quando o tempo de complexagéo é praticamente igual a zero, o FCR € menor

e os desvios obtidos foram altos porque n&o houve tempo suficiente para a formagéo
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do complexo Co-5-Br-PADAP. Desta forma, nem todo o cobalto estd complexado
quandec o tensoativo é adicionado. J4 para tempos iguais ou maiores que 20 min
.observa-se um aumento significativo nos FCR. Poderiam inclusive ser testados
' témpos menores, mas como esse era aproximadamente o tempo gasto para se
preparar uma batelada de 3 amostras, eﬁquanto se esperava os 20 min, outras trés
amostras eram preparadas:

O tempo de contato entre complexo e tensoativo ndo mostrou efeito
significativo nos fatores de pré-concentragdo, o que indica que a formagdo das
micelas e a interagdo das moléculas do complexo com as mesmas é praticamente
instantanea.

Desta forma, para fins de implementagédo do método, o tempo de complexacéo
foi fixado em 20 min, e ndo foi necessario nenhum tempo de espera entre a adigéo
do tensoativo e do &cido.

3.2. Otimizagdo do método de pré-concentragao de Co com ponto nuvem
. induzido pela adigdo de NaCl

As condi¢des estabelecidas para a complexa¢do do cobalto foram mantidas,
sendo otimizados somente os fatores que afetam a separagdo de fases:
concentragéo dos tensoativos e concentrag&o do eletrélito.

3.2.1. Efeito das concentragdes de Triton X-100, SDS e NaCl

A literatura reporta o efeito de tensoativos ibnicos e de eletrélitos sobre o
ponto nuvem de tensoativos ndo-idnicos. Neste trabalho foi estudado o efeito do SDS
e do NaCl no ponto nuvem do Triton X-100. Para isso, realizaram-se experimentos
nos guais as concentragdes de Triton X-100, SDS e NaCl foram variadas. Quando -
necessério, as misturas foram aquecidas, e a temperatura de turvagéo da solugéo,
ou seja, o ponto nuvem era determinado. As temperaturas foram variadas desde 28
ate 100 °C. Os resultados obtidos neste estudo s&o apresentados na figura 25.

Quando o ponto nuvem era menor que a temperatura ambiente a mistura era
centrifugada diretamente, e a relag&o entre fases pobre e rica era determinada para
o calculo do fator de pré-concentragdo maximo.
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Figura 25 - Efeito do NaCl e do SDS no ponto nuvem de solugdes com diferentes
concentragdes de Triton X-100: a) 0,1, b) 0,25, ¢) 0,35 e d) 0,45 % m/v.

A separacgéo de fases observada como um ponto nuvem é acompanhada por
um rapido aumento no tamanho micelar devido a elevagdo da temperatura ou a
agregacao de micelas relativamente pequenas. A determinacdo do ponto nuvem é
util na avaliagdo do efeito de eletrélitos sobre tensoativos n&o-idnicos.

O ponto nuvem das solugdes de Triton X-100 sem adigéo de SDS e de NaCl
foi determinado como 73 °C. Quando se adicionou SDS ao sistema (de 0,1 20,5 %
m/v), sem a adicdo de NaCl, o ponto nuvem de todas as misturas TX-100/SDS ficou
acima de 98 °C. Os tensoativos i6nicos (catiénicos ou aniénicos) aumentam o ponto
nuvem das solugdes de tensoativos ndo-idnicos. Valaulikar e Manohar [33]

123



Capituilo Hl_- Pré-concentracio de Cobalte com Extracio no Ponto Nuvem

consideraram que o aumento na temperatura de ponto nuvem do Triton X-100 em
funcdo da adigéo de pequenas concentragdes de tensoativos anidnicos seja devido
a0 aumento na carga superficial da miceia. Nestas concentragdes (abaixo da CMC
do tensoativo ibnico usado) as moléculas do tensoativo idnico estdo presentes
como mondmeros ou como micelas mistas com Triton X-100. Esta carga superﬁcia'[
adicional aumenta a repulséo entre as micelas, e as torna mais hidrofilicas [33-35].

