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Resumo

O trabalho apresentado nesta dissertagdo descreve o desenvolvimento de uma metodologia
de fluxo baseada em multi-seringa com pré-concentragdo em linha para a determinagéo

espectrofotomeétrica de compostos fenélicos, baseada na reacgéo da 4-aminoantipirina.

A pré-concentragdo dos analitos foi efectuada em fase sélida, recorrendo a resina Amberlite
XAD-4, constituindo, sob o ponto de vista ambiental, uma altemativa a extracgio com
solventes organicos prevista na metodologia de referéncia e em metodologias de fluxo
descritas anteriormente. A retengdo e eluigdo dos compostos fendlicos foram baseadas nas
respectivas propriedades acido-base. Uma vez que se tratam de acidos fracos, a sua
retencao foi possivel na forma protonada, utilizando condigdes 4cidas enquanto que a eluigio

foi conseguida em meio alcalino, que assegurou a ionizagao dos compostos alvo.

Uma vez que foram observados diferentes perfis de eluicdo para os varios compostos
fendlicos testados, foram estabelecidas curvas de calibraggo utilizando a area do pico como
sinal analitico em vez da respectiva altura. Este facto permitiu a determinagdo num intervalo
dinamico concentragdes, recorrendo a diferentes volumes (0,500 - 6,00 ml), no
estabelecimento de curvas de calibragdo baseadas na massa de fenol carregada na coluna
de pré-concentragéo. Esta estratégia permitiu a determinagéo entre 0,030 e 3,80 mg I, com
uma frequéncia entre 10 a 16 ensaios por hora. Foi ainda possivel, sem qualquer modificagdo
da montagem analitica, a determinagdo em concentragdes inferiores a 50 pg I através do
uso de um volume fixo de amostra (24,0 ml). A analise de materiais certificados recorrendo a

metodologia proposta proporcionou resultados dentro dos limites de aceitagao.
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Abstract

In the present work, the development of multi-syringe flow injection system with in-line pre-
concentration for spectrophotometric determination of total phenolic compounds is described.

The proposed methodology is based on the 4-aminoantypirine reaction.

In line pre-concentration resorting to solid phase extraction using Amberlite XAD-4 resin was
implemented, offering an environmentally benign alternative to organic solvent extraction
performed in batch procedure and in previously described flow methodologies. Hence,
phenolic compounds were retained in the solid phase resin using acidic conditions. The
elution was carried out using an alkaline solution, that promoted the ionisation of the retained

phenolic compounds and, consequently, their desorption.

Since different elution profiles were obtained for several phenol derivatives, the calibration
curves were established using peak area as analytical signal instead of peak height.
Moreover, a dynamic calibration range was applied by using a variable sample volume (0.500-
6.00 ml) and calibration curves based on the mass of phenol loaded in the pre-concentration
column. This strategy allowed determination between 0.030 e 3.80 mg I'' with a determination
frequency of 10-16 h-1. An alternative methodology, based on a fixed sample volume (24.0 ml)
was also proposed for determination at concentration levels below 50 g I, without changes
in the manifold. The application of the proposed methodology to reference material provided

results within the certified acceptance limits.
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Organizagao da dissertagio

A presente dissertag&o encontra-se organizada em quatro capitulos.

No capitulo 1 é referida a ocorréncia de compostos fenélicos no ambiente bem como as
metodologias existentes para a sua determinagdo, com particular destaque para reacgao da
4-aminoantipirina, E feita também uma revisdo das metodologias de fluxo com pré-
concentragdo para a determinagio em causa. E ainda apresentada a técnica de fluxo
utizada -~ MSFIA - bem como as suas aplicagdes que incorporam etapas de pré-

concentragao.

O capitulo 2 compreende os aspectos de natureza experimental, descrevendo os
procedimentos adoptados na preparagéo de solugBes utilizadas nos processos analiticos,
além do equipamento e material laboratorial utilizado nos procedimentos correntes e na
concepgdo da montagem de fluxo. Este capitulo descreve também os parametros utilizados

na avaliagdo da metodologia proposta.

No capitulo 3 sdo apresentados os resultados obtidos durante o desenvolvimento do sistema.
Deste modo séo discutidas as caracteristicas da nova metodologia, bem como a aplicagédo da
mesma & analise de amostras de agua. So ainda apresentados os resultados da analise de

materiais certificados e ensaios de recuperagao.

No capitulo 4 s&o resumidas as caracteristicas da nova metodologia e estabelecem-se as
novas contribuigbes para as metodologias automaticas em fluxo continuo bem como para a

implementagao de processos analiticos ambientalmente mais favoraveis.
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1.1. Ocorréncia de compostos fenélicos no ambiente

Os compostos fendlicos sdo definidos como derivados hidroxilados do benzeno e do seu
ntcleo condensado (Vollhardt e Schore, 1994). Segundo Fellenberg (1980), estes compostos
constituem um importante grupo de poluentes, podendo ser encontrados nas aguas residuais
de diferentes ramos da indUstria quimica e petroquimica e da industria farmacéutica. O
mesmo autor referencia um elevado grau de toxicidade para os humanos, para os peixes bem
como para outras formas de vida aquatica, em virtude da desnaturagao das proteinas por
parte destes compostos, resultando numa inactivagéo bioldgica destas moléculas essenciais

avida.

Os fendis possuem caracteristicas organolépticas extremamente intensas, sendo
responsaveis pelos desagradaveis odores e sabores que podem aparecer nas aguas e peixe
de determinadas zonas poluidas. Estes efeitos indesejaveis séo causados por concentragoes

muito baixas destes compostos, na ordem de 1 g I'' (Fellenberg, 1980).

Na classificagdo proposta por Tebbutt (1998) para os constituintes da adgua os compostos
fendlicos sdo descritos como “substancias indesejaveis quando presentes em quantidades
excessivas”. Este grupo inclui uma ampla variedade de substancias, das quais algumas
podem ser directamente nocivas caso estejam presentes em elevadas concentragdes, outras
podem produzir sabores e odores indesejaveis enquanto que as restantes podem néo causar

problemas por si s6 mas séo indicadores de poluigdo aquatica.
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1.2. Metodologias utilizadas na determinagdo de compostos fendlicos

Sao varias as técnicas analiticas utilizadas para a determinagdo de compostos fendlicos,
nomeadamente a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e electrofarese capilar (EC),
combinadas com a detecgdo ultravioleta (UV), por fluorescéncia, espectroscopia de massa ou
electroquimica, sendo que esta (ltima forma de detecgdo pode ser associada também &
cromatografia ionica (IC). Também a cromatografia gasosa (GC), apés derivatizagdo dos
fendis, & uma ferramenta utilizada na determinagao, recorrendo a detecgéo por ionizagdo em
chama (FID), captura electrénica (ECD), espectroscopia de massa (MS) ou espectroscopia de
emissdo atdmica em plasma induzido por microondas (MIP-AES). Contudo, nenhuma destas
técnicas ou combinagdes de técnicas referenciadas possibilita a analise directa de amostras
de agua para consumo humano, sendo necessaria uma etapa de pré-concentragdo da

amostra para que seja possivel a determinagdo (Rodriguez et al., 2000).

Embora estas técnicas permitam quantificar de uma forma conveniente o contetdo fendlico
de forma total ou individual presente nas aguas das mais diversas origens, elas sdo
dispendiosas (elevado custo por analise), além de necessitarem de méo-de-obra altamente
especializada. Estes factores explicam a grande aceitagdo da determinagao colorimétrica de
compostos fendlicos através da reacgdo da 4-aminoantipirina, que possibilita um baixo custo
por analise e permite determinar as concentragdes alvo da legislag@o em vigor, constituindo,
em Portugal, metodologia de referéncia para a determinagéo destes compostos em aguas
doces superficiais destinadas a produgdo de agua para consumo humano e também em

aguas balneares (Decreto — Lei 236 / 98, 1998; Decreto - Lei 243 / 2001, 2001).
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1.2.1. O método da 4-aminoantipirina

A determinagdo de compostos fendlicos em aguas compreende uma reacgdo colorimetrica
que envolve a condensagéo oxidativa da 4-aminoantipirina com os compostos fenélicos em

meio basico (Emerson, 1943), conforme representado na figura 1.1.

OH
‘ | [Fe(CN)J* |
H,C NH, H,C N:@:o

Figura 1.1. Representagao da condensagao oxidativa do fenol com a 4-aminoantipirina e consequente

formagéo de um derivado corado.

A descoberta desta reacgdo resultou de observagdes oriundas de uma reacgao semelhante
em que estavam envolvidas aminas aromaticas. Porém, a reacgéo que se desencadeia com
os compostos fendlicos pressupde condigées distintas, ja que esta condensagao das aminas

aromaticas com a 4-aminoantipirina necessita de um meio reaccional de caracter acido

(Eisenstaedt, 1938).

Na primeira descrigio desta reacgdo, Emerson (1943) utiliza como agente oxidante o
hexacianoferrato(lll) de potassio, além do hidrogenocarbonato de potassio para ajustar o pH

do meio. Sa0 também apresentadas, de uma forma qualitativa, as reactividades de varios

compostos fendlicos relativamente ao fenol. Desta forma s&o caracteristicas desta reacgao:
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- a existéncia de um grupo hidroxilo livre no composto fendlico para que ocorra

desenvolvimento de cor:

- a presenca de substituintes na posi¢do para em relagdo ao grupo hidroxilo impede a
ocorréncia da reacgdo, com as seguintes excepgdes: halogénios, carboxilo, acido sulfénico,

hidroxilo e metoxilo;

- um grupo nitro na posi¢do orto inibe a reacgdo enquanto que 0 MesMo grupo na posi¢ao

meta ocasiona uma inibigao parcial;
- a ligagédo da 4-aminoantipirina ao composto fendlico tem lugar na posigao para.

Estas limitagdes de ordem quimica resultam na formagdo de derivados corados com valores
de coeficiente de extingdo molar e maximos de absorg&o a comprimentos de onda distintos,
ou mesmo na auséncia parcial ou total de reactividade nos casos mencionados
anteriormente. Deste modo, o uso desta reacgdo permite o estabelecimento de um indice de

compostos fendlicos na amostra, utilizando o fenol como composto de referéncia.

O pH e o sistema tampao que servem de suporte & reacgdo s&o varidveis essenciais para
que a formagéo do composto corado ocorra de uma forma répida e suficientemente extensa.
O controlo do pH da reacgdo assume um papel essencial no método, uma vez que esta
reacgdo ocorre entre a 4-aminoantipirina e as aminas aromaticas quando o meio reaccional &
4cido (Eisenstaedt, 1938) e com os fendis quando é basico (Emerson, 1943). Sendo a 4-
aminoantipirina uma amina aromética existe o risco de reacgdo entre moléculas deste
composto quando a alcalinidade ndo ¢é suficiente, com a consequente formagdo de um

derivado corado proveniente do proprio reagente.
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Esta metodologia é susceptivel, para além das aminas aromaticas, a interferéncias
relacionadas com substancias redutoras ou oxidantes (Clesceri et al., 1998). Com o objectivo
de eliminar os possiveis interferentes ndo volateis a metodologia de referéncia da American
Public Health Association (Clesceri et al., 1998) recomenda uma destilagdo prévia a analise
da amostra. Alguns autores debrugaram-se sobre este procedimento prévio a analise uma

vez que ele pode condicionar fortemente a determinagéo.

Norwitz e Keliher (1980) estudaram o efeito da acidez e alcalinidade no processo de
destilagdo com o objectivo de remover as aminas aromaticas e o formaldeido das amostras.
Estes autores propdem a destilagdo em meio acido fortemente acido (pH inferior a 2,5) como
forma de eliminar convenientemente as aminas aromaticas durante a destilagdo. Contudo,
nesta familia de compostos nem todos interferem nas mesmas proporgdes. A anilina é o
principal interferente deste grupo enquanto que as anilinas substituidas na posigéo para, as
cloroanilinas e as nitroanilinas apresentam graus de interferéncia substancialmente inferiores.
Quanto ao formaldeido, este tem a capacidade de reagir com o fenol, podendo, dessa forma,
diminuir a formagao de cor. A destilagdo néo elimina esta substancia, sendo proposto, para
eliminagdo de pequenas quantidades deste interferente, um tratamento da amostra com

sulfato de amonio e hidroxido de sédio.

Por sua vez, Farino et al (1981) estudaram o comportamento perante o processo de
destilagdo de varios compostos fendlicos, fazendo a sua determinagao através método da 4-
aminoantipirina. Estes autores avaliaram as recuperagdes obtidas com e sem destilagao

prévia & andlise concluindo que, em muitos dos compostos analisados, as recuperagdes
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obtidas apds destilagao apresentavam valores sistematicamente mais baixos, indicativo que a

destilagao dos derivados fendlicos ndo é quantitativa.

QOutros dos interferentes mais comuns e problematicos sao os sulfuretos, presentes sobretudo
nas aguas residuais e eliminados também por via da destilagdo. Gordon (1960) propde um
processo alternativo a destilagéo para a remogéao dos sulfuretos, com o objectivo de eliminar
possiveis perdas de compostos fendlicos que possam ocorrer durante essa operagdo. O
procedimento experimental proposto consiste na precipitagdo desta espécie com nitrato de
prata e posterior precipitagdo do excesso de catido prata com cloreto de sddio. Os resultados
analiticos obtidos através deste processo foram superiores aos obtidos através do tratamento
da amostra pela destilagdo. Embora sendo um processo mais rapido, a precipitagdo dos
sulfuretos necessita de um grande consumo de reagentes, além de exigir um procedimento
experimental bastante complexo. Actualmente, o processo comum de eliminagdo destes
compostos consiste na acidificagao (pH 4) e agitagdo da amostra, que possibilita a remogao
do sulfureto de hidrogénio (H2S) e do didxido de enxofre (SOz), podendo ser complementado

pela destilagao (Clesceri et al., 1998).

1.3. Metodologias automaticas de fluxo com pré-concentragao para a

determinagao de compostos fenélicos

Estéo referenciadas na literatura varias metodologias de fluxo continuo com pré-concentragéo

em linha para determinagédo de compostos fendlicos. Foram propostas diversas montagens

recorrendo a pré-concentragdo baseada na extracgdo em fase sblida efou extracgdo liquido-
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liquido. A maior parte dos sistemas propostos é baseada na analise por injecgdo em fluxo
(FIA), existindo também um sistema fundamentado na analise por injecgao sequencial (SIA),
além de um outro baseado em multi-seringa (MSFIA). Na tabela 1.1 estdo descritas as

principais caracteristicas dos diferentes sistemas propostos.

A condensagdo oxidativa dos compostos fendlicos com a 4-aminoantipirina em meio basico
com formagao de derivados corados € a metodologia mais utilizada para esta determinagéo
(Frenzel e Krekler, 1995; Zhi et al., 1996; Song et al., 1997; Erxleben et al., 2001; Jin et al.,
2003; Mird6 e Frenzel, 2004). Foi também utilizada a quimioluminescéncia para a
determinagdo de compostos fenolicos, atraves da oxidagdo destas espécies com ido

permanganato em meio acido (Michalowski et al., 2000).

