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Resumo

No ambito desta dissertacao, desenvolveu-se uma metodologia de analise por
injeccao em fluxo baseada em multi-seringa para a determinagao de iao bromato em

aguas.

A determinacao baseia-se na detecgao espectrofotométrica do produto resultante da
oxidacao de compostos da familia das fenotiazinas na presenca de idao bromato, em
meio acido. Apdés o estudo inicial da influéncia dos parametros fisicos no
funcionamento do sistema de fluxo, foram testados diferentes compostos
fenotiazinicos. A fenotiazina e a 2-trifluorometil(fenotiazina) revelaram ser sollveis
apenas em elevadas percentagens de etanol, impossibilitando a sua utilizacao no
sistema. No caso da clorpromazina, trifluoperazina e tioridazina, foi também
avaliada a influéncia da concentracao dos diferentes reagentes e da presenca de
espécies interferentes. A clorpromazina proporcionou a obtencdo de maior
sensibilidade e menor limite de deteccao, tendo-se observado a interferéncia dos

ides nitrito, hipoclorito e clorito para todos os compostos testados.

O sistema desenvolvido permitiu a determinagao do idao bromato num intervalo de
concentracdes compreendido entre 25 e 750 pg L™, com um limite de deteccao de 7
pg L', boa repetibilidade (DPR < 1,6%, n = 10), com uma frequéncia de 35
determinagdes por hora. Foi ainda possivel, sem qualquer modificagao da montagem
analitica, a eliminacao em linha das interferéncias. Para tal, adicionou-se sulfito a
solucdo de clorpromazina, eliminando a interferéncia dos anioes clorito e hipoclorito.
A eliminacao da interferéncia do iao nitrito foi conseguida através da adi¢ao de acido

amidosulfénico a solucao de acido cloridrico.
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Abstract

In the present work, the development of a multi-syringe flow injection system for the

determination of bromate in water is described.

The determination is based on the spectrophotometric detection of a coloured
cation, resulting from the oxidation of phenothiazine compounds in the presence of
bromate, in acidic medium. After studying the influence of the physical parameters
in the flow system performance, different phenothiazine compounds were tested. As
high percentages of ethanol were needed for the dissolution of phenothiazine and 2-
(trifluoromethyl)phenothiazine, these compounds were not applied in the flow
system. For chlorpromazine, trifluoperazine and thioridazine, the influence of the
concentration of reagents and the presence of interfering species were evaluated.
Higher sensitivity and lower detection limit were attained using chlorpromazine.
Interference from nitrite, hypochlorite and chlorite was observed for all

phenothiazines tested.

The proposed methodology allowed the determination of bromate within a
concentration range between 25 and 750 pg L, with a detection limit of 7 pg L™,
good precision (RSD < 1,6%, n = 10), with a determination frequency of 35 h'. It was
also possible the in-line elimination of interferences, without changes in the
manifold. This was attained by adding sulfite to the chlorpromazine solution for
elimination of hypochlorite and chlorite. The elimination of nitrite ion was achieved

by adding amidosulfonic acid to the hydrochloric acid solution.
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Organizacao da dissertacao

A presente dissertacao encontra-se organizada em capitulos, num total de quatro.

No capitulo 1, é referida a ocorréncia de bromato em aguas bem como as
metodologias disponiveis para a sua determinacdaoc e com particular detalhe, a
reaccdo com compostos da familia das fenotiazinas. E também apresentada uma
revisdo das metodologias de fluxo para a determinacdo em causa. E ainda realizada
uma exposicao dos fundamentos e vantagens associadas a analise por injeccao em
fluxo baseada em multi-seringa, técnica usada neste trabalho. Na parte final, é dado
a conhecer o enquadramento e as motivacdoes para a realizacao do trabalho

desenvolvido.

O capitulo 2 compreende os aspectos de natureza experimental, descrevendo os
procedimentos adoptados na preparagdao de solucdes, além do equipamento e
material laboratorial utilizado na concepcao da montagem de fluxo. Sdo também

descritos os parametros utilizados na avaliacao da metodologia proposta.

No capitulo 3, faz-se a descricao e discussao detalhada das diferentes etapas de
desenvolvimento da metodologia, bem como a aplicacao da mesma a analise de

amostras de agua para consumo humano, recorrendo a ensaios de recuperacao.

No capitulo 4, sdo mencionados os aspectos que se consideram mais relevantes no
trabalho efectuado, assim como as potencialidades e as limitacées da metodologia

proposta em determinagdes de rotina.
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Introdugdo

1.1. Ocorréncia de bromato em aguas

O bromato é uma espécie quimica anidnica, cuja formacao é consequéncia da
utilizacdo de agentes oxidantes em processos de desinfeccao de aguas que contém
aniao brometo. Sao duas as técnicas de desinfeccao mais vulgarmente empregues em
estacOes de tratamento de aguas para consumo humano. Uma delas faz uso do ozono
como agente desinfectante, enquanto que na outra, o processo de desinfeccao
implica a utilizacdo de solucdes de hipoclorito de sodio. Em ambas as técnicas,
verifica-se a formagao de bromato apds o tratamento (Walters et al., 1997; Weinberg

et al., 2003).