Gu et al. [34] relataram que o efeito de alguns brometos de alquiltrimetilamdnio
sobre o ponto nuvem do Triton X-100 € menos drastico que o encontrado para
alguns alquil sulfatos de sédio com o mesmo tamanho de cadeia.

Os eletrdlitos podem aumentar ou diminuir o ponto nuvem de tensoativos néo-
ibnicos, sendo que as concentragdes dos eletrdlitos sio normalmente altas
[27,83,84]. Quando foi adicionado somente NaCl as solugbes de Triton X-100, o 7
ponto nuvem foi reduzido para 56 °C, mesmo para as maiores concentragdes do
eletrolito (2 e 10 % miv). Isto indica que, para se abaixar o pontc nuvem 2
temperatura ambiente, € necessario a adicéo tanto do eletrdlitc quanto do tensoativo
anidnico.

Como se observa pelas figuras 25(a) a 25(d), quando foram utilizadas
concentragSes de NaCl menores que 9 % m/v, observou-se que o SDS aumentava o
ponto nuvem do sistema. Desta forma, quantd menor a concentragdo de Triton X-
100, mais pronunciado é esse efeito. Quanto}maior a concentragao de Triton X-100,
maior a quantidade de SDS necessaria para éume_ntar ¢ ponto nuvem do tensoativo
n&o-idnico. | ,

Outro fato a ser destacado é que a adigéo de altas concentragdes de NaCl ao
sistema, contendo Triton X-100 e SDS, diminui drasticamente o ponto nuvem, sendo
que a separagao pode ocorrer a temperatura ambiente. Para as concentragSes de 9
e 10 % miv de NaCl, o SDS parece produzir um efeito sinérgico no abaixamento do
ponto nuvem, pois 0 aumento da concentracdc deste tensoativo, reduz o ponto
nuvem.

Mérszall [35] investigou o efeito de ;eletrélitos sobre o0 ponto nuvem de
solugdes de tensoativos idnicos e nado-idnicos. Quando tensoativos idnicos séo
adicionados as solugdes de Triton X-100 livres de eletrélitos, foi obtido um aumento
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na temperatura do ponto nuvem. Entretanto, quando pequenas quantidades de
eletrdlitos (NaCl ou NaSCN) foram adicionadas a soiugdo de Triton X-100 na
presenca de baixissimas concentracbes de SDS (1 molécula de SDS por micela de
TX-100) a temperatura do ponto nuvem diminuiu numa taxa que dependeu da
concentracdo do eletrdlito e a natureza do contra-ion. O autor sugere que este efeito
seja devido @ mudanga do contra-ion ligado as micelas mistas idnicas/nao-idnicas.

Quando micelas mistas sdo formadas por tensoativos anidnicos e néo-idnicos,
estas ficam carregadas negativamente, sendo a valéncia do cation adicionado um
fator decisivo na modificagdo do ponto nuvem. O efeito dos eletrédlitos sobre o ponto
nuvem de tensoativos nao-ibnicos tem sido explicado em termos dos chamados
efeitos de salting-in e salting-out [27,83,84}.

Para as misturas que apresentaram o ponto nuvem abaixo da temperatura
ambiente, determinou-se a relacdo entre as fases e calculou-se o fator de pré-
concentragdo maximo, como relatado anteriormente. Os valores obtidos para esse
parametro s&o apresentados na tabela 19.

Tabela 19 - Fatores de pré-concentragédo maximos obtidos no estudo do efeito do SDS e do
NaCl no ponto nuvem do Triton X-100.