No que respeita ao sistema de detecgdo, a espectrofotometria de absorgdo molecular é
utilizada na maior parte dos trabalhos descritos, uma vez que para além da medigdo das
propriedades colorimétricas dos produtos da reacgéo da 4-aminoantipirina foram propostas
outras utilizagdes das propriedades opticas dos compostos fendlicos. Rama et al. (2003)
procederam a analise individual de cada um dos compostos fendlicos estudados baseando a
detecgdo dos mesmos no comprimento de onda de absorg@o méximo na zona ultravioleta. No
caso das determinagdes de clorofendis e nitrofenéis (Navarro-Villoslada et al., 1995; Cladera
et al.,, 2000 e Mir6 et al., 2001) os autores optaram pela analise multicomponente do espectro
de absorgdo molecular. O intervalo de comprimentos de onda utilizado foi de 200 a 430 nm
no caso dos clorofendis (Navarro-Villoslada et al, 1995). Para a anélise do 2-, 3- e 4-
nitrofenol os intervalos compreendidos entre 320 e 600 nm (Cladera et al., 2000) e entre 290

e 600 nm (Mir6 et al.,, 2001) foram os adoptados.
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A resina macroreticular polimérica Amberlite XAD-4 & o adsorvente de eleicdo para a
reteng@o de compostos fendlicos (Navarro-Villoslada ef al., 1995; Zhi et al., 1996; Song et al.,
1997; Michalowski et al., 2001). Zhi et al. (1996) e Navarro-Villoslada et al. (1995) incluem,
nos seus dispositivos de pré-concentragao, a resina Amberlite XAD-4 comercial, embora o0s
primeiros considerem a extracgao em fase sélida insuficiente para os objectivos pretendidos
(determinagdo de compostos fendlicos em aguas e lixiviados de solos) e associem uma
extracgdo liquido-liquido com cloroformio ao processo analitico. Com o objectivo de eliminar
as extracgbes com solventes organicos, Song et al (1997) e Michalowski et al. (2001),
utilizaram o adsorvente em particulas de dimensdes inferiores as do produto comercial com o
intuito de aumentar a area especifica total do adsorvente, proporcionando, deste modo,

eficiéncias mais elevadas no processo de pré-concentragao.

Frenzel e Krekler (1995) propuseram duas metodologias de fluxo, uma com a concentragéo
das iminas formadas pela reac¢do dos compostos fenolicos com a 4-aminoantipirina através
da extracgao com cloroférmio e uma outra baseada na retengao dos produtos reaccionais em
silica modificada com grupos octadecilo, contida numa microcoluna. Neste caso sao
propostas duas estratégias baseadas na deteccdo espectrofotométrica. A primeira
compreende a eluigdo dos compostos retidos com metanol e posterior medi¢do do produto
corado concentrado enquanto que a segunda pressupde a medigao directa das propriedades
colorimétricas dos compostos corados retidos no adsorvente (‘optosensing”) seguida da
passagem de metanol para assegurar a remogdo dos mesmos. Este dltimo conceito foi
retomado por Mir6 e Frenzel (2004) que propdem um sensor Optico de configuragéo
microtubular com uma fase adsorvente constituida por gel de silica contendo grupos

octadecilo integrado num sistema de fluxo. Esta metodologia teve como objectivo a
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concentragdo de produtos reaccionais passiveis de determinagdo espectrofotometrica, sendo
aplicada a analise de varios parametros analiticos em amostras ambientais, incluindo os
compostos fendlicos através da reacgao da 4-aminoantiprina. Neste (ltimo caso a medig&o foi
efectuada exclusivamente no adsorvente hidrofobico, sendo os derivados corados eluidos

posteriormente com metanol.

Rama ef al. (2003) descreveram um sistema com principios semelhantes aos propostos por
Frenzel e Krekler (1995) e Mir6 e Frenzel (2004). Contudo, estes autores propéem uma
determinagdo directa através do maximo de absorgéo ultravioleta dos diferentes compostos
com a retengao temporaria dos analitos numa resina de troca anionica (Sephadex QAE A-25).
Para que este fendmeno seja possivel os analitos estudados (1-naftol, 2-naftol, fenol, 3,4-
dimetilfenol e 3,4-diclorofenol) sao transportados por uma solugéo fortemente alcalina (pH 12)
com a forga ionica ajustada. Segundo os autores, esta solugdo transportadora cumpre
também a fungdo de eluente, assegurando a limpeza do adsorvente sem necessidade de
qualquer etapa analitica ou solvente organico adicional e, proporcionando, deste modo, um

ritmo de determinagéo mais elevado.

A extracgdo liquido-liquido foi utilizada em diversos sistemas como forma de concentrar os
analitos (Cladera et al, 2000; Mird et al, 2001) ou os produtos da reacgdo entre os
compostos fendlicos e a 4-aminoantipirina (Frenzel e Krekler, 1995, Zhi et al., 1996; Erxbelen

et al,, 2001; Jin et al.,, 2003).

Os trabalhos de Cladera ef al. (2000) e Mir¢ et al. (2001) baseiam-se na pré-concentragao
dos nitrofendis (2- 3- e 4-nitrofenol) a partir da formagéo de um filme de solvente organico no

interior do sistema de fluxo. A formagéo deste filme é possivel devido a diferenga de
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velocidade existente entre a fase aquosa e a fase organica quando aspiradas
sequencialmente atraves de um tubo de politetrafluoretileno (PTFE). Esta diferenga é o
resultado de interacgdes hidrofébicas (Van der Waals) entre o solvente organico e a
superficie interna das paredes do tubo, resultando na formagdo de uma fina camada de
revestimento no interior do mesmo. Apds extracgao dos analitos com hidroxido de sodio, esta
camada organica é retirada com um outro solvente organico enquanto que o extracto obtido &
analisado directamente atraves do espectro de absorgdo molecular. Jin et al (2003)
utilizaram uma estratégia semelhante visando a concentragdo em linha dos compostos
corados resultantes da reacgdo da 4-aminoantipirina. Neste caso, os produtos reaccionais
formados eram depositados na superficie interna da tubagem e eluidos posteriormente da

mesma com etanol, sendo detectados espectrofotometricamente a 510 nm.

Frenzel e Krekler (1995) e Zhi et al. (1996) utilizaram também a extracg@o liquido-liquido.
Nestes casos os produtos resultantes da reacgdo de desenvolvimento de cor foram
misturados com o solvente extractor (cloroférmio) num tubo de extracg&o incluido na
montagem. As duas fases misturadas foram separadas, atraves das diferentes densidades,
num separador de fases membranar. A fase organica foi posteriormente conduzida ao
detector para medicdo da respectiva absorvancia. Por sua vez, Erxbelen et al. (2001)
propdem a extracgéo das iminas formadas pela reacgdo da 4-aminoantipirina com os fenois
através da utilizagdo de um dispositivo extractor designado célula cromatomembranar. Este
dispositivo, constituido por PTFE incluia microporos (0,1 - 0,5 um) e macroporos (250 - 500
pm), que possibilitavam a passagem selectiva da fase organica e aquosa, respectivamente,
atendendo a que a pressdo capilar dos liquidos polares prevenia a sua penetragéo nos

microporos. Para este caso especifico a fase aquosa fluia a um caudal constante enquanto
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que a fase organica se encontrava estacionaria, estabelecendo-se uma particao entre estas.
Apds a extraccdo, a fase organica era encaminhada para o detector, sendo medida a

respectiva absorvancia, enquanto que a fase aquosa permanecia parada.

1.4. Analise por injecgdo em fluxo baseada em multi-seringa (MSFIA)

A analise por injecgado em fluxo baseada em multi-seringa (MSFIA), introduzida por Cerda et
al. (1999) é uma das mais recentes abordagens as técnicas de gestao de fluidos na area da
automatizagéo laboratorial. O seu desenvolvimento procurou juntar a robustez da técnica SIA
associada a bombas de pistdo, as vantagens da técnica FIA, resultando na eliminagdo da
utilizagdo das bombas peristalticas e consequentemente dos tubos de impulsao. Estes tubos,
constituidos por material polimérico, apresentam elevado desgaste quando usados com
acidos e bases concentradas bem como com solventes organicos, obrigando a substituigoes

frequentes e também a calibragdes periddicas dos sistemas (Cerda et al., 1999, Mir6 et al.,

2002).

O elemento base desta técnica de fluxo é a bureta multi-seringa, fabricada pela empresa
Crison. Trata-se de uma bomba de pistdo multi-canal que permite a movimentag&o
simultdnea dos émbolos de quatro seringas, cujas capacidades podem variar entre 0,5 e 25
ml. Todas as seringas estdo ligadas a uma barra movimentada pelo motor de uma bureta
automatica, controlado a partir de um computador através de uma porta série. Junto a saida
de cada seringa esta acoplada uma vélvula solendide de trés vias, enquanto que na

extremidade oposta se encontra o émbolo responsavel pelos movimentos de aspiragdo /
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propulsdo das solugdes. Estas valvulas determinam a ligagdo das seringas a restante
montagem analitica ou ao reservatorio das solugdes, consoante se encontram na posigao
‘On” ou "Off", independentemente do sentido do movimento assumido pelo émbolo (aspiragéo
ou propulsdo). O diagrama apresentado na figura 1.2 representa esquematicamente a bureta

multi-seringa.
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Figura 1.2. Representagao esquematica da multi-seringa. | — esquema frontal: A, tubos; B, valvulas
solendides (Vi-V4); C, seringas; D, barra condutora dos pistdes. || - esquema simplificado.

Outra vantagem deste dispositivo relativamente aos utilizados em outras técnicas de fluxo diz
respeito aos materiais que o compde. As extremidades dos émbolos bem como os
dispositivos de ligagdo da seringa ao sistema sdo, tal como as restantes tubagens,
constituidas por PTFE, o que permite a utilizagdo de solugbes fortemente agressivas bem
como de solventes organicos, uma vez que os liquidos utilizados contactam exclusivamente

com materiais resistentes: o vidro das seringas e o PTFE das tubagens e revestimentos.

A utilizagao de seringas com diferentes volumes, associada ao nimero de passos do motor
da bureta, possibilita a existéncia de um largo intervalo de caudais e volumes passiveis de

utilizagao. A esta versatilidade no que respeita aos caudais esta associada uma elevada
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precis@o na dispensa dos volumes de reagentes e amostra seleccionados. As versdes mais
recentes deste equipamento permitem a existéncia na montagem analitca de valvulas
solendides adicionais (Cerda, 2003), possibilitando a criagido de uma rede de fluxo onde a
gestao de fluidos pode ser efectuada de modo semelhante a descrita para a multi-comutagéo

(Reis et al., 1994).

S&o varias as vantagens dos sistemas de fluxo baseados em multi-seringa relativamente a
outras técnicas de fluxo, nomeadamente a FIA e & SIA. Em MSFIA os consumos de reagente
s80 menores uma vez que estes apenas sao introduzidos na rede de fluxo quando séo
necessarios, retornando ao reservatorio nas restantes situagdes, contrariamente ao que
ocorre em sistemas FIA onde existe um fluxo constante dos reagentes. Por outro lado a
manipulagéo das solugdes pode ocorrer simultaneamente nos quatro canais, o que se podera
traduzir em ritmos de determinagao superiores dos sistemas MSFIA relativamente aos seus
congeneres SIA (Segundo e Rangel, 2002). Uma vez que os segmentos de amostra e
reagentes podem ser enviados simultaneamente através de confluéncias em forma de T ou
Y, existe uma transferéncia de massa radial facilitada entre as diferentes zonas em contacto.
Isto constitui outra vantagem importante relativamente a técnica SIA, em que a transferéncia
de massa e predominantemente axial, traduzindo-se num rendimento superior da reacgao

quimica em MSFIA quando s&o utilizados reactores com as mesmas dimensdes (Mir et al.,

2002).

A introducdo da amostra nos sistemas MSFIA nao é feita atraves de uma das seringas do
bloco multi-seringa uma vez que tal procedimento conduziria a uma contaminagédo entre

amostras consecutivas (‘carryover’, em inglés). Sendo um dos pressupostos das técnicas de
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fluxo a inserg&o repetivel do volume de amostra no sistema, duas estratégias distintas podem
ser usadas em MSFIA. Uma delas € baseada no volume interno de uma alga de injecgéo
(Albertus et al., 1999) enquanto que no outro caso o volume ¢ definido pela relagao tempo /

caudal (Albertas et al., 2001).

Actualmente estdo publicados cerca de 20 artigos cientificos que descrevem diversas
aplicagbes de sistemas baseados em multi-seringa. A maior parte destas publicagdes
abrange determinagdes de diversos parametros de interesse ambiental, geralmente aguas
naturais ou residuais. As metodologias descritas incorporam os mais diversos meios de
detecgdo: espectrofotometria UVIVIS (Albertis et al., 1999; Segundo et al., 2000; Albertus et
al., 2000; Albertus et al., 2001; Mir6 et al., 2001; Pons et al., 2004), fluorimetria (Armas et al.,
2002a; Armas et al, 2002b), potenciometria (Andrade-Eiroa ef al, 2002),
quimioluminescéncia (Piza ef al., 2002; Piza et al., 2004; Morais ef al., 2004 e Manera et al.,
2004) e espectrometria de fluorescéncia atémica com geragao de hidretos (Semenova ef al.,

2002; Semenova et al., 2003).

1.4.1. Incorporagao da pré-concentragao em MSFIA

A utilizacdo de etapas de pré-concentragdo em MSFIA foi ja aplicada a diferentes

determinagdes, constituindo assunto de uma série de recentes publicagées.

Para além do sistema proposto por Mir6 et al. (2001), descrito na secgédo 1.3, néo existe, até
ao momento, mais nenhuma referéncia na literatura no que respeita a sistemas baseados em

multi-seringa que utilizem a extracgéo liquido-liquido como ferramenta de pré-concentragéo.

19



Introdugao

Todos os restantes sistemas referenciados na literatura utilizam a extracgdo em fase solida

para procederem a pré-concentragéo dos analitos.

Armas et al. (2002b) descreveram a determinagao espectrofluorimétrica da substancia activa
anticoagulante varfarina em aguas. Nesta metodologia o analito foi retido numa coluna de
pré-concentragao cuja fase sdlida era constituida por gel de silica com cadeias de octadecilo,
sendo posteriormente eluido com sulfoxido de dimetilo contendo mondmeros de cloreto de
cetiltrimetilamadnio. A utilizagao da pré-concentragao em fase solida permitiu ainda a aplicagao
da calibragdo em massa, baseada na relagéo entre o sinal analitico obtido e a massa de
analito que passava na coluna de pré-concentragdo. Deste modo, a determinagéo foi possivel
no intervalo de concentragdes compreendido entre 50 ng I' e 64 ug I, para volumes de

amostra compreendidos entre 0,2 e 12 ml.

Morais ef al. (2004) associaram o conceito da multi-seringa @ multicomutagao para
desenvolver um sensor optico para determinagédo do ortofosfato em aguas. Para proceder a
determinacgéo foi necessaria a derivatizagdo do analito. Esta decorreu durante o ciclo analitico
e resultou da reacgdo do ortofosfato com o molibdato de aménio na presenga do vanadato,
resultando na formagdo de um heteropoliacido. Este derivado foi posteriormente retido na
fase sdlida constituida pelo co-polimero N-vinilpirrolidona / divinilbenzeno que se encontrava
encerrada na célula de fluxo em forma de espiral, localizada diante da janela de um tubo
fotomultiplicador. O composto adsorvido, resultante da derivatizagao em linha, possui a
capacidade de oxidar o luminol entretanto enviado para junto da fase solida, originando, deste

modo, o fenémeno de quimioluminescéncia responsavel pelo sinal analitico. A metodologia
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proposta possibilitou a determinagdo do analito em aguas de diversas origens no intervalo de

concentragdes compreendido entre 5 e 50 ug I,

Um sistema baseado em multi-seringa para a determinagao do elemento estréncio na sua
forma estavel e radioactiva em amostras de interesse ambiental foi proposto por Fajardo et al.
(2004). Este sistema possibilitou a pré-concentragdo da amostra em estudo atraves da
retencdo do estroncio numa resina adsorvente comercial especifica para o referido elemento.
Apds a eluigdo do analito, a fracgdo eluida foi analisada de duas formas distintas: por
espectrometria de emissdo atémica em plasma acoplado indutivamente (ICP - AES), para
determinagédo do estroncio na sua forma estavel, ou através de um contador, para determinar
a actividade beta da sua forma radioactiva. Embora esta aplicagdo baseada em multi-seringa
ndo permita a detecgdo em linha, ela demonstra a potencialidade das metodologias
automaticas na analise de materiais perigosos, uma vez que elimina a manipulagéo da

amostra por parte do operador, criando assim uma seguranga acrescida na determinag&o.

Pons et al (2004) apresentaram um sistema automatizado para determinagao
| espectrofotométrica do catido ferro (1l), apds reacgéo de desenvolvimento de cor entre o ferro
(Il) e o tiocianato de aménio. A quantidade total de ferro pode ser determinada apos oxidagao
do catido ferro (Il), recorrendo a adigdo em linha de peroxido de hidrogénio. Este sistema
possui a capacidade de decidir qual a melhor estratégia para quantificar o analito, podendo,
consoante o0s casos, proceder a analise directa da amostra ou determinar a execugao de uma
etapa de pré-concentragdo através da retencdo do ferro num adsorvente polimérico
constituido por cadeias de estireno-divinilbenzeno com ligagdes cruzadas entre si as quais se

encontram ligadas cadeias de &cido iminodiacético, responsaveis pelo processo de adsorgéo.
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A versatilidade do sistema torna possivel a determinagéo utilizando um intervalo alargado de
volumes de amostra. Deste modo, com a etapa de pré-concentragao, foi possivel determinar
massas de ferro (Ill) compreendidas entre 0,019 e 4 ug, contidas em volumes de amostra
compreendidos entre 1,5 e 30 ml. A amostra pdde ainda ser analisada directamente, sem
recurso a etapa de pré-concentragdo, no caso de possuir uma concentragdo de analito entre

0,1e 20 mg .

Estes trabalhos evidenciam as mais valias introduzidas pela incorporagdo da operagdo de
pré-concentragdo em sistemas MSFIA. Desta forma, sendo objecto do presente trabalho o
desenvolvimento de uma metodologia automatica para a determinagdo de compostos
fendlicos em aguas, a associagdo MSFIA - pré-concentragdo demonstra ser adequada ao fim

pretendido.
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2.1. Reagentes e solugdes

Na preparagéo de solugdes foi utilizada 4gua desionizada com resistividade superior a 18
MQ cm, obtida a partir de um sistema Milli Q (Millipore). Todos os reagentes usados eram de
qualidade analitica ou equivalente, ndo tendo sido realizado qualquer tratamento de

purificagédo adicional.

O material de vidro utilizado na preparagdo de solugdes de concentragéo rigorosa era de

classe A ou equivalente, convenientemente lavado.

Todas as pesagens de reagentes sélidos foram efectuadas numa balanga analitica (modelo

AG 285, Mettler Toledo).

As solugdes tampéo utilizadas neste trabalho foram obtidas por dissolugdo de &cido borico
(Merck), hidrogenocarbonato de sddio (Merck) e / ou cloreto de amonio (Merck) em agua. O
ajuste do pH destas solugdes foi efectuado pela adigdo de uma solugéo de hidroxido de sddio
(Merck) de concentragéo aproximada de 5 mol |, obtida pela dissolugao deste composto em

agua.

A solugéo de 4-aminoantipirina (Sigma) 0,500 g I* foi preparada, diariamente, pela dissolugéo
do reagente na solugéo tampéo previamente ajustada a pH 8,0. Quanto ao agente oxidante,
hexacianoferrato(lll) de potassio, a solugéo utilizada, com uma concentragéo de 1,50 g I, foi

preparada semanalmente, através da dissolugdo do sal em agua.

A solugao transportadora, também utilizada para regeneragao da coluna de pré-concentragéo
foi obtida por diluigao de uma solugdo comercial concentrada (d = 1,18, 37 % m/m, Panreac),

resultando numa solugéo de &cido cloridrico com a concentragédo de 0,010 mol I'. A eluigdo
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da coluna foi efectuada por uma solugo de hidroxido de sodio com uma concentragdo de

0,10 mol I,

As solugdes padrdo de fenol (Sigma) foram obtidas, diariamente, por diluigao rigorosa em
acido cloridrico 0,010 mol ' a partir de uma solugdo mae do mesmo composto com a
concentragao de 1,000 g I, obtida através da pesagem do composto e respectiva dissolugao
em agua. A frequéncia da preparagdo da solugdo mae padrdo foi semanal. Este mesmo
procedimento foi seguido quando foram efectuadas curvas de calibragdo com os seguintes
compostos fendlicos: 2-clorofenol (Aldrich), 3-clorofenol (Aldrich), 1-naftol (Aldrich), 2-
nitrofenol (Aldrich), o-cresol (Aldrich) e m-cresol (Fluka). A dissolugéo do 1-naftol em agua foi
efectuada a partir de uma dissolugéo prévia do sélido em algumas gotas de uma solugéo de

hidroxido de sédio com uma concentragao aproximada de 5 mol I-'.

Para a avaliagéo de potenciais interferentes foram utilizadas solugées padrao de fenol com
uma concentragéo de 0,500 mg I que incluiam, além do fenol, a espécie potencialmente
interferente em concentragdes até 750 mg 1. Estas solugées foram preparadas a partir de
uma solugdo inicial da espécie interferente com uma concentragdo de 1000 mg I, obtidas
pela dissolugdo em agua de sulfito de sodio (Merck), nitrito de sodio (Riedel-de-Haén),

sulfureto de sodio (Riedel-de-Haén), hipoclorito de sodio (Aldrich) e anilina (Fluka).

O ajuste do pH das amostras (pH 2,0) foi efectuado através da adigdo de uma solugéo de

acido cloridrico comercial concentrada (d = 1,18; 37 % m/m, Panreac).

As amostras certificadas usadas (RTC - QCI-043-2 e LGC - QCI-760) foram fornecidas por

LGC Promochem.
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2.2. Instrumentagao

Como dispositivo de gestéo de fluidos foi utilizada uma multiseringa da marca Crison (modelo
BU 4S) com quatro seringas (Microliter, Hamilton), com capacidades de 5,00 e 10,00 ml. As
seringas s&o de vidro e incluem émbolos e ligadores em PTFE. O movimento completo do
émbolo da seringa corresponde a 5000 passos, sendo que o volume correspondente a cada
passo dependente da seringa utilizada. Um conjunto de quatro valvulas solendides de trés
vias (modelo 161T031, NResearch) assegurou uma completa selecgdo dos fluidos no

sistema.

Como sistema de detecgdo foi usado um espectofotémetro UV/Vis Jenway, modelo 6300,
equipado com uma célula de fluxo Hellma (178.710-QS) com um volume de 80 pl e percurso

Optico de 1cm.

O registo dos sinais analiticos foi efectuado, em papel, através de um registador (BD 111,
Kipp and Zonen). Foi efectuada também a aquisigdo do sinal analitico através da conversao

do sinal analdgico do espectrofotometro recorrendo a uma placa PCL-818L (Advantec).

O controlo do equipamento englobado na montagem foi efectuado a partir de um computador,
através da porta de comunicagéo RS 232. O software utilizado foi desenvolvido em Microsoft
Quick Basic 4.5, permitindo um controlo, por parte do utilizador, dos dispositivos (sentido e
velocidade de deslocamento do pistédo da multiseringa e posigao das valvulas solencides),

assim como a aquisi¢do do sinal analitico.

As ligagoes entre os diferentes dispositivos da montagem foram asseguradas por tubos

constituidos por PTFE (Omnifit) com um diametro interno de 0,8 mm, exceptuando o tubo de
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armazenamento em que foi usado tubo de 1,6 mm de diametro interno. Os tubos de reaccao
(TR1 e TR2 na figura 2.1) apresentavam uma geometria helicoidal (com um diametro de

hélice de 1 cm). Foram também utilizadas confluéncias de metacrilato em forma de .

A introdugéo da resina adsorvente na montagem foi possibilitada através do empacotamento
das particulas numa coluna cilindrica de metacrilato. A retengao das particulas no interior da
coluna foi proporcionada por filtros da marca MoBiTec (ref. #2235), com um di&metro de poro
de 35 um. Aos topos foram enroscados dois adaptadores que permitiam a ligagéo a restante
montagem. No decorrer da parte experimental foram usadas colunas com diferentes
comprimentos (1,5 a 5,0 cm) e diferentes diametros internos (2,0 a 4,0 mm) para proceder ao
estudo das dimensdes mais adequadas da pega para a montagem analitica em

desenvolvimento.

Todas as medigées de pH foram efectuadas através de um milivoltimetro (GLP 22, Crison),

equipado com um eléctrodo combinado de vidro (52-02, Crison).

2.3. Utilizagdo da resina Amberlite XAD-4

2.3.1. Redugao do tamanho de particula e armazenamento da resina

Uma porgéo de resina foi lavada com agua e seca, em capsula de porcelana, numa estufa a
100 °C durante 48 horas. Apds este processo procedeu-se & trituragdo em almofariz de
porcelana e tamisagao recorrendo a tamises padronizados com aberturas de malha de 355,

250 e 125 um e agitador mecénico proprio (modelo A200, Retsch), obtendo-se quatro grupos
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de particulas consoante o respectivo tamanho. Desta forma, foram obtidas particulas com as
seguintes dimensdes: menores que 125 um, entre 125 e 250 um, entre 250 e 355 um e

maiores que 355 um.

A resina foi armazenada, em suspensdo, numa solugdo salina composta por cloreto de sodio

e o carbonato de sddio com concentragdes de 50 g I e 1 g I'' respectivamente (BDH, 1981).

2.3.2. Preparagao das colunas de pré-concentragao

Uma porgéo de resina foi transferida da solugao de armazenamento para um outro recipiente
onde foi preparada uma suspens&o das particulas utilizando agua e algumas gotas de etanol.
Esta suspensdo foi aspirada para o interior da cavidade tubular da coluna recorrendo ao
auxilio de uma bomba peristaltica (Minipuls 2, Gilson), sendo esta operagdo efectuada de
uma forma lenta e continua de modo a garantir um correcto empacotamento das particulas.
Apbs o enchimento da coluna a resina foi lavada com as seguintes solugées: agua-metanol
(2:1), metanol, agua, &cido cloridrico 0,010 mol I, hidréxido de sddio 0,10 mol ' e agua.
Este procedimento de lavagem, proposto por Song et al. (1997), tem como objectivo a
completa remogdo de impurezas eventualmente existentes na resina. Depois deste
tratamento, a coluna com o respectivo adsorvente encontrava-se pronta para uso na

montagem.
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2.4, Montagens e funcionamento do sistema de fluxo

Durante o desenvolvimento da metodologia automatica proposta foram utilizadas duas
montagens analiticas distintas. A primeira, representada na figura 2.1A possuia uma alga de
injeccdo das solugdes padrdo com um volume de 100 pl, ndo incluindo a coluna de pré-
concentrag&o. Este desenho visou o estudo dos pardmetros da reacgéo quimica envolvida na
quantificagdo dos analitos tais como a composigdo da solugdo tampéo, a concentragédo e o
pH dos reagentes além das respostas relativas de varios compostos fenolicos em relagéo ao

fenol sem pré-concentragéo.

A figura 2.1B representa a montagem final que inclui a coluna de pré-concentrag&o. Utilizando
esta configuragéo foram avaliados todos os parametros que envolviam esta etapa do ciclo
analitico tais como as dimensdes das particulas adsorventes, as dimensdes da propria

coluna, e as condigdes de carregamento da amostra / solugéo padrao.

Os ciclos analiticos utilizados neste trabalho encontram-se representados nas tabelas 2.1, 2.2
e 2.3. A tabela 2.1 representa o ciclo analitico utilizado na montagem representada pela figura
2.1A, que ndo contém a coluna de pré-concentragdo. Este ciclo compreende trés etapas:
apos o enchimento parcial das seringas (etapa 1) procedeu-se ao enchimento da alga de
injeccdo (etapa 2). Seguidamente, por inversdo do sentido do fluxo, ocorre a adigdo dos
reagentes e solugdo tampdo a amostra e, finalmente, a detecgdo do produto reaccional

formado com a aquisigdo do respectivo sinal analitico (etapa 3).

29



Material e métodos

Figura 2.1. Representagéo esquematica das montagens analiticas utilizadas para a determinagao de
compostos fendlicos sem (A) e com (B) pré-concentragdo em linha. MS: multi-seringa, Si: seringa, Vi
valvula solendide na posi¢ao “ON" (trago continuo) ou "OFF" (tracejado), D: espectrofotometro (A =
510 nm), C: confluéncia, TR;: tubo de reacgéo (frs = 40 cm e hr2 = 100 cm), Al: alga de injecgéo, CE:
coluna de pre-concentragdo, TA: tubo de armazenamento (fa = 230 cm), EL: hidroxido de sddio 0,10
mol I!, T: &cido cloridrico 0,010 mol I', R1: 4-aminoantipirina 0,50 g I' em acido bérico 0,124 mol ' a
pH 8,0, R2: hexacianoferrato(lll) de potassio 1,50 g I, A: amostra, E: esgoto. Por uma questdo de
simplicidade da representagdo a ligagdo da muti-seringa e das valvulas adicionais ao computador

foram omitidas no esquema B.
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O ciclo analitico adoptado para a pré-concentragéo e determinagdo dos compostos fendlicos
(tabela 2.2) inclui seis etapas. Apds o enchimento parcial das seringas (etapa 1), um
determinado volume de amostra, compreendido entre 0,500 e 6,00 ml, foi aspirado para o
tubo de armazenamento (etapa 2). Depois da inversao do sentido do fluxo e comutagéo das
valvulas apropriadas, a amostra foi enviada através da coluna de pré-concentragdo,
preenchida com o adsorvente (etapa 3). Durante esta etapa a retencdo do analito e a
remogao da matriz foram executadas sequencialmente, uma vez que a passagem do volume
de amostra pela coluna de pré-concentragao foi seguida pela passagem de 2,60 ml de acido
cloridrico. Apés um novo enchimento das seringas (etapa 4), as espécies retidas na coluna
foram eluidas por intermédio da solugdo de hidroxido de sddio e conduzidas ao tubo de
reacgdo 1 (TR1). Neste ponto ocorre a mistura com a 4-aminoantipirina em solugdo tampéo e,
posteriormente, com o agente oxidante (hexacianoferrato(lll) de potassio) no tubo de reacgédo
2 (TR2), sendo efectuada, de seguida, a detecgéo dos produtos reaccionais formados (etapa
5). Finalmente foi enviada através da coluna a solugéo de acido cloridrico para assegurar a
remogdo do hidroxido de sédio remanescente (etapa 6), estando, deste modo o sistema

preparado para um novo ciclo analitico.