Triton X-100 0,1 % m/v

: SDS (% mA)
NaCl (% m/v) 0,1 0,2 0,3 0.4 0.5
9 24,8 22,3 19,7 16,2 13,8
10 34,2 27,5 23,4 20,8 18,7
Triton X-100 0,25 % miv
9 NF* 17,7 11,4 8,6 5,0
10 334 25,5 20,3 13,4 9,71
Triton X-100 0,35 % m/v
9 NF 16,8 9.4 7.4 6,4
10 NF 17 13,8 11,4 9,9
_ Triton X-100 0,45 % m/v .
.9 NF NF 8,3 7.2 81
- 10 NF 13,6 11,8 11,4 9,8

% N&o houve formagédo do ponto nuvem
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E importante salientar que a fase rica obtida neste sistema se forma na parte
inferior do tubo, o que reafirma o fato destas micelas serem formadas
predominantemente pelo tensoativo ndo-idnico. _

O aumento na concentracdo de NaCl methorou os fatores de pré-
concentragdo maximos obtidos. isto ocorre porque quanto maior a concentragio de
eletrélito, menor a forga de repulsdo entre as micelas e, consequentemente, menor o
volume da fase rica. Como ja discutido anteriormente, como o FCM é calculado por
meio da relag&o entre os volumes da fase aquosa e da fase rica, quanto menor o
volume da fase rica, maior o FCM. Pode ser verificado também que existe a mesma
relagéo inversamente proporcional entre a concentragdo dos tensoativos e o FCM,
como observado no sistema anterior.

Nas melhores condigdes obtidas para este estudo, foi realizada a pré-
concentragédo de 100 pg L™ de cobalto e os fatores de pré-concentrag&o reais obtidos
séo apresentados na tabela 20.

Tabela 20 - Fatores de pré-concentracéo obtidos para o cobaito por meic de separagéo por
ponto nuvem induzido por NaCl*.

Triton X-100 (% m#v)

SDS (% mAv) 0,1 0,25 0,35
0,1 - 23,8 27.9 22,4
0,2 18,9 19,3 17,6
0,3 16,2 14,1 11,8

* Concentragéo de NaCl fixa em 10 % m/v

Apesar de menores concentragdes de tensoativos propiciarem um maior FCM,
‘0 mesmo nd&o ocorreu com a pré-concentragéo do cobalto, sendo que com a
concentracdo de 0,25 % m/iv de Triton X-100 obteve-se resultados um pouco
melhores. Isto pode ocorrer devido a problemas na separacé@o das fases, pois parte
da solugéo aqubsa pode ter sido retirada juntamente com o pequeno volume da fase
rica, diluindo a mesma. As condigdes que conduziram ao mefhor fator de pré-
concentracéo real foram fixadas para o método: NaCl 10 % (m/v), TX-100 0,25 %
(miv) e SDS 0,1 % (m/v).
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3.3. Caracteristicas analiticas

Nas condigdes otimizadas, foram determinadas as caracteristicas analiticas
dos dois métodos . Os resultados obtidos s&o apresentados na tabela 21.

O limite de detecgao foi calculado como 3 vezes o desvio padrao obtido em 11
determinagdes do branco, dividido peia inclinacio da curva de calibragéo. O limite de
quantificacdo foi | calculado como 10 vezes © desvio padrdo obtido em
11determinagdes do branco, dividido pela inclinagdo da curva de calibragio [85]. A
precisao, em nivel de repetibilidade do método e expressa comoc desvio padréo
relativo, foi checada com 10 amostras enriquecidas com 100 ug L™ de cobalto. O
fator de pré-concentra¢éo é dado pela razdo entre as concentragdes de cobalto
antes e ap6s a etapa de pré-concentragdo que produzem a mesma resposta analitica
(absorbancia). O coeficiente de extragio é a razdo entre a quantidade de cobalto na
fase rica e aquela contida na solugao original. Por fim, a relagdo entre 0s volumes

das fases é dada pela razdo entre o volume da fase rica e o da fase aquosa
[19,50,51]. |

Tabela 21 - Caracteristicas analiticas dos métodos desenvolvidos para a pré-concentra¢édo
de cobalto com emprego do ponto huvem.