Para volumes de amostra superiores a 6,00 ml, foi necessario recorrer as operagdes
descritas na tabela 2.3. Desta forma, as etapas A-D foram realizadas o nimero de vezes
necessarias antes de executar as instrugées analiticas da tabela 2.2. Por exemplo, para um
volume de amostra de 20,0 ml foi necesséario executar o ciclo que compreende as etapas A-D

trés vezes (3 x 6,00 ml) e substituir o valor X da tabela 2.2 por 2000 .
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2.5. Estudo das variaveis e avaliagdo das -caracteristicas de

funcionamento do método

A selecgdo dos valores mais adequados para as variaveis em estudo em cada montagem foi
efectuada pelo método univariante, que consiste em variar, num determinado intervalo, o
parametro a estudar, sendo os restantes mantidos fixos. As escolhas foram efectuadas
através da avaliagdo de algumas caracteristicas da metodologia, nomeadamente o aumento

da sensibilidade e do ritmo de amostragem e a diminuig&o do limite de detecg&o.

Foram utilizados como sinais analiticos a altura do pico, valor maximo de absorvancia
registado a partir do sinal transiente originado pela passagem do segmento do produto de
reacgdo corado no detector, e a respectiva area, definida como a area total sob a curva do
mesmo sinal. A area do pico foi calculada apés tratamento dos dados obtidos nas aplicagbes

informaticas Microsoft Excel 2002 e Origin 6.1.

O tragado das curvas de calibragdo foi efectuado utilizando a altura ou area de pico em
fungdo das concentragdes das solugdes padrdo ou da massa de fenol que passa na fase

solida extractora.

As concentragées das amostras foram obtidas por interpolagdo nas curvas de calibragao,
previamente estabelecidas, do sinal analitico obtido na analise de cada amostra. Nos casos
em que a curva de calibragdo correspondia a relagdo sinal analitico vs. massa de fenol a
concentragdo resultou da divisdo do valor obtido por interpolagdo pelo volume de amostra
que foi introduzido no sistema. Foram efectuadas doze injecgbes consecutivas da mesma

amostra, sendo calculada a concentragdo média obtida e o respectivo desvio padréo. A
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repetibilidade da metodologia desenvolvida foi avaliada recorrendo ao desvio padréo relativo

(DPR) (n=12).

A avaliagdo da exactiddo da metodologia proposta foi efectuada pela analise de materiais
certificados. Os resultados obtidos pela andlise das amostras certificadas no sistema
proposto foram comparados com os resultados inter-laboratoriais que acompanhavam estes

materiais, obtidos através de metodologia de referéncia (EPA 420.1).

Com o objectivo de avaliar os efeitos de matriz no procedimento proposto foram efectuados
ensaios de recuperagao, utilizando 4gua da torneira e agua mineral. O procedimento consistiu
em adicionar pequenas quantidades de uma solugdo padrdo concentrada de fenol as
amostras de modo a obter dois niveis diferentes de concentragées. Ap6s essa adigdo as
amostras foram processadas no sistema. A percentagem de recuperagdo foi calculada
através da razéo entre o valor de concentragdo obtido pela anélise segundo a metodologia

proposta e o valor teérico originado apos a adigao.

O limite de detecgéo foi definido como a concentragdo (Cio) resultante da menor medigao
(Yio) que pode ser efectuada, com razodvel certeza, para um determinado procedimento
analitico (IUPAC, 1976). O valor de Yip é obtido através da equagéo Yip = Ys + 3 Sg, onde Y
corresponde a média de dez medigdes do sinal analitico do branco e Sg a0 desvio padrdo
dessas mesmas medigdes. As medigdes do branco foram efectuadas pela injecgdo no
sistema de uma solugdo com a mesma composigao das solugdes padrdo com excepgdo do
fenol. A concentragdo minima detectavel (Cip) foi calculada por interpolagdo na curva de

calibragéo, tida como constante para baixas concentragdes (Miller e Miller, 1993), do valor de

Yip.
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O ritmo de determinagao, expresso como o numero de determinagées por hora, foi definida
pelo periodo de tempo que engloba todas as etapas da sequéncia analitica, resultando na
soma do tempo necessario a execugdo de cada etapa do ciclo analitico, acrescido do tempo
necessario para a comunicagao de instrugdes entre 0 computador e os restantes dispositivos

do sistema.
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3.1. Implementagao da reacgao da 4-aminoantipirina em MSFIA

Foram efectuados estudos sobre as variaveis que condicionam a reacgao colorimétrica da 4-
aminoantipirina no sistema MSFIA, nomeadamente no que respeita ao sistema tampéo usado

e respectivo pH, assim como a concentragdo dos reagentes.

3.1.1. Composigéo e pH do sistema tampao

O sistema tampao e respectivo pH que servem de suporte a reacgdo sao variaveis essenciais

para que a formagdo do composto corado ocorra de uma forma répida e suficientemente

extensa.

Emerson (1943) abordou a questdo da alcalinidade do meio reaccional sem contudo
especificar qualquer patamar necessario a ocorréncia da reacgdo. Deste modo, varios
autores sugeriram diferentes intervalos de pH e sistemas tampdo adequados para o
desenvolvimento de cor. Gotlieb e Marsh (1946), na implementagdo de um método para
analise de fungicidas fendlicos, propuseram a utilizag&o de carbonato de sodio num intervalo
de valores de pH compreendido entre 10,4 e 10,6. Ochinsky (1960) estudou trés sistemas
tampao distintos (borato, fosfato e carbonato) num intervalo de valores do pH compreendido
entre 7,7 e 11,5. Os resultados obtidos por este autor revelaram que o maximo de formagéo
de cor é conseguido no intervalo de valores de pH situado entre 9 e 10,7. Este autor referiu
ainda que quando o valor de pH & menor que 8, independentemente do tampé&o utilizado,
assiste-se a uma marcada auto-oxidagdo da 4-aminoantipiina com formagdo de um

composto vermelho. A independéncia dos resultados obtidos em relagéo ao sistema tampao
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utilizado foi reportada também por Svobodova e Gasparic (1970), que propuseram como
condi¢do necessaria & ocorréncia da reacgdo a existéncia de uma capacidade tampao que
assegure um intervalo de pH entre 7,5 e 9,5. Estes autores alertaram ainda para a
alcalinidade excessiva que eventualmente possa estar presente no meio reaccional. Quando
isto acontece assiste-se a uma degradagdo dos produtos reaccionais formados com
consequéncias directas nos valores de absorvancia medidos. Ettinger et al. (1951) utilizaram
uma solugéo concentrada de amoniaco para efectuar o ajuste de pH para um valor de
10,0£0,2, valor este que, segundo os autores, possibilitou a obtengéo de baixas absorvancias
para 0s ensaios em branco ao mesmo tempo que minimizou o risco da ocorréncia de

interferéncias, nomeadamente por parte de aminas aromaticas.

Faust e Mikulewickz (1967a) apresentaram uma revisdo bibliografica sobre os vérios factores
que influenciam a reacg&o, estabelecendo o pH, o tampao utilizado e o tipo de substituigdo do
composto fendlico como os factores mais importantes a considerar para a ocorréncia da
reacgdo. Estes autores propuseram a utilizagdo de pH 8, atendendo ao facto de que alguns
compostos, como o 2,4-diclorofenol, ndo produzirem qualquer cor a pH 10,0+0,2, sendo
contudo capazes de o fazer quando este valor diminui para 7,9+0,1. E referenciado ainda o
tampao composto por hidréxido de amonio e fosfato como aquele que proporcionou a melhor
estabilidade ao sistema reaccional. Estas condigdes foram aplicadas experimentalmente
pelos mesmos autores para a avaliagdo dos valores de absortividade, a um comprimento de
onda de 500 nm, de varios derivados fendlicos a pH 8 e a pH 10 (Faust e Mikulewickz,
1967b). Os resultados obtidos mostraram valores do pardmetro em estudo sistematicamente
superiores quando € utilizado o pH 8. As razdes apresentadas para justificar tal observagéo

prendem-se com o aumento do caracter electrofilico da 4-aminoantipirina. Faust e Anderson
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(1968) realizaram um estudo comparativo entre o método proposto Faust e Mikulewickz
(1967b) e um outro método que utilizava uma solugéo tampao composta por hidréxido de
amoénio e cloreto de amonio a pH 10,0+0,2 analisando diversas amostras de aguas
superficiais. Os valores de concentragdo obtidos foram, mais uma vez, sistematicamente

superiores quando a reacgéo foi conduzida a pH 8.

Na aplicagdo desta reacgdo quimica em sistemas de fluxo & usado o tamp&@o combinado
obtido pela dissolugdo em agua de hidrogenocarbonato de sddio e acido bérico e ajuste de
pH a valores iguais ou proximos de 10,0 (Moller e Martin, 1988; Frenzel et al., 1992, Frenzel e
Krekler, 1995; Lupetti et al., 2004, Mir6 e Frenzel, 2004). Este valor de pH permite a obtengao
de baixos valores de absorvancia nos ensaios de branco e um menor risco de interferéncias
(por parte das aminas aromaticas), alem de manter a sensibilidade em valores compativeis

com a determinagao em questao.

Perante uma diversidade tdo grande de dados encontrados na literatura tornou-se necessaria
uma abordagem experimental a questdo do controlo do pH que permitisse encontrar as

condigGes mais favoraveis para a aplicagdo desta reac¢do no sistema de fluxo proposto.

Neste sistema, o pH final, que condicionara a reacgéo, é resultado da mistura entre trés
solugbes com distintas caracteristicas em relagdo ao caracter acido-base: uma solugao
fortemente alcalina (transportador / eluente da coluna), uma solugéo tamp&o (onde esta

dissolvida a 4-aminoantipirina) e uma solugdo aquosa (oxidante).

Para os estudos que tiveram por fim a definigdo do valor de pH e a composigdo da solugéo
tampao a utilizar, a concentragdo dos reagentes utilizada foi de 1,00 g I' tanto para a 4-

aminoantipirina, em solugdo tampéo, como para o hexacianoferrato(lll) de potassio, em
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solugd@o aquosa. Foram estabelecidas curvas de calibragdo mediante a injecgdo de 100 pl de
solugdes padrao aquosas de fenol com concentragdes compreendidas entre 1,00 e 20,0 mg |-
1. O transportador do analito foi uma solugdo de hidréxido de sédio 0,10 mol !, reagente este
que, quando contacta com a 4-aminoantipirina em tampao, provoca um aumento do valor do
pH, proporcionando uma alcalinidade adequada a condensagéo oxidativa dos reagentes com
analito, com a consequente formagdo do composto corado. Avaliaram-se as sensibilidades
obtidas, através dos declives das curvas de calibragdo (UA mg' |, em que UA significa
unidades de absorvancia), em fungdo das variaveis experimentais em estudo (pH, tipo e

concentrag&o da solugdo tamp&o). Foi igualmente medido o valor de pH do efluente.

A primeira solugdo tampao utilizada era constituida por carbonato-borato, obtida por
dissolugao de 5,2 g de hidrogenocarbonato de sodio e 5,8 g de acido borico em 1000 ml de
agua (Frenzel et al,, 1992; Frenzel e Krekler, 1995), ajustada a valores de pH entre 7,0 e
10,0. Os resultados obtidos (figura 3.1) demonstraram que, para valores de pH
compreendidos entre 7,0 e 9,0 (valores de pH do efluente compreendidos entre 9,55 e 10,80),
a sensibilidade se manteve praticamente inalterada. O mesmo nédo aconteceu a pH 10,0,
onde esta diminuiu acentuadamente, provavelmente devido ao valor de pH elevado do
efluente (11,35). O valor de pH seleccionado para as experiéncias seguintes foi de 8,0 uma

vez que, nestas condigdes, o pH do esgoto apresentou um valor de pH préximo de 10,0.

Com o objectivo de conhecer qual a capacidade e tipo de tampdo que proporcionava a
melhor sensibilidade efectuou-se um estudo em que foram utilizadas duas solugdes tampéo:
a primeira, semelhante & usada na experiéncia anterior, preparada com hidrogenocarbonato

de sddio e acido borico (proporgdo molar 1:1,53), e uma segunda, obtida através da
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dissolugdo do cloreto de aménio em agua. O estudo foi realizado num intervalo de

concentragdes compreendido entre 0,0302 e 0,755 mol |, correspondente a um quinto e

cinco vezes o valor de concentragcdo utilizado na experiéncia anterior. Todas as solugdes

foram ajustadas a pH 8,0.
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Figura 3.1. Resultados obtidos para diferentes valores de pH, no intervalo compreendido entre 7,0 e
10,0, na solugdo tampao composta por 0,062 mol I de hidrogenocarbonato de sodio e 0,095 mol I

de acido borico.

0,0250 -
0,0200
00150 @
0,0100 -

Declive / UAmg' |

0,0050
0,0000

0,000

0,200 0,400 0,600 0,800

concentragdo / mol i

Figura 3.2. Resultados obtidos para o uso da solugdo tampao combinada carbonato-borato (A) e para

o tamp&o amonio (o) no intervalo de concentragbes compreendido entre 0,0302 e 0,755 mol I,
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Os resultados obtidos (figura 3.2) mostram que os valores de sensibilidade foram sempre
superiores com o sistema tampdo combinado carbonato-borato, com excepgdo para a
concentragdo mais baixa, na qual as sensibilidades foram equivalentes. No que respeita aos
valores de pH do efluente, estes foram semelhantes, em cada concentragdo, para os dois
tipos de solugdes tampéao (diferengas inferiores a 0,30 unidades de pH). Contudo, para as
duas concentragdes mais baixas estudadas estes valores foram superiores a 11,35, Para as
restantes trés concentragbes testadas o pH do efluente compreendeu valores entre 8,50 e
9,60. Estes resultados sdo contrarios aos obtidos por Song ef al. (1997), uma vez que estes
autores reportam a obtengdo de sinais analiticos superiores com a utilizagédo do sistema

tampao amonio-amoniaco, relativamente aos obtidos com o sistema carbonato-borato.

A existéncia de duas zonas distintas em que decorre o efeito tampao por parte do sistema
combinado carbonato-borato (pKa (H3BOs) = 9,24 e pKa (HCO3?) = 10,32) comparativamente
ao sistema cloreto de aménio-amoniaco (pKa (NHs*) = 9,24), que possui apenas o par NHg* /
NH3 em solugéo, pode explicar a maior capacidade por parte do sistema combinado para

suportar as variagdes de concentragao introduzidas nesta avaliagao experimental.