Método do HCI Método do NaCl
Equacéo dareta y = 0,0012x - 0,0041 y = 0,0008x +0,003
r 0,9996 0,9994
Faixa Linear (ug L") 25-200 25-200
Limite de Detecgdo (ng L) 1,06 1,58
Limite de Quantificagéio (ug L™ 3,53 5,27
Precisdo (DPR) 541 % 3,16 %
Fator de pré-concentragéo 28,5 21,7
Coeficiente de extragio ~1 ~1
Relagdo entre o volume das fases 0,03 0,035

Em termos das caracteristicas analiticas, 0 desempenho dos dois métodos
propostos foi satisfatério. Os dois métodos propostos foram lineares na mesma faixa
de concentragdo (25-200 ug L™). Os limites de detecgfio e quantificagio foram um
- pouco melhores para o método do HCI.
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- A preciséo foi satisfatoria para ambos os métodos, muito embora tenha sido
um pouco pior para o método do HC!. Este resultado pode ser justificado pela maior
dificuldade na retirada da fase rica, que era formada na parte superior do tubo.

O fator de pré-concentragdo foi maior no método do HCI, o que é refletido
também pela menor relagdo obtida entre as fases rica e aquosa por este método.
Quanto menor a relagéo, maior o fator de pré-concentragdo. O coeficiente de
extracio foi de aproximadamente 1 para os dois métodos, pois praticamente todo o
cobalto presente na solugéo original foi extraido para a fase rica.

Foi também realizado um estudo de recuperacéo para os métodos de pré-
concentragdo propostos. A tabela 22 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 22 — Porcentagens de recuperagio obtidas na pré-concentracdo de Co pelos
métodos do ponto nuvem induzidos por HC! e NaCl.

Método do HCI Método do NaCl
[COlosie (49 L™)  [COJrec. (19 L) _ % recuperacio  [Colwe (4g L") % recuperagéio
40 18,6 48,5 40,7 101,8
65 32,9 50,6 66,4 102,2
90 53,3 59,2 90,8 100,9
115 75.4 65,7 114,2 99,3
140 99,1 70,8 138,5 98,9

185 147,2 79,6 185,8 100,5

Apesar das caracteristicas analiticas dos dois métodos propostos terem sido
semelhantes, os resultados obtidos nos estudos de recuperagao indicam que o
método do HCl & afetado pela presenca de interferentes. Como comentado
anteriormente, este estudo foi realizado com amostras de dgua de tomeira.
Provavelmente a alta concentragdio de outros cations, tais como Cu® Fe?*, Mn®* e
Zn** podem interferir na complexag&o do cobaito e diminuir a estabilidade dos
compléxos formados. Devido a essa menor estabilidade, ao se aumentar a acidez
para que ocorra a separacéo das fases, o complexo & destruido e a pré-
concentrag:éo ¢ afetada. Devido a isso, observou-se que quanto maior a
concentracao de cobalto adicionada, maior a porcentagem de recuperagéo, pois a
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relagdo entre as concentraces do Co e dos outros metais é reduzida, reduzindo-se
também a interferéncia.

No método em que a separagdo de fases foi induzida por NaCl, ndo houve
alteragdio significativa do pH do meio, sendo que as recuperagSes obtidas foram
proximas a 100 %.

3.4. Andlise de amostras de medicamentos

Esta parte do trabalho foi realizada para avaliar a aplicabilidade do método de
pré-concentracio.

Devido aos problemas de recuperagdo obtidos no método do ponto nuvem
induzido por HCI, apenas o método do NaCl foi utilizado para pré-concentrar cobalto
a partir das amostras de medicamento.

A espectrometria de absorgdo atdmica com atomizagéo eletrotérmica foi
utilizada como técnica de comparagéo, devido a sua maior sensibilidade em relagéo
& chama, sendo a primeira, capaz de quantificar cobalto na mesma faixa de
concentracdes obtida por chama apés a pré-concentragéo.

Os resultados obtidos s&0 apresentados na tabela 23.

Tabela 23 - Resultados obtidos na determinagéo de cobalto apbs a pré-concentragéio por
ponto nuvem induzido por NaCi e quantificagio por FAAS e na quantificagdo direta por
ETAAS (n=4).

Amostra Ponto Nuvem (FAAS) ETAAS Fabricante
| (rg g™ (rgg™) (ra g™

Cobaglobal 198,60 + 11,39° 183,08 + 9,76° 217,16

Forten 85,74 + 8,02° 83,18 + 3,52° 123,18

a e b - Valores iguais estatisticamente em nivel de 95 % de probabilidade pelo teste .

~ Néo houve diferencas significativas em nivel de 95 % de probabilidade entre
as concentragbes de cobalto obtidas pelos métodos avaliados (FAAS com pré-
concentrag&o por ponto nuvem e ETAAS) nos dois medicamentos analisados. Isto
indica a eficiéncia da técnica de ponto nuvem induzido por NaCl na pré-concentragéo
do cobalto.
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Com relacdo aos valores fornecidos pelo fabricante, a concentragéo obtida
“has anélises realizadas foi menor. Este fato pode ser devido tanto a problemas na
mineralizacdo das amostras, quanto a problemas na produgio dos medicamentos,
por falta de um controle de qualidade eficaz. Por outro lado, essa diferenga
observada pode n&o ser significativa na linha de produggo das indastrias
farmacéuticas, estando dentro da margem de erro aceitavel.

4. CONCLUSOES PARCIAIS

Métodos de separagaol/pré-concentragdo que utilizam tensoativos sfo de
grande interesse, pois sao uma alternativa as metodologias tradicionais empregando
resina trocadora, extracdo liquido-liquido, entre outros. Essa substituicio vem de
encontro aos objetivos, ora impostos a quimica, de minimizar a produgéo de residuos
toxicos e perigosos, além de seu custo ser bastante reduzido se comparado ao dos
solventes organicos.

O ponto nuvem vem sendo intensamente utilizado em processos de
separagdo envolvendo tanto espécies organicas como metdlicas. Neste trabaiho,
dois diferentes métodos séo propostos para a pré-concentragio de metais. Os
estudos realizados para se observar o fendmeno do ponto nuvem, mostram como o
sistema em questédo & flexivel e pode ser manipulado de acordo com os objetivos de
cada trabalho. Variando-se a concentrac&o dos aditivos, obteve-se uma reducéo
significativa no ponto nuvem, de forma a ndc ser necessario o controle de
temperatura.

Os dois métodos propostos apresentaram resuitados satisfatérios no que diz
respeito & melhora na sensibilidade e, por conseqiéncia, no desempenho da
espectrometria de absorgio atdmica com chama. O método no qual a separagio de
fases é induzida pela elevacdo da acidez do meio, foi mais susceptivel a
interferéncias, ndo podendo ser aplicado para matrizes complexas. Apesar do
método ser extremamente interessante, sua utilizagéo parece ser mais vidvel para
cbmpostos organicos, os quais ndo dependem de etapas de complexagdo para
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serem extraidos por micelas, ou quando se trabalhar com complexantes mais
seletivos que sejam capazes de compiexar um tinico metal ou um grupo mais restrito
de metais.

O método que envolve a separagéo de fases induzida pela adicdo de NaCl
apresentou 6timos resultados para amostras de medicamentos, sendo os resultados
concordantes com aqueles obtidos com o uso de uma técnica de quantificagéo mais
sensivel (ETAAS).

O método proposto & pratico e rapido, podendo ser realizado em batelada,
sem exigir equipamentos e vidrarias mais sofisticados, longos tempos de extracio e
agitac&o vigorosa. O fato da separagéo de fases ocorrer em temperatura ambiente,
agiliza ainda mais o processo, pois ndo s&o requeridos longos tempos de
aquecimento. O método pode ser aplicado a outros elementos metalicos, bastando,
para isso, o estudo das condigdes de complexacio.
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 CONSIDERAGOES FINAIS

Nesta tese, trés diferentes métodos foram desenvolvidos, com o intuito de
minimizar operagGes preliminares, tempo e custos das anélises quimicas.