Com o objectivo de avaliar individualmente as caracteristicas de cada sistema tampado no
estabelecimento das condigbes reaccionais mais adequadas, além de verificar a necessidade
de capacidade tampdo em dois intervalos distintos de pH, foi introduzida uma nova
abordagem a esta questéo. Desta forma, foram preparadas solugdes tampao com apenas um
dos pares acido-base, visando o estabelecimento da composi¢gdo quimica (especie e
concentragdo) que proporcionasse a maxima sensibilidade. A planificagcdo experimental

envolveu o calculo tedrico aproximado da concentragdo de solugdo tampdo necesséria para
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que, partindo de um pH inicial de 8,0, fossem atingidos determinados valores de pH final
(apds a mistura de todos os reagentes no sistema de fluxo). Estes calculos partiram de uma

serie de consideragbes prévias: os valores de pH foram calculados através da férmula
pH = pKa+log—b— em que b corresponde & concentragdo da particula basica, a a
a

concentragdo da particula acida e pKa ao valor desta constante para o par acido-base
conjugada em questéo; assumindo que as condigées de validade séo verificadas (Laboratério
de Quimica da Faculdade de Ciéncias, 1968). Foram consideradas as diluigées sofridas pela
solugéo ao longo do seu percurso no sistema de fluxo e os valores de pH final foram
seleccionados de acordo com o pKa de cada sistema tamp&o. As concentragées calculadas

em fungdo do pH desejado estdo representadas na tabela 3.1.

Tabela 3.1. Concentragdes dos diferentes sistemas tampao estudados obtidas através de calculos

tedricos, em fung&o do pH final desejado.

Sistema tampao pKa pH final  Concentragéo / mol I
9,00 0,290
H3BO;3 / [B(OH)s] 9,24 9,50 0,164
10,00 0,124
9,00 0,290
NH4* / NH3 9,24 9,50 0,164
10,00 0,124
9,50 0,766
HCO3/ COz* 10,32 10,00 0,110
10,50 0,068

45



Resultados e discussao

Foram preparadas as varias solugdes tampdo e estabelecidas as respectivas curvas de
calibrag&o. Os valores dos declives obtidos, correspondentes a cada solugdo testada, bem

como os valores de pH medidos a saida do sistema, estédo representados na figura 3.3.
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Figura 3.3. Declives obtidos (A) e valores de pH medidos a saida do sistema (B) para as varias
concentragdes das diferentes solugdes tampdo: HiBO3 / [B(OH)4] (o), NHs*/ NH3 (A ) e HCOy / COs*

().

Através da analise dos resultados representados na figura 3.3A verificamos que a solugéo
tampao obtida pela dissolugdo do acido bérico, com uma concentragdo de 0,124 mol |
proporcionou a melhor sensibilidade (0,0220 UA mg! |), inclusive superior a do tampao
combinado carbonato-borato utilizado até entdo (0,0195 UA mg' I). No que respeita aos
valores de pH medidos & saida do sistema (figura 3.3B) verifica-se que a solugbes
preparadas a partir do catido aménio e do acido borico, com valores de pKa semelhantes e
utilizadas nas mesmas concentragdes, apresentam valores muito proximos entre si e também

bastante proximos aos previstos. Contudo, o sistema tamp&o borato demonstrou sempre um

desempenho superior no que respeita aos valores de sensibilidade obtidos. Por sua vez, os
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valores de pH medidos apds a utilizagdo da solugdo tampao preparada a partir do
hidrogenocarbonato de sédio foram sempre mais distantes dos previstos relativamente aos

outros sistemas tampé&o avaliados, o que também se reflectiu nos valores de declive obtidos.

Seguidamente foram preparadas solugbes de concentragdes decrescentes de acido borico
com valores de 0,124; 0,110 e 0,100 mol I'. Foram igualmente preparadas, em simultaneo,
solugdes de cloreto de amdnio com concentragdes semelhantes. Todas as solugdes tampéo
preparadas foram ajustadas a pH 8,0. Este estudo comparativo com o sistema tampao
amonio-amoniaco procurou confirmar o comportamento relativo dos dois sistemas tampao
que revelaram os melhores resultados na experiéncia anterior num intervalo de
concentragbes mais baixa, que nao tinha sido ainda testado. Os resultados obtidos (figura
3.4) vao de encontro aos anteriores, confirmando a solugdo de acido bérico 0,124 mol |1
como aquela que proporcionou o valor mais elevado de sensibilidade, ao mesmo tempo que
possuia uma capacidade tampao compativel com a manuten¢do da mesma na eventualidade
da ocorréncia de ligeiras modificagbes do valor de pH, uma vez que, mesmo em
concentragbes mais baixas (0,110 mol I') foi capaz de assegurar sinais analiticos constantes.
Contudo, para a solugdo com concentragdo de 0,100 mol |! verificou-se uma diminui¢ao
acentuada na sensibilidade, provocada por uma alcalinidade excessiva, resultante de uma
capacidade tampao insuficiente. Deste modo, a solugdo de acido bérico com concentragdo de

0,124 mol I, foi seleccionada para a execugao das restantes experiéncias.
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Figura 3.4. Resultados obtidos para o estudo dos sistemas tampdo constituidos pelos pares acido-
base conjugada &cido bérico-borato (A) e aménio-amoniaco (o) no intervalo de concentragoes

compreendido entre 0,100 e 0,124 mol I,

3.1.2. Concentragdo e pH da solugdo oxidante

O fenémeno oxidativo na reacgdo escolhida para a determinagdo de compostos fendlicos
assume uma importancia especial uma vez que ocorre em condigbes muito especificas de
alcalinidade. Por esta razao varios autores propuseram o uso de solugdes oxidantes
alcalinizadas, com um valor de pH igual a 11 (Moller e Martin, 1988; Frenzel et al., 1992,

Frenzel e Krekler, 1995; Song et al., 1997; Mir6 e Frenzel, 2004).

O papel do pH da solugdo oxidante na sensibilidade foi avaliado de duas formas distintas:
através da utilizagdo do hexacianoferrato(lll) de potassio em solugdo tampao (carbonato-

borato) e em solugdo aquosa alcalina (pH 11,0). Em ambos os casos foram estabelecidas

comparagdes com o uso do mesmo reagente em solugéo aquosa.
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Na primeira experiéncia, o hexacianoferrato(lll) de potassio foi introduzido no sistema numa
solugao de tamp&o combinado carbonato-borato, cuja concentragao total era de 0,15 mol I,
preparada conforme descrito na secgdo 3.1.1. Foram preparadas solugdes cujos valores de
pH eram de 8,0; 9,0 e 10,0. A 4-aminoantipirina foi dissolvida na mesma solugdo tampéo,
com o mesmo valor de pH. A concentragdo de ambos os reagentes nas respectivas solugoes
foi 1,00 g I''. A representagdo grafica da figura 3.5 apresenta os valores do declive (UA mg-11)
obtidos através do estabelecimento de curvas de calibragdo, utilizando as diferentes
solugbes. Pela analise do grafico conclui-se que a utilizagdo do hexacianoferrato(lll) de
potassio em solugéo tamp&o n&o apresenta vantagens comparativamente a solu¢do aquosa,

para qualquer dos valores de pH testados.
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Figura 3.5. Valores de sensibilidade obtidos recorrendo a utilizagdo da solugéo oxidante
(hexacianoferrato(lll) de potassio) em meio tamponado (solugdo tampao carbonato-borato) (o) e em
meio aquoso (A), para os valores de pH inicial de 8,0, 9,0 e 10,0.

Numa segunda experiéncia o agente oxidante foi introduzido no sistema de fluxo atraves de
uma solugdo aquosa alcalina (pH 11,0). Para que o efeito desta corrente alcalina fosse
avaliado de uma forma mais abrangente, foi testada a sua influéncia em diferentes

capacidades tampao. Para tal, este estudo foi efectuado utilizando o sistema tampéo
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combinado carbonato-borato e o sistema tamp&o amoénio-amoniaco com concentragGes

compreendidas entre 0,0311 e 0,779 mol ', contendo também a 4-aminoantipirina. As

concentragbes de 4-aminoantipirina e de hexacianoferrato(lll) de potassio foram semelhantes

as utilizadas na experiéncia anterior. Os resultados obtidos estdo representados nas figuras

36e3.7.
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Figura 3.6. Valores de sensibilidade obtidos recorrendo & utilizagdo da solugdo oxidante em meio

aquoso (o) e em meio aquoso alcalinizado (A ), utilizando diferentes concentragdes da solugéo

tamp&o combinada carbonato-borato.
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Figura 3.7. Valores de sensibilidade obtidos recorrendo & utilizagdo da solugdo oxidante em meio

aquoso (o) e em meio aquoso alcalinizado (A ), utilizando diferentes concentragdes da solugéo

tampéo obtida pela dissolugéo do cloreto de amonio.
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Verificou-se que, perante os resultados obtidos (figuras 3.6 e 3.7), para as diferentes |
capacidades e tipos de solugdo tamp&o avaliadas, a utilizagdo de uma solugdo de
hexacianoferrato(lll) de potéssio alcalinizada ndo representava qualquer vantagem sob o
ponto de vista analitico, uma vez que ndo se observou qualquer incremento nos sinais
analiticos com consequente reflexo na sensibilidade. Desta forma, foi adoptada, para a

prossecugao das experiéncias, a utilizagdo do agente oxidante em solugdo aquosa.

Tendo como ponto de partida as condigbes experimentais estabelecidas nos estudos
descritos nas secgdes anteriores no que diz respeito as solugdes utilizadas no sistema (4-
aminoantipirina 1,00 g I' em tampéo borato 0,124 mol ' a pH 8,0 e hexacianoferrato(lll) de

potassio 1,00 g I em solugdo aquosa) foi estudada a concentragdo de oxidante com o

| concentragdes entre 0,0100 e 2,12 g I, concluindo-se que o valor de 1,50 g I'' correspondia

objectivo de incrementar a sensibilidade. O estudo foi efectuado num intervalo de
a concentragdo minima que proporcionou a maior sensibilidade, sendo por isso utilizado nas

experiéncias posteriores (figura 3.8).
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Figura 3.8. Resultados obtidos com a utilizagdo de diferentes concentragdes de hexacianoferrato(lll)

de potassio, num intervalo compreendido entre 0,100 e 2,12 g I",
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3.1.3. Estudo da concentragao da solugdo de 4-aminoantipirina

Um estudo semelhante ao descrito na secgéo anterior (3.1.2) foi executado com a finalidade
de determinar a concentragdo mais adequada da 4-aminoantipirina para a metodologia
desenvolvida. Foram estudadas concentragbes de 4-aminoantipirina num intervalo
compreendido entre 0,0500 e 2,00 g I'. A representagdo grafica dos resultados obtidos
(figura 3.9), apresenta a concentragdo de 0,500 g I' como aquela que proporciona

sensibilidades mais elevadas, sendo esta a concentragdo eleita para uso nas experiéncias

posteriores.
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Figura 3.9. Resultados obtidos através do estabelecimento de curvas de calibragdo utilizando
diferentes concentragdes de 4-aminoantipirina dissolvida numa solugdo de acido bérico 0,124 mol .

Nesta experiéncia foi utilizada uma solugdo de hexacianoferrato(lll) de potassio com uma

concentragdo de 1,50 g I''.
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3.2. Implementagao da etapa de pré-concentragao em MSFIA

A necessidade de determinar concentragdes vestigiais de compostos fenolicos em aguas de
diversas origens conduziu a implementagdo de etapas analiticas que tiveram como objectivo
o aumento da sensibilidade e a diminuigdo do limite de detecgdo do método da 4-
aminoantipirina. A metodologia de referéncia da American Public Health Association (Clesceri
et al, 1998), baseada nesta reacgdo quimica, propbe a concentragdo dos produtos
reaccionais em cloroférmio para que seja possivel a determinagdo num intervalo de
concentragbes entre 0,01 e 0,1 mg . No presente trabalho a concentragdo prévia dos
analitos & realizada através da extracgdo em fase sdlida, que compreende a utilizagao de

substancias adsorventes com capacidade de retengéo dos analitos.

Esta estratégia foi adoptada no desenvolvimento deste sistema MSFIA, através da utilizagao
da resina Amberlite XAD-4. Esta resina & um adsorvente polimérico, constituido por cadeias
de estireno e divinilbenzeno, com ligagbes cruzadas entre si. Trata-se de uma resina nao
ionica, cujas propriedades adsortivas derivam da sua estrutura macroreticular que
compreende duas fases continuas, uma de natureza polimérica e uma outra de natureza
porosa (Rohm Haas, 2003). Esta estrutura possibilita uma excelente estabilidade a nivel
fisico, quimico, térmico e hidraulico, além de uma grande area de superficie por unidade de
massa, sendo adequada para a retengdo de compostos organicos com polaridade reduzida,

caracteristicas em que se enquadram os compostos fenolicos.

O uso desta resina como adsorvente de compostos fendlicos estda amplamente descrito na
literatura. Vera-Avila et al. (1999) apresentam um estudo exaustivo sobre as variaveis fisicas

e quimicas que condicionam o fenémeno, estabelecendo as principais condi¢des para
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assegurar a remogao do fenol em solugdo aquosa. Por sua vez Ku e Lee (2000) descrevem o
comportamento de adsorgdo dos compostos fenolicos na resina Amberlite XAD-4. Estes
autores reportam também a influéncia do coeficiente de particdo octanol / agua dos diferentes
compostos fendlicos na sua retengdo bem como o pH da solugdo onde se encontram. Deste
modo, & descrita uma correlagdo empirica positiva entre a constante de partigdo (valor da
razdo entre a concentragao de composto fenolico que esta adsorvido e a concentragao do
mesmo composto que permanece em solugdo sob a forma néo ionizada) e o coeficiente de
particdo octanol / agua (constante caracteristica de cada composto e que define a
hidrofobicidade relativa de cada molécula). O valor do pH do meio assume especial
importancia atendendo ao facto de que este valor proporciona a ocorréncia dos compostos
fendlicos na sua forma ionizada ou protonada (n&o ionizada), condicionando a sua retengéo

na resina hidrofdbica.

A utilizagdo deste adsorvente como elemento de pré-concentragdo em linha de compostos
fenolicos em sistemas de fluxo é proposta por Zhi et al. (1996) e Song et al. (1997), embora
0s primeiros autores associem uma extracgao liquido-liquido com cloroférmio dos produtos da

reac¢do de desenvolvimento de cor, posterior a extracgdo em fase sdlida dos analitos.

No presente sistema multi-seringa, a adsorgdo / eluigdo dos compostos fenélicos na resina
Amberlite XAD-4 baseia-se na diferente hidrofobicidade apresentada pelos compostos
fendlicos consoante estes se encontrem na sua forma iénica ou néo-iénica, uma vez que se
tratam de acidos fracos, passiveis de sofrerem dissociagdo, dependendo esta do equilibrio
acido-base em solugdo. A presenga de uma ou outra forma depende do pKa de cada

composto bem como do pH da solugdo onde se encontram. Deste modo, a adsor¢do dos
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compostos € assegurada pela presenga de um valor de pH acido (pH 2), aquando da
passagem do analito junto do adsorvente estando os compostos na forma néo i6nica. Por sua
vez a eluicdo do composto é provocada pela passagem de uma corrente fortemente alcalina
(pH = 13) através do adsorvente para que o analito retido assuma a forma iénica, resultando
numa afinidade reduzida pela fase sélida. Este procedimento, inicialmente proposto por Song
et al. (1997) e estudado por Vera-Avila et al. (1999), permite melhorar o desempenho do

metodo da 4-aminoantipirina sem recorrer ao uso de solventes organicos.