O sistema de screening que foi desenvolvido pode ser utilizado em
substituicdo aos metodos convencionais para a quantificagdo de fenotiazinas em
amostras de urina humana, em casos de intoxicagbes e morte por ingestio de
drogas. Como ferramenta analitica, este sistema mostrou-se vantajoso, uma vez que
a detecgdo das drogas em questdo é realizada de uma forma répida e com baixo
custo, sendo que somente aquelas amostras que apresentarem uma resposta
positiva pelo sistema de screening, serdo analisadas pelos métodos confirmatérios.

O método desenvolvide para mapeamento de banhos de ultra-som pode ser
executado sem a necessidade de equipamentos sofisticados e os resultados obtidos
ajudam na melhor utilizag@o da energia ultra-sénica oriunda dos banhos, uma vez
que se pode perceber a diferenca de cavitagio dentro dos mesmos nas diferentes
condigbes estudadas. O método de extracdo acida de metais em amostras de
plantas utilizando a energia ultra-sbnica, ofereceu uma altemativa simples aos
meétodos de mineraliza¢io completa, seja por fornos de microondas ou em sistemas
abertos. A redugéo no tempo de preparo das amostras @ no consumo de reagentes
s&o dois fatores que devem ser considerados. Apesar de, no caso de amostras de
plantas, a eficiéncia da extrag@o ser uma fungdo mais da concentragéo do acido do
que do ultra-som, este tipo de energia apresenta grande potencialidade e pode ser
utilizada para amostras mais complexas, tais como: solos, sedimentos, alimentos,
amostras biolégicas, etc.

Com o método de pré-concentragdo de cobalto utilizando tensoativos, foi
possivel determinar este elemento em baixas concentragBes por meio de uma
técnica espectroscopica que na maioria das vezes néo apresenta sensibilidade
adequada para este elemento. O método é mais adequado do que os métodos
convencionais de extragdo liquido-liquido, que sé&o demorados e requerem o uso de
solventes orgénicos de alta toxicidade. Outro fato a ser considerado é ¢ uso de
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substancias biodegradaveis em substitui¢do a solventes orgénicos, 0 que torna o
método mais vidvel no que diz respeito & geracgéo e tratamento de residuos.

Todo este estudo mostra que existem muitas alternativas que podem facilitar a
utilizagdo da quimica analitica nos mais diversos campos: alimenticio, ambiental,
clinico, agronémico, entre outros.

As altemativas propostas devem ser mais estudadas, de forma a melhorar
cada vez mais a eficiéncia das analises e reduzir, na medida do possivel, o tempo e
os custos das mesmas.

Assim sendo, os métodos aqui propostos apresentam um potencial muito
grande para se trabathar com analises em larga escala, com vantagens no que se
refere a custos de implementagio e operacdo, rapidez, geracdo de residuos,
precisio, exatidao e robustez.

Para finalizar, s8o apresentadas algumas tabelas com o resumo das
condigbes otimizadas e dos resultados obtidos nos trés capituios desta tese.

Na tabela 24 sdo apresentadas as condigbes otimizadas para o sistema de
screening proposto para a detecg¢éo das fenctiazinas.

Tabela 24 - CondigGes otimizadas para o sistema de screening

Variavel Condig¢éo ofimizada
Concentragéio de HNO; 4 moi L
Vazdo de HNO; 1,8 mL min™
Concentra¢éio de KsFe(CN)s 1,5x 10° mot L™
Vazéo de KiFe(CN)s: 0,5 mL min™*
Carregador H.0O

Vazéo do carregador 1,3 mL min™
Bobina de reagéo 100 cm
Sorvente para separagio/pré-concentragio LiChrolut®EN
pH da amostra _ 6,5

Massa de sorvente 35mg
Vazéo da amostra 2,7 mL min™
Tempo de pré-concentragéo 2 min
Solugéo de lavagem HNO; 0,5 mol L
Tempo de lavagem ' 30s
Eluente ' Etancl:HNO; 8:2 (v/iv)
Volume do eluente 200 ul
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Uma sOGmula dos resultados obtidos para o sistema de screening das
fenotiazinas é mostrada na tabela 25.

Tabela 25 - Principais resultados obtidos no sistema de screening

Variavel Resultado obtido
Fenotiazinas que podem ser avaliadas Clorpromazina, metotrimeprazina e
conjuntamente prometazina

Faixa Linear 3-12 pmol L™
Limite de detecgo 0,82 pmol L'
Limite de quantificacéo 2,7 umol L'
Preciséo 41 %
Concentragéo de corte 2 pmol L
Porcentagem de falsos positives 6%
Porcentagem de falsos negativos 10%

Andlise de amostras desconhecidas (n=15) 1 resultado falso positivo
Frequéncia analitica 20 amostras h™!

Na tabeia 26 sdo apresentadas as condigdes otimizadas para o emprego dos
banhos de ultra-som no método de extragio.

Tabela 26 -.Condigées ofimizadas para a utiliza¢do dos banhos de ultra-som

Varidvel , Condigéo étima
Volume de agua iL

Temperatura da agua ~ 26 °C (temperatura ambiente)
Concentracio de detergente 0.2 % miv

Posi¢éo vertical do tubo de reagéo 0 cm (fundo do banho)
Posi¢édo horizontal do tubo de reagéo Posicéo central

N° de tubos dentro do banho 1 tubo por vez
Concentragéo de H.O., na posigéo 5 (central) 950 ug L™
_Substituigho de 4gua (vaz&o) 18,2 mL min’*

Nas condi¢gbes otimizadas (tabela 26) foi realizada a extragdo de macro e
‘micronutrientes ‘em diferentes plantas, sendo que as varidveis otimizadas e os .
resultados obtidos neste estudo s&o mostrados na tabela 27.
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Tabela 27 — Condigdes otimizadas e principais resultados obtidos com a extragio de metais
em plantas

Variaveis Condigbes otimizadas
Concentragéio de HNO; 0,14 mol L™
Tempo de sonicagéo 10 min
Tamanho de particulas <75 um
Elementos com cerca de 100 % de extragéo Ca, Mg, Mn, Zn
Amostras analisadas plantas

Nas tabelas 28 e 29 podem ser observados as condigbes otimizadas e os
resultados obtidos nos métodos de pré-concentragéo por ponto nuvem propostos
neste trabaiho.

Tabela 28 - Condigdes otimizadas para a pré-concentragio de cobalto: ponto nuvem
induzido por HCI e por NaCl

Variavel Método HCI Método NaCl
Concentragéo de HCI 4 mol L -
Concentragédo de NaCl - 10 % m/iv
Concentracdo de SDS 0,75 % miv 0,1 % miv
Concentragédo de Triton X-100 0.1 % m/v 0,25 % miv
Complexante 5-Br-PADAP 5-Br-PADAP
Concentragio de Complexante 3,5x 10 % miv 3,5x 10 % miv
pH de complexacéo 9,0 9,0
Tempo de complexacéo 20 min 20 min
Tempo de contato complexo/tensoativo zero zero

Tabela 29 - Principais resultados obtidos pelos dois métodos de pré-concentragdo para
cobalto

Variaveis Método HCI Método NaCl
 Faixa linear 25-200 ug L™ 25-200 pg L'
Limite de detecgdo 1,06 1,58
- Limite de quantificacdo 3,53 5,27
Preciséo _ 541 % 3,16 %
Fator de pré-concentragéo 28,5 21,7
Coeficiente de extracéo ~1 ~1
Relacéo entre o volume das fases 0,03 0,035
% Recuperacio 46 a 80 % ~ 100 %
Amostras analisadas - medicamentos
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