3.2.1. Dimensédes das particulas da resina Amberlite XAD-4

Embora a capacidade de retengdo de compostos fendlicos por parte da resina Amberlite
XAD-4 comercial seja maior do que outros adsorventes da mesma familia (Amberlite XAD-2,
XAD-7, XAD-8) (Zhi et al., 1996), o seu desempenho ndo é o melhor quando se deseja que
fenémeno ocorra quantitativamente e num curto intervalo de tempo. Para incrementar o
rendimento do processo Song et al. (1997) recorreram, com sucesso, ao uso de particulas de

menor dimens&o, sendo esta estratégia sugerida também por Vera-Avila ef al. (1999).

O procedimento que resultou na redugdo do tamanho de particula encontra-se descrito na
secgdo 2.3.1. Foram construidas colunas de pré-concentragdo, utilizando tubo de impulsao,
com 3,00 cm de comprimento e 2,54 mm de didmetro interno, sendo as extremidades
encerradas com 1a de vidro. Neste estudo, o carregamento e eluigdo da coluna foram
executados no mesmo sentido. Este tipo de colunas e a utilizagdo do mesmo sentido para a
manipulagao da coluna foram abandonados posteriormente devido &s pressdes elevadas que

criavam no sistema. Desta forma, e com o objectivo de resolver este problema foram
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aplicadas, em simultaneo, duas estratégias distintas: a primeira procurou encontrar materiais
menos deformaveis que o tubo de impulsdo, que suportassem as pressées criadas pela
compactagao continuada das particulas enquanto que, a segunda, visou a criagdo de um
processo de descompactagdo das proprias particulas durante o ciclo analitico, evitando-se,
desta forma, sobrepressdes dos fluidos no sistema. Estas estratégias traduziram-se pela
utilizagéo de colunas de metacrilato, mais rigidas, cujas extremidades estavam encerradas

por filtros porosos e pela eluicdo do analitos no sentido contrario ao da etapa de adsorgéo

dos mesmos.

Experimentalmente, este estudo consistiu no estabelecimento de curvas de calibragdo com
quatro colunas distintas, cada uma contendo resina pertencente a um dos um dos quatro
grupos obtidos apés o processo de reducdo do tamanho (menores que 125 um, entre 125 e
250 um, entre 250 e 355 pm e maiores que 355 um). O volume total de carregamento da
coluna foi de 4,00 ml, constituido por 1,00 ml solugdo padrdo e 3,00 ml de solugéo
transportadora (HCI 0,010 mol I') a um caudal de 2,0 ml min-'. Os resultados (figura 3.10)
demonstraram um incremento do sinal analitico com a diminuigdo do tamanho das particulas
adsorventes. A razdo de tal facto prende-se com o aumento da superficie adsorvente total,

resultante da presenga de particulas de menores dimensdes.

Embora as particulas com pequenas dimensdes permitam as sensibilidades mais elevadas,
elas proporcionam um aumento consideravel da press&o no interior do sistema devido ao seu

elevado grau de compactagfo, resultando na colmatagdo dos dispositivos de pré-

concentragdo. Esta razdo inviabilizou a utilizagdo de particulas de Amberlite XAD-4 com

dimensdes inferiores a 120 um em metodologias de fluxo descritas anteriormente que
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utilizam esta resina como adsorvente, como a proposta por Song et al. (1997). No presente
trabalho, apos a introdugao das estratégias descritas anteriormente, foi possivel a utilizagao
de particulas de Amberlite XAD-4 com dimensdes inferiores a 125 pym sem comprometer o

correcto funcionamento do sistema MSFIA.
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Figura 3.10. Curvas de calibragdo obtidas para diferentes tamanhos de particula da resina Amberlite
XAD-4. Tamanhos de particula: maiores que 355 pm (9), entre 355 e 250 pm (x), entre 250 e 125 um

(o) e menores que 125 um (A).

3.2.2. Condigoes de carregamento da coluna de pré-concentragao

Para o estabelecimento das condigbes mais adequadas para o carregamento dos analitos na
coluna de pré-concentragdo foram avaliadas duas variaveis: o caudal de passagem da
amostra / solugdo padrdo na coluna de pré-concentragdo e o volume de transportador
necessario a remog¢ao da matriz da amostra e a lavagem das tubagens de ligagao entre os
diferentes dispositivos. Nesta experiéncia foi utilizada uma coluna de metacrilato com 3,0 cm

de comprimento de 3,0 mm de diametro interno.
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No processo de extracgéo em fase sélida de compostos com algum grau de polaridade, como
€ o caso do fenol, utilizando a resina adsorvente Amberlite XAD-4, os caudais utilizados
assumem especial importancia na obtengao de resultados repetiveis e de boas recuperagdes
(Vera-Avila et al., 1999). Esta variavel foi estudada por Zhi et al. (1996) e Song et al. (1997)
na utilizagdo desta mesma resina. Os primeiros, utilizando a resina na sua forma comercial,
verificaram que, no intervalo de caudais compreendido entre 2,0 e 4,8 ml min-!, ndo existiam
diferengas significativas entre os sinais analiticos obtidos, adoptando o caudal mais elevado
para assegurar um maior ritmo de determinago. Por sua vez Song ef al. (1997), utilizando
particulas adsorventes entre 125 e 177 um, utilizaram um caudal de 1,8 ml min-' para
efectuar o carregamento de 4,4 ml de amostra. Perante dados tdo dispares encontrados na
literatura efectuou-se um estudo em que se procurou avaliar qual o caudal mais adequado ao
carregamento da coluna. As condigbes experimentais no que respeita aos volumes de
solugdo padréo e solugdo transportadora foram as mesmas utilizadas na experiéncia anterior.
Foi utilizada uma solugéo padrdo de fenol com uma concentragdo de 0,441 mg I e caudais
entre 1,0 e 8,0 ml min-'. A figura 3.11 representa, graficamente, os sinais analiticos obtidos

em fungdo dos caudais de carregamento da coluna utilizados.

Estes resultados demonstram que no intervalo de caudais compreendidos entre 1,0 e 5,0 ml
min-! ndo existem variagdes significativas no sinal analitico obtido. O mesmo n&o acontece
com os caudais superiores a 5,0 ml min-!, em que observa uma tendéncia para a diminui¢ao
do sinal analitico. Atendendo a estes resultados o caudal de 5,0 ml min-! foi escolhido, uma
vez que possibilitou minimizar o tempo gasto na etapa de camegamento da coluna,

proporcionando maiores ritmos de determinagdo sem qualquer perda de sensibilidade.
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Figura 3.11. Influéncia do caudal de carregamento da coluna no sinal analitico obtido apés a pré-

concentragéo de 1,00 ml de solugdo padréo de fenol com uma concentragéo de 0,441 mg I,

Qutra condigao essencial a um desempenho analitico correcto por parte do sistema de fluxo é
que seja assegurada uma completa remogéo dos residuos das diferentes solugdes padréo /
amostras que possam ficar retidos nas tubagens e na propria coluna de pré-concentragéo, de
modo a que sejam prevenidas contaminagdes entre as diferentes solugbes sujeitas ao

procedimento analitico.

Com a finalidade de encontrar as condigdes mais adequadas ao carregamento da coluna, no
que respeita & auséncia de contaminagdes entre diferentes solugdes utilizadas, foram
avaliados os sinais analiticos obtidos pela pré-concentragdo de 5,00 ml de uma solugéo
padrao de fenol com uma concentragdo de 0,441 mg I! e por 1,00 ml de uma solug&o padrao
do mesmo composto com uma concentragéo de 2,21 mg I, utilizando diferentes volumes de

solug@o transportadora (HCI 0,010 mol I), num intervalo compreendido entre 0,0 e 25,0 ml.

Para as condigfes experimentais avaliadas, verificou-se que, com o aumento do volume de

acido cloridrico que passa pela coluna de pré-concentragdo além da solugéo padréo, o sinal
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analitico diminui (figura 3.12). Este comportamento s6 ndo é verificado nos dois primeiros
pontos experimentais (de ambas as solugdes utilizadas) representados na figura 3.12. O sinal
analitico obtido na experiéncia em que apenas o volume correspondente & amostra é enviado
para a coluna (0,00 ml de HCI 0,010 mol I') foi inferior a0 seguinte porque, neste caso, parte
da solugdo padrdo aspirada permaneceu nas tubagens de ligagdo, ndo sendo por isso
carregada na coluna. Com a existéncia de um volume extraordinario de transportador
(segundo ponto experimental da figura 3.12), que permitiu a passagem de todo o segmento

de solugéo na coluna de pré-concentragéo, assistiu-se a um aumento do sinal analitico.
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Figura 3.12. Influéncia do volume de solugéo transportadora (HCI 0,010 mol I') no sinal analitico
obtido pela injecgéo de 1,00 ml de solugdo padrdo de fenol 2,21 mg I (o) e 5,00 ml de solugdo
padrao de fenol de 0,441 mg I (A).

Atendendo aos resultados experimentais obtidos, tornou-se necessario que o volume de
solugdo transportadora fosse o minimo possivel, desde que fosse assegurada a remogao
completa da amostra / solugdo padrdo em analise do sistema no final de cada ciclo analitico.

Deste modo, o volume de transportador utilizado correspondeu a um volume teérico de quatro
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vezes 0 volume existente nas tubagens de ligagdo, no interior das vélvulas solendides e na
coluna de pré-concentragdo, sendo por isso varidvel de acordo com a coluna utilizada

(Marshall e Van Staden, 1992).

3.2.3. Dimensoes da coluna de pré-concentragio

As dimensdes da coluna de pré-concentragdo influenciam o desempenho analitico do sistema
ja que condicionam algumas variaveis inerentes ao fenémeno de adsorgdo / eluigdo, tais
como: quantidade de particulas adsorventes presente (capacidade total de retengéo), volume
maximo de amostra que pode ser carregado de uma forma quantitativa e a dispersao do
segmento de amostra obtido apds a eluigdo dos analitos. Foram avaliadas diversas colunas
com dimensdes compreendidas entre 1,5 e 3,0 cm de comprimento e 2,0 a 5,0 mm de
didmetro interno, através do estabelecimento de curvas de calibragdo com 1,00 ml de
solugbes padrdo de fenol com concentragbes compreendidas entre 0,23 e 2,30 mg I1. O
volume de solugao transportadora utilizado foi ajustado de acordo com o volume da coluna
utilizada. Os resultados obtidos estdo representados na tabela 3.2 e figura 3.13, onde se

verifica um claro aumento da sensibilidade com a diminuigao do volume da coluna.

A experiéncia seguinte teve como objectivo a implementagdo da calibragado em massa, em
que é estabelecida a relag&o entre o sinal analitico e a massa do analito que é carregada na
coluna de pré-concentragdo. Este conceito possibilita o estabelecimento de curvas de
calibragéo com um s6 padrdo, sendo os diferentes pontos experimentais obtidos a partir da

variagao do volume de solugéo aspirada que, na metodologia proposta, pode ser determinado
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Tabela 3.2. Parametros das curvas de calibragdo obtidas para as diferentes colunas testadas.

Coluna

Comprimento / Didmetro  Volume / Declive / UA Ordenada na

cm Interno / mm 1] mg'l Origem
1,9 50 294 0,1108 0,002
3.0 2,0 94,2 0,1349 0,001
3,0 3,0 212 0,1175 -0,002
5,0 3,0 353 0,1079 0,001
5,0 4,0 628 0,0943 0,000
0,150 -
a
- =]
o 0 n
0,100
g o
a
0,000 . ; . )
0 200 400 600 800

volume coluna/ pl

Figura 3.13. Influéncia do volume da coluna na sensibilidade da metodologia. Curvas de calibragéo
obtidas com 1,00 ml de solugdes padrdo de fenol com concentrages compreendidas entre 0,23 e

230 mg .

através da relagdo caudal / tempo, sem necessidade de modificar fisicamente a montagem
analitica (Armas ef al, 2002b). No que respeita a analise de amostras a aplicagéo desta

estratégia de calibragdo permite a existéncia de um intervalo dindmico de determinagao,
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dependente do volume de amostra que sofre o processo de pré-concentragdo. No que
respeita a sua aplicagdo, a calibragdo em massa compreende a existéncia de uma
independéncia do sinal analitico obtido em relagéo ao volume de solugdo que é carregado na

coluna de pré-concentragdo e que contém a massa de analito a analisar.

Para a aplicagéo deste conceito foi necessaria a escolha de uma coluna de pré-concentragéo
que, simultaneamente, proporcionasse uma elevada sensibilidade e permitisse a manutengéo
do sinal analitico quando massas semelhantes dos analitos eram introduzidas em volumes
distintos de solugdo. Desta forma, foram efectuadas experiéncias para comparar 0s sinais
analiticos obtidos pela injecgdo de massas equivalentes de fenol presentes em diferentes
volumes de solug&o. Foram efectuados dois ensaios semelhantes utilizando colunas de pré-
concentragdo com as seguintes dimensdes (comprimento x didmetro interno): 3,0 cm x 2,0
mm e 5,0 cm x 3,0 mm. Os sinais analiticos resultantes da experiéncia foram comparados
com os obtidos através do carregamento da coluna de pré-concentragdo com massas
equivalentes de fenol contidas em 0,500 ml de solug&o, sendo calculada a respectiva
percentagem relativa. Os resultados obtidos nesta experiéncia séo apresentados nas tabelas

3.3e34.

Para volumes compreendidos entre 0,500 e 3,00 ml o desvio relativo do sinal analitico foi
inferior a cinco por cento em ambas as colunas utilizadas. Quando se superaram esses
volumes, a coluna com 5,0 cm de comprimento e 3,0 mm de didmetro interno apresentou um
desempenho superior no que respeita ao objectivo da implementagdo da calibragdo em

massa, uma vez que a tendéncia decrescente do sinal analitico € menor.
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Tabela 3.3. Percentagem relativa dos sinais analiticos obtidos pela injecgdo de uma determinada
massa de fenol, compreendida entre 0,230 e 2,30 pg, num volume de 0,500 ml e num determinado
volume variavel compreendido entre 0,500 e 5,00 ml, utilizando uma coluna de pré-concentragéo com
3,0 cm de comprimento e 2,0 mm de diametro interno. ‘

Vol. sol. padrdo /ml  Massa fenol / ug  Sinal analitico / % ‘

0,500 0,230 100
1,00 0,460 99,1
2,00 0,920 97,5 \
3,00 1,38 97,6
4,00 1,84 92,1
5,00 2,30 85,3 ‘

Tabela 3.4. Percentagem relativa dos sinais analiticos obtidos pela injecgdo de uma determinada
massa de fenol, compreendida entre 0,227 e 2,27 pg, num volume de 0,500 ml e num determinado
volume varidvel compreendido entre 0,500 e 5,00 ml, utilizando uma coluna de pré-concentragio com

5,0 cm de comprimento e 3,0 mm de didmetro interno.

Vol. sol. padrdo /ml  Massa fenol / ug  Sinal analitico / %

0,500 0,227 100
1,00 0,455 98,3
2,00 0,910 97,3
3,00 1,36 95,2
4,00 1,82 94,7
5,00 2,27 92,9

De acordo com as avaliagbes efectuadas e procurando uma solugdo de compromisso entre a

sensibilidade e a capacidade de pré-concentragdo quantitativa utilizando diferentes volumes
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de solugéo, a coluna cuja cavidade tubular possui 5,0 cm de comprimento e 3,0 mm de

diametro interno foi escolhida para os estudos seguintes.

3.2.4. Estudo do caudal na etapa de desenvolvimento de cor

Com o objectivo de diminuir o tempo necessério & execugdo do ciclo analitico, que se traduz
num aumento do ritmo de determinagéo, foram avaliados os caudais utilizados na mistura da
amostra com os reagentes e respectiva formagao dos derivados corados. Para tal, foram
estabelecidas curvas de calibrago através da injecgao directa de 100 pl de solugbes padréo
de fenol, num intervalo de concentragdes entre 1,00 e 20,0 mg I, na auséncia da etapa de
pre-concentragéo, fazendo variar o caudal de envio das trés seringas que contém o eluente
da coluna (NaOH), o reagente de desenvolvimento de cor (4-aminoantipirina) e o reagente
oxidante (hexacianoferrato(lll) de potassio). Foi estudado o intervalo de caudais
compreendido entre 1,5 e 3,0 ml min-' por seringa, 0 que corresponde a um intervalo entre
4,5 e 9,0 ml min' no que concerne ao caudal total que passa na célula de fluxo. Os

resultados obtidos estao representados na figura 3.14.

Atendendo aos resultados apresentados na figura 3.14 verifica-se que existe um ligeiro
aumento da sensibilidade para os caudais mais elevados que foram testados (2,5 e 3,0 ml
min-1), o que permite concluir que & possivel um aumento do ritmo de determinagéo através
do aumento do caudal da etapa de eluigio e reacgdo na metodologia proposta sem
comprometer a sensibilidade da mesma. Deste modo, foi seleccionado o caudal de 2,5 ml
min-! por seringa para as restantes experiéncias como solugéo de compromisso, uma vez que

possibilitou uma determinagéo mais rapida (o caudal utilizado até entdo era de 1,5 ml min-'
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por seringa), reduzindo o risco da existéncia de sobrepressées no sistema com a coluna de

pre-concentragdo.
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Figura 3.14. Declives obtidos pelo estabelecimento de curvas de calibragdo em que a etapa de
mistura de reagentes e reacgdo quimica foi efectuada a diversos caudais, num intervalo
compreendido entre 1,5 e 3,0 ml min' em cada uma das trés seringas que contém o eluente e os

reagentes de desenvolvimento de cor e oxidante.

3.3. Caracterizagao e avaliagao do sistema MSFIA

3.3.1. Resposta relativa de diferentes compostos fendlicos

Atendendo ao facto de a determinagdo em estudo ter como objectivo a quantificagéo de
compostos fendlicos totais existiu a necessidade de aferir sobre a retengdo efectiva dos
diferentes derivados. Como a condensagao oxidativa da 4-aminoantipirina com os compostos
fendlicos proporciona respostas reaccionais distintas consoante as caracteristicas quimicas
dos compostos fenélicos alvo da reacgdo néo € possivel estabelecer uma comparagao directa
entre os sinais obtidos apés a etapa de pré-concentragdo. Deste modo, foi necessério avaliar
a resposta relativa em relagdo ao fenol de alguns dos mais representativos compostos

fendlicos: 2-clorofenol, 3-clorofenol, 1-naftol, 2-nitrofenol, o-cresol e m-cresol. A experiéncia
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consistiu no estabelecimento de curvas de calibragao na presenga e na auséncia da etapa de

pré-concentragéo.

A avaliagdo das reactividades relativas dos diferentes compostos fenélicos na metodologia
em estudo foi efectuada através do estabelecimento de curvas de calibragdo sem pré-
concentragéo, através da injecgdo no sistema de 100 pl de solugbes padrdo dos diferentes
compostos fenolicos. Os parametros das curvas de calibragdo obtidas, utilizando como sinal

analitico a altura do pico e a area do pico, estdo representados na tabela 3.5.

Tabela 3.5. Parametros das curvas de calibragdo sem pré-concentragao obtidas pela injecgéo de 100
ul de solugdes padréo dos varios compostos fendlicos em estudo, utilizando a altura e 4rea do sinal

transiente registado.

Altura do pico Area do pico
declive / UA ordenada na declive / UA s ordenada na

Camposto mmol-1 origem mmol -' | origem
fenol 2402 0,006 13,08 0,00
3-clorofenol 2,464 0,006 14,26 0,02
2-clorofenol 3,095 0,007 17,02 0,01
m-cresol 1,820 0,006 10,11 0,01
o-cresol 2,048 0,006 10,98 0,01
1-naftol 1,723 0,006 10,13 -0,01
2-nitrofenol 0,527 0,005 2,190 0,01

Foi executada uma segunda experiéncia submetendo os diferentes compostos fenélicos &

etapa de pre-concentrag&o. A coluna foi carregada com um volume total de 3,60 ml, em que
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1,00 ml correspondeu ao volume de solug@o padréo e o restante a solugéo transportadora
(HCI 0,010 mol I'). O caudal utilizado nesta operagao foi de 5,0 ml min-'. Na tabela 3.6 estao

representados os parametros das curvas de calibragéo obtidas.

Tabela 3.6. Parametros das curvas de calibragdo obtidas pela pré-concentragdo de 1,00 ml de
solugdes padrdo dos varios compostos fendlicos em estudo, utilizando a altura e area do sinal
transiente registado.

Altura do pico Area do pico
declive / UA ordenada na declive /UA s ordenada na

Compaisto mmol | origem mmol - | origem
fenol 12,35 0,004 104,1 0,07
3-clorofenol 8,504 0,002 106,3 0,23
2-clorofenol 13,45 -0,001 135,8 -0,10
m-cresol 7,243 0,001 83,32 -0,01
o-cresol 7,361 -0,005 87,87 -0,06
1-naftol 5,387 -0,014 74 67 -0,25
2-nitrofenol 2,562 0,004 15,80 0,01

Através dos dados obtidos com o estabelecimento das curvas de calibragdo com e sem pré-
concentragao foram calculadas as respostas percentuais relativamente ao fenol, numa base

de equivaléncia molar, dos compostos em estudo (tabela 3.7).

Atendendo as respostas percentuais da tabela 3.7 verificou-se que as reactividades relativas
com e sem pré-concentracdo do analito apresentam valores distintos consoante o sinal

analitico utilizado (altura ou area do pico). Para a altura do pico as percentagens relativas
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obtidas com a pré-concentragao dos analitos foram inferiores as obtidas no caso da auséncia
desta etapa analitica. Tal ndo aconteceu quando o sinal analitico utilizado para efectuar a
comparagéo foi a area do pico. Tal situagdo decorre das diferentes formas de pico obtidas
para os diferentes compostos quando a andlise é efectuada com pré-concentragdo dos
analitos. Na figura 3.15 & possivel visualizar os diferentes perfis dos sinais transientes obtidos
para alguns dos compostos fendlicos estudados, nomeadamente no que respeita a forma do

pico e ao tempo em que ocorre 0 maximo de absorgdo.

Tabela 3.7. Resposta relativa ao fenol obtida para os diferentes compostos fendlicos, traduzida pela
razéo entre os declives das curvas de calibragao obtidas. Também séo apresentados os valores do

coeficiente de partigdo octanol-agua (Kow) (Hansch et al., 1995) para os diferentes compostos.

Resposta sem pré- Resposta com pre-
concentragdo concentragao

Composto Kow  Alturado pico Areadopico Altura do pico Area do pico
fenol 1,46 100 100 100 100
3-clorofenol 2,50 103 109 68,8 102
2-clorofenol 2,15 129 130 109 131
m-cresol 1,96 75,7 773 58,7 80,1
o-cresol 1,95 85,3 84,0 59,6 84,4
1-naftol 2,95 71,7 774 43,6 71,7
2-nitrofenol 1,79 21,9 16,7 20,7 15,2

Estas diferengas acentuadas no que respeita & forma dos picos obtidos devem-se as
diferentes afinidades dos compostos pela resina Amberlite XAD-4. Tratando-se de uma resina

adsorvente com propriedades hidrofébicas, os compostos com coeficientes de partigéo
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octanol-agua (Kow) mais elevados resistem mais  eluigao por parte da solucdo de hidroxido
de sodio, o que se traduz no perfil do sinal analitico, aparecendo os picos com uma cauda
longa e uma altura menor (figura 3.15). Esta hipotese é confirmada pela diferenga entre as
reactividades relativas obtidas a partir a altura do pico (tabela 3.7), uma vez que os
compostos mais hidrofobicos (2-clorofenol, 3-clorofenol, 1-naftol) apresentam as maiores
diferengas de resposta relativa sem e com pré-concentragdo. O contrario também é
demonstrado pelos resultados da mesma tabela, uma vez que o 2-nitrofenal, que possui um
valor de coeficiente de partigdo octanol-4gua préximo ao do fenol, apresentou uma
reactividade relativa semelhante com e sem pré-concentragéo quer considerando a altura ou

a area do pico, conforme demonstrado na figura 3.15.

0,300 - A

Absorvancia

Figura 3.15. Perfis dos picos obtidos com diferentes compostos fendlicos: A - fenol (233 mmol 1), B -
3-clorofenol (227 mmol ), C - o-cresol (213 mmol ), D - 1-naftol (238 mmol ), E = 2-nitrofenol
(293 mmol ).

As diferentes formas dos picos registados para cada composto inviabilizou a utilizagao da

altura maxima dos mesmos como sinal analitico. Com o objectivo de solucionar este
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problema foi adoptado como sinal analitico a drea do pico obtido no final de cada ciclo
analitico, sendo esta independente dos perfis de eluigdo dos diferentes compostos e,
simultaneamente, proporcional & concentragdo dos analitos estudados, de acordo com os
resultados apresentados nas tabelas 3.5, 3.6 e 3.7. Deste modo, a utilizag&o da area do pico
como sinal analitico possibilitou a existéncia de uma resposta analitica independente da

etapa de pré-concentragao.

3.3.2. Calibragdo em massa

Para implementar este tipo de calibragdo foi necessario estabelecer o intervalo de volumes
em que a area do pico era constante para uma determinada massa de fenol. Foram
desenvolvidas experiéncias que compreenderam a definicdo do intervalo de volumes para o

estabelecimento das curvas de calibragéo e a utilizagdo da area do pico como sinal analitico.

Na primeira fase de experiéncias avaliou-se o sinal analitico correspondente a duas massas
de fenol (2,00 pg e 0,500 pg) contidas em diferentes volumes de solugdo num intervalo
compreendido entre 1,68 e 21,1 ml. O carregamento da coluna foi processado da seguinte
forma: para volumes de amostra compreendidos entre 1,68 e 6,74 ml, foi também enviado
pela coluna um volume de 2,60 ml de solugdo transportadora para além do volume de
amostra. Quando foram utilizados volumes de amostra entre 10,5 e 21,0 ml os carregamentos
foram divididos, ou seja, o volume total foi carregado em varias etapas consecutivas, em
porges de 5,00 ml com excepgdo do volume remanescente cuja etapa de carregamento foi
semelhante & usada no intervalo de volumes referido anteriormente. Entre cada volume de

5,00 ml de solugéo padréo foram intercalados 2,00 ml de transportador que eram enviados
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para o esgoto sem passar pela coluna, de modo a evitar a contaminagéo cruzada entre
amostras consecutivas. Os resultados obtidos demonstram uma diminuicdo acentuada da

absorvancia maxima com o aumento do volume de solugéo (figura 3.16).
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Figura 3.16. Alturas de pico obtidas pela injecgdo de 2,00 pg (o) e 0,500 pg (A) de fenol em

diferentes volumes de solugéo, compreendidos entre 1,68 e 21,1 ml.

Perante estes primeiros resultados verificou-se que néo era possivel utilizar um intervalo téo
alargado de volumes. Foi efectuado um segundo estudo avaliando um intervalo mais restrito.
Foram estabelecidas curvas de calibragdo relacionando a altura e a area do pico com a
massa de fenol carregada na coluna de pré-concentragdo, através da injecgdo destas num
volume fixo de 1,00 ml e em volumes varidveis de solug&o no intervalo compreendido entre
0,500 e 6,00 ml. Na figura 3.17 representam-se graficamente as curvas de calibragdo obtidas,
enquanto que, na tabela 3.8 & possivel observar os valores de altura e 4rea do pico para duas

das massas de fenol enviadas através da coluna em diferentes volumes de solugéo.
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Figura 3.17. Curvas de calibragéo obtidas pelo carregamento na coluna de pré-concentragéo de

massas de fenol compreendidas entre 0,157 e 3,45 g contidas num volume fixo de 1,00 ml (o) e em

volumes variaveis, nos intervalos 0,500-3,00 (o) e 0,500-6,00 ml (A).

Tabela 3.8. Alturas e areas dos picos obtidos pelo carregamento na coluna de pré-concentragao de

1,25 g e 1,88 ug de fenol em diferentes volumes de solug&o.

Sinal analitico
Massa fenol/ug ~ Volume / ml Altura do pico Area do pico
1,00 0,153+0,003 1,35+0,01
1,25 2,00 0,158+0,003 1,4110,02
4,00 0,141+0,001 1,42+0,02
1,00 0,229+0,002 2,02+0,01
1,88 3,00 0,231+0,002 2,0510,03
6,00 0,205+0,001 2,08+0,02

Os resultados representados na figura 3.17 e na tabela 3.8 demonstram que a utilizagéo da

area do pico como sinal analitico apresenta vantagens no que respeita & equivaléncia dos

sinais obtidos com o carregamento da mesma massa de fenol contida em diferentes volumes
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de solugdo. Para os intervalos de massa de fenol (0,157 - 1,88 g) e volumes de solugéo
(0,500 - 6,00 ml) estudados existe uma proporcionalidade entre a &rea de pico e a massa de
fenol, facto este que ndo acontece se o sinal analitico for a altura do pico. Deste modo, o
intervalo de volumes compreendido entre 0,500 e 6,00 ml foi adoptado para o
estabelecimento de curvas de calibragdo que relacionam a &rea do pico com a massa de

fenol que é carregada na coluna de pré-concentragéo.

3.3.3. Estudo de possiveis interferentes

Atendendo as consideragbes efectuadas sobre os interferentes na reac¢do da 4-
aminoantipirina (secgéo 1.2.1), verifica-se que a metodologia de fluxo desenvolvida apresenta
vantagens no que respeita a eliminagdo de possiveis interferentes. No método proposto as
amostras sdo previamente acidificadas a pH 2, o que impede a adsor¢do das aminas
arométicas, uma vez que se tratam de bases fracas e estdo na forma ionizada a este valor de
pH e, simultaneamente, permite a eliminagdo de sulfuretos sob a forma de sulfureto de
hidrogénio. Porém este tratamento prévio pode ndo ser suficiente no caso das amostras

apresentarem forte turbidez ou cor, devendo-se recorrer, nestes casos, & destilagéo.

Com o objectivo de identificar e avaliar potenciais interferentes na metodologia desenvolvida
foi efectuado um estudo experimental em que as substancias a testar foram adicionadas a
uma solugdo de fenol com uma concentragdo de 0,500 mg I'. Foram consideradas
interferentes as espécies que provocaram um desvio relativo superior a cinco por cento no
valor do sinal analitico (area do pico). Foram analisadas as seguintes espécies: sulfito, nitrito,

sulfureto, anilina e hipoclorito (tabela 3.9). O anido sulfito ndo revelou qualquer interferéncia
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nas concentragdes testadas. Todas as restantes espécies revelaram-se potencialmente
interferentes, com limites de tolerancia variados. O anio nitrito e a anilina apresentaram um
limite de tolerancia de 50,0 mg I, enquanto que para o anido sulfureto este foi de 5,00 mg I,
A espécie potencialmente mais interferente que foi testada foi anido hipoclorito, cujo limite

maximo de tolerancia néo ultrapassou a concentragdo de 1,00 mg |-

Tabela 3.9. Resultados obtidos no estudo de substancias potencialmente interferentes na

determinagéo de compostos fendlicos.

oo Concentragdo da
Su_b §tan0|a substancia adicionada Desvio relativo / %

adicionada )

/mg H
50,0 0,9
Sl 100 0,1

t

b 250 0,6
750 49
50,0 2.7
Nitrito 100 -7,3
250 99
5,00 44
Sulfureto 10,0 8.1
25,0 -23,9
50,0 1.5
N 100 10,6
Anilina 250 277
500 53,8
1,00 48
Hipoclorito 2,00 9,9
3,00 65,2

75



Resultados e discussao

3.3.4. Caracterizagao do sistema e analise de amostras

A tabela 3.10 apresenta as caracteristicas do sistema para as diferentes condigdes de
calibragdo utilizadas. Foram executadas curvas de calibragdo recorrendo a um volume de
amostra fixo de 1,00 e 24,0 ml, através da utilizagdo de padres com concentragdes variaveis
de fenol. Também foi possivel o estabelecimento de curvas de calibragéo utilizando apenas
uma solugdo padrdo, através da aplicagdo de um intervalo dindmico de volumes
compreendido entre 0,500 e 6,00 ml, que possibilitou a obtengdo dos sinais analiticos
correspondentes a diferentes massas de fenol carregadas na coluna. A utilizagdo da
calibragdo em massa permite ndo s6 uma maior simplicidade na obtengdo de curvas de
calibragdo mas também uma versatilidade acrescida na determinagéo de compostos fendlicos
nas amostras de agua, uma vez que possibilita a injecgdo do volume mais adequado de

amostra para efectuar a analise.

Todas as curvas de calibragéo foram obtidas por injecgées em triplicado das solugdes padrao
utilizadas. A metodologia desenvolvida possibilita o estabelecimento das diferentes curvas de
calibragdo sem qualquer modificagdo da montagem analitica, tornando possiveis as
determinagées num intervalo alargado de concentragdes. A utilizagdo de grandes volumes de
amostra (24,0 ml) permitiu atingir limites de detecgao suficientemente baixos para que fosse
possivel determinar concentragdes na ordem dos pg I''. A precisdo foi avaliada através do
desvio padrao relativo (DPR). Os valores obtidos, compreendidos entre 1,1 e 3,5 %, indicam

uma boa repetibilidade por parte do método.

Para avaliar a exactiddo da metodologia proposta foram analisadas amostras certificadas de

compostos fendlicos. Os valores certificados e os resultados obtidos por interpolagéo do sinal
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analitico (area do pico) das amostras na respectiva curva de calibragdo encontram-se na

tabela 3.11.

Tabela 3.10. Caracteristicas analiticas da metodologia de fluxo desenvolvida.

Volume de amostra ou solugéo padrao / ml

1,00 0,500 - 6,00 24,0
Limite de detecgao/mg | 0,07 0,009 0,002
Ritmo de determinagao/h'! 15 10-16 4
Intervalo de concentragées/mg I 0,500 - 3,00 0,027 - 3,80 0,010-0,280
DPR/% (n = 12) 1,1 3.5 24

1,085 (+0,006) m e+ 1,104 (+0,006) m e+ 0,096 (+0,006) m e+

e callbragac” +004(£0,02)  +0022(£0,007)  +0,00 (£002)

*Unidades do declive: UA s ug -'. me: massa de fenol / ug.

Tabela 3.11. Resultados obtidos na analise de amostras certificadas.

Compostos fenélicos totais / mg I

Amostra Volume Valor certificado Limites de aceitagédo Valor obtido
RTC-QCI-043-2 0,500 501+0,76 2,73-7,28 5,26 + 0,06
LGC -~ QCI-760 3,00 0,223 £ 0,002 0,098 - 0,197 0,144 + 0,005
LGC - QCI-760 240 0,223 + 0,002 0,098 - 0,197 0,167 + 0,004
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Comparando os resultados obtidos com os valores certificados verifica-se que estes se
encontram dentro dos limites de aceitagdo, estabelecidos através de andlises inter-
laboratoriais segundo metodologias de referéncia para os analitos em questdo. No caso da
amostra LGC-QCI-760 o valor certificado (0,223 mg I') ¢ significativamente mais elevado que
0 valor médio (0,148 mg ') estabelecido pelos limites de aceitagdo. Por um lado, o valor
certificado para os compostos em questéo foi estabelecido através de outra metodologia, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Por outro lado, a amostra em questo inclui na sua
composigéo 2,4-dinitrofenol e 2,4-diclorofenol, compostos estes que sao substituidos na sua
posicdo para, estando por isso inibidos total ou parcialmente de reagir com a 4-
aminoantipirina, ndo possuindo, por esse motivo, a capacidade de originar produtos
reaccionais corados. A composi¢éo qualitativa desta amostra completa-se com o fenol e 2-

clorofenol.

Tendo como objectivo a avaliagdo de possiveis efeitos de matriz foram efectuados ensaios de
recuperagdo utilizando &gua mineral e agua da torneira. Foram adicionadas pequenas
quantidades de fenol &s matrizes em questdo e foi calculada a percentagem de recuperagao
(tabela 3.12). O fenol adicionado correspondeu ao contelido total das amostras uma vez que

a injecgéo destas matrizes revelou um sinal analitico semelhante ao branco.

As percentagens de recuperagdo encontradas evidenciam a auséncia de efeitos de matriz
tanto por parte da agua mineral como da &gua da tomeira. Os valores de recuperagdo mais
distantes de cem por cento (4gua da torneira 0,499 mg I (83,1%) e 0,020 mg I (113,1%))

justificam-se devido ao facto de os valores da areas dos picos obtidos serem reduzidas,

78



Resultados e discussao

repercutindo-se este facto nas concentragdes calculadas apés interpolagao do sinal analitico

na respectiva curva de calibragao.

Tabela 3.12. Resultados obtidos nos ensaios de recuperagao.

Concentragao em fenol / mg I

Matriz Volume Adicionado Obtido Recuperagéo / %
Agua torneira 0,500 0,499 0,415 40,023 83,1
Agua mineral 0,500 0,498 0,495 + 0,009 99,4
Agua torneira 3,00 0,499 0,499 + 0,004 100,1
Agua mineral 3,00 0,498 0,514 + 0,002 103,1
Agua torneira 24,0 0,020 0,023 + 0,002 1131

79



CONCLUSOES




Conclusées

4.1. Novas contribuigdes para as metodologias de fluxo

No desenvolvimento do trabalho apresentado nesta dissertagéo foi possivel adoptar a mesma
configuragéo do sistema para efectuar a pré-concentragéo de diferentes volumes de amostra.
Deste modo, foram estabelecidas curvas de calibragdo com a utilizagdo de uma anica
solugdo padréo, através da utilizagdo de diferentes volumes de solugéo proporcionando um
intervalo dinmico de concentragdes. Esta estratégia permitiu ainda a escolha, dentro do
intervalo 0,5 - 6,00 ml, do volume mais apropriado para efectuar a determinagdo. A

‘
versatilidade do sistema proposto possibilitou ainda a utilizagao, quando necessario e sem ;
qualquer modificagéo da montagem analitica, de volumes de amostra superiores (24,0 ml) ‘
para que a determinagéo fosse possivel em amostras com concentragdes inferiores a 50 pg |-

1 de fenol.

Foi também possivel neste trabalho, pela primeira vez, a utilizagdo de particulas de resina
Amberlite XAD-4 de reduzidas dimensdes (menores que 125 um). Embora estas particulas
tenham ja sido referenciadas como aquelas que proporcionavam melhores eficiéncias no
processo extractivo, a sua utilizagao foi sempre inviabilizada pelas elevadas pressdes criadas
nos sistemas. Através da utilizagdo de materiais rigidos (metacrilato) nas colunas de pré-

concentragéo e da aplicagéo de sentidos inversos de fluxo nas etapas de carregamento e

forma mais rapida e eficiente.

R

eluicdo dos analitos, tornou-se possivel a execugdo da etapa de pré-concentragdo de uma
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4.2. Novas contribuigdes no ambito da “Quimica Verde”

Um dos doze principios da "Quimica Verde” enuncia a “anélise para a prevengao da poluigdo
em tempo real” (Anastas e Warner, 1998; Lancaster, 2002). E neste contexto que as técnicas
de fluxo se podem assumir como ferramentas de grande utilidade, uma vez que tornam
possivel a monitorizagdo de parametros de interesse ambiental e, simultaneamente,
possibilitam a implementagdo de processos analiticos menos agressivos para o ambiente,
promovendo o desenvolvimento de novas metodologias em que ndo sejam utilizados ou
produzidos compostos toxicos, bem como através da redugéo do consumo de reagentes e da

producao de efluentes.

Atendendo ao facto de que se tratam de técnicas automaticas, este facto pode, por si so,
constituir um motivo de interesse para os processos quimicos “verdes". Tal situacdo deve-se
as caracteristicas inerentes aos processos autométicos: a manipulagdo de solugdes é
automatica e limitada ao sistema; existe uma redugéo da produgao de residuos relacionados
com os materiais utilizados na manipulagao como luvas, frascos, pipetas e outros produtos
descartaveis; além de ser diminuida a possibilidade de derramamento de solugdes e,
consequentemente, existir um menor risco de exposi¢ao a potenciais perigos por parte dos

operadores.

As potencialidades das técnicas de fluxo na aplicagdo da “Quimica Verde" foram abordadas
recentemente por Rocha et al. (2001). Segundo estes autores, além da minimizagdo da
producao de residuos referenciada anteriormente, existem outro tipo de medidas que podem
ser implementadas recorrendo as metodologias baseadas neste tipo de sistemas. Sao

exemplos dessas medidas a procura de procedimentos analiticos que n&o utilizem reagentes
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(como a utilizagdo de processos de separagdo com detectores universais como a radiacdo
ultravioleta e o desenvolvimento de sensores e biosensores), a substituigdo de reagentes
perigosos, a reciclagem dos residuos gerados durante os processos e sua posterior
reutilizagao (nomeadamente no que respeita a solventes organicos) além do tratamento de
residuos em linha (recorrendo a reacgdes quimicas ou fotoquimicas que transformem os

compostos perigosos em derivados com toxicidade diminuida ou ausente).

Foi neste contexto que o presente trabalho foi desenvolvido, procurando a determinagéo de
compostos fendlicos em baixas concentragées mas também que esse processo fosse
executado de forma a minimizar o impacto ambiental da andlise, evitando a utilizagio de

solventes organicos e procurando reduzir o consumo de reagentes e a produgéo de efluentes.

A tabela 4.1 apresenta os consumos de reagentes e solventes organicos por determinagio
para o sistema proposto, para a metodologia de referéncia da American Public Health
Association (Clesceri et al, 1998) e para diferentes metodologias de fluxo com pré-

concentragao.

Através dos dados da tabela 4.1 verificamos que a metodologia proposta consegue uma
redugdo da quantidade de reagentes utilizada cerca de 50 vezes relativamente & metodologia
de referéncia. Quando a comparagéo é efectuada com outras metodologias de fluxo com pré-
concentragdo, verifica-se que os consumos s&o semelhantes aos do sistema proposto por

Song et al. (1997), cujos valores sao os mais reduzidos de todas as metodologias propostas.
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Tabela 4.1. Consumos de reagentes e solventes organicos por determinagdo para o sistema
proposto, para a metodologia de referéncia da American Public Health Association (Clesceri et al.,

1998) e para um conjunto de metodologias de fluxo com pré-concentragao referenciadas na literatura.

Referéncia
Reagente / Sistema Clesceri et Zhietal, Songetal, Erxbelen et
solvente proposto al., 1998 1996 1997 al., 2001
4-AAP /mg 1,38 60 30 11 1.25
Ks[Fe(CN)g] / mg 413 240 - 2,2 235
K2S208 / mg - - 300
Cloroférmio / ml 0 25 4,1 0 12

A tabela 4.1 referencia apenas os reagentes directamente envolvidos na produgdo dos

‘ derivados corados resultantes da condensagao oxidativa dos compostos fendlicos com a 4-
aminoantipirina, n&o estando referenciados os reagentes que constituem as solugdes tampéo,
devendo-se tal situagéo & enorme diversidade de sistemas utilizados. Contudo, este aspecto
nao foi negligenciado neste trabalho uma vez que foram estudados pormenorizadamente
varios sistemas tampdo também com objectivo de reduzir o consumo destes reagentes,
substituindo-se o sistema tampZ&o combinado carbonato-borato, utilizado habitualmente em

sistemas de fluxo, por uma solugao tampao borato 0,124 mol I''. Deste modo, conseguiu-se

um menor gasto de reagente e, simultaneamente, um incremento na sensibilidade do

processo.
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Outro aspecto importante resulta do facto da metodologia proposta, ao contrario da
metodologia de referéncia e de alguns sistemas de fluxo propostos, ndo utilizar qualquer

solvente organico, resultando numa determinagdo ambientalmente mais favoravel.

A tabela 4.2 representa o volume de efluente gerado para a metodologia de referéncia
(Clesceri et al., 1998) e para os sistemas referenciados na tabela 4.1. Por sua vez, na tabela
4.3 estéo representados os volumes de efluente produzidos pelo sistema proposto quando
sdo utilizados diferentes volumes de amostra. Em ambos os casos os valores referem-se a

uma determinagao.

Tabela 4.2. Efluente gerado por determinagao para a metodologia de referéncia da American Public
Health Association (Clesceri ef al, 1998) e para um conjunto de metodologias de fluxo com pré-

concentragéo referenciadas na literatura.

Referéncia

Clesceriet Zhietal, Songefal, Erxebelen et
al., 1998 1996 1997 al., 2001

Efluente total / ml 553 69 20,2 34

Tabela 4.3. Efluente gerado por determinagéo para o sistema proposto utilizando diferentes volumes

de amostra.

Volume de amostra / ml

05 6,00 24,0

Efluente total / ml 13,9 19,4 434
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Os valores apresentados nas tabelas 4.2 e 4.3 demonstram que a metodologia proposta
apresenta uma produgao de residuos bastante inferior & metodologia de referéncia. Embora
esta produgdo esteja directamente associada ao volume de amostra utilizado para a
determinagao, mesmo para o maior volume de amostra utilizado (24 ml) o volume gerado
representa apenas 8% do valor referente & metodologia de referéncia. Utilizando como termo
de comparagao as varias metodologias de fluxo referenciadas verifica-se que, tal como para o
consumo de reagentes, o sistema proposto, para um volume de amostra de 6,00 ml, produz
uma quantidade de efluente semelhante & do sistema proposto por Song et al (1997).
Somente o sistema proposto por Erxleben et al. (2001) produz uma quantidade de residuos
inferior ao sistema apresentado no presente trabalho. Porém, esse sistema recorre a

utilizagdo de cloroférmio, produzindo residuos contaminados com solvente organico.
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