Recentemente, foram realizados estudos em ratinhos de laboratdrio, com a
finalidade de avaliar a toxicidade do bromato. Os resultados demonstraram que a
concentragao de bromato em agua para consumo humano associada ao risco de morte
a um nivel de 10~ corresponde ao valor de 0,5 pg L' (Joyce e Dillon, 1994). Estas
experiéncias permitiram comprovar que o bromato de potassio induz a formacgao de
tumores nas células renais, mesoteliomas do peritonio, e tumores nas células
foliculares da tirdide. Além disso, a ocorréncia de danos fisicos nos cromossomas
provocados pelo bromato de potassio ou pelo iao bromato fazem com que estes
compostos sejam considerados agentes genotoxicos (Nawrocki e Bilozor, 1997). As
organizacoes mundiais envolvidas na proteccao do meio ambiente, nomeadamente a
Agéncia de Proteccao Ambiental dos Estados Unidos (US EPA), a Organizagao Mundial
de Salide (WHO) e a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancro (IACR) reconhecem
o bromato como um potencial agente cancerigeno, pertencente a categoria 2B, para

o homem (Kurokawa et al., 1990).
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Uma vez que a qualidade da agua para consumo humano tem sido fortemente
afectada pela presenca do idao bromato, tornou-se necessario legislar no sentido de
proteger a saude humana e melhorar a qualidade das aguas em funcao dos seus
principais usos. Com este intuito, foi publicado o Decreto-Lei n° 243/2001 de 5 de
Setembro que estabelece normas, critérios e objectivos de qualidade. Este Decreto-
Lei resulta da transposicao da Directiva n° 98/83/CE de 3 de Novembro. Estes textos
referem que a quantidade de bromato presente em aguas para consumo humano
deve tomar um valor tao baixo quanto possivel sem comprometer a eficacia da
desinfeccdo. Este diploma estabelece o valor paramétrico de 25 pg L' de bromato
em aguas para consumo humano no periodo compreendido entre 5 a 10 anos apos a
entrada em vigor da Directiva n° 98/83, devendo este valor ser reduzido para 10 pg

L' 10 anos ap6s a entrada em vigor da Directiva n° 98/83.

No que respeita a legislacao internacional relativa a qualidade da agua para consumo
humano, os regulamentos apresentados pela WHO (WHO, 2003), US EPA (Patel, 1992)
e Unidao Europeia (CEE, 1994) estabelecem como nivel maximo de contaminante

(MCL) a concentracgdo correspondente a 10 pg L™ de bromato, recomendando a sua

eliminagao total.

1.2. Metodologias utilizadas na determinag¢ao de bromato

Sao varias as técnicas analiticas utilizadas para a determinacao do ido bromato,
sendo a cromatografia idnica reconhecida como a mais utilizada (Koscielna, 2004).
No primeiro método baseado em cromatografia ionica recomendado pela US EPA para

a realizacao de analises de rotina do iao bromato, foi utilizada a deteccao
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condutimétrica (IC-CD) (Pfaff, 1993). Ao longo dos anos, varios trabalhos que visam a
determinacdao do bromato por cromatografia idnica com deteccao condutimétrica
tém sido publicados (Hautman e Bolyard, 1992; Joyce e Dillon, 1994; Weinberg, 1994;
Jackson et al., 1998; Schminke e Seubert, 2000a; Echigo et al., 2001; De Borba,
2005). No entanto, esta metodologia envolve a aplicacao de colunas de troca idnica,
e requer a realizagao do pré-tratamento da amostra, de modo a remover os ides
interferentes, sendo o cloreto o aniao mais problematico. Nalguns casos, sao
utilizadas colunas de pré-concentracdo com o intuito de diminuir o limite de
deteccao (Nowak e Seubert, 1998; 1SO 15061, 2001; Liu et al., 2002). Estao ainda
referenciados alguns trabalhos que recorrem a utilizacdo de colunas de troca ionica
que permitem a determinacdao de baixas concentracdoes em idao bromato sem
necessidade de submeter a amostra a pré-tratamento ou a pré-concentracao,
utitizando elevados volumes de amostra. No entanto, esta abordagem afecta a
simetria do pico referente ao bromato (Jackson et al., 1998; Colombini et al., 1999;

Lopez-Ruiz, 2000).

A deteccao do iao bromato pode também ser efectuada espectrofotometricamentre
através da adicao de um reagente de desenvolvimento de cor ao eluente, apos
separacao dos ides numa coluna cromatografica. Neste caso, ocorre uma reaccao,
onde os ides bromato sao convertidos em espécies absorventes, as quais sao
selectivamente detectadas. Uma dessas reac¢oes baseia-se na conversao do bromato
eluido em ides tribrometo, em meio acido, ocorrendo deteccdo espectrofotométrica
destes ides a 267 nm (Inoue et al.,1997; Weinberg e Yamada, 1998; Weinberg et al.,
1998; Nowack e Von Gunten, 1999; Delcomyn et al., 2001). A utilizagcao de solucoes
acidas contendo iodeto de potassio e molibdénio (VI) como catalisadores leva a

formacao de anides triiodeto que absorvem a 352 nm (Salhi e Von Gunten, 1999;
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Echigo et al., 2001; Wagner et al., 2002). Um outro método descrito por alguns
autores consiste na utilizacao de cromatografia idnica combinada com a reacgao
entre o bromato e a fucsina, em meio acido, ocorrendo a deteccao
espectrofotométrica a 530 (Achilli e Romele, 1999) ou a 520 nm (Valsecchi et al.,
1999). Entre os métodos cromatograficos com derivatizacao pods-coluna e deteccao
UV/Vis, os mais simples e eficazes sao os que fazem uso da o-dianizina como
reagente de desenvolvimento de cor (Wagner et al., 1999, 2000a, 2000b; Himata et
al., 2000; Echigo et al., 2001; Hautman et al., 2001). Todavia, as propriedades
cancerigenas da o-dianidisina requerem a aplicacdo de cuidados especiais na
manipulacao deste reagente. A clorpromazina constitui um outro reagente
apropriado para a deteccao do iao bromato apods a sua separacao em colunas de troca
ionica (Walters et al., 1997; Ingrand et al., 2002; Schminke e Seubert, 2000a,

2000b).

Sensiveis e especificos, sao os métodos baseados na combinacdo da cromatografia
idnica com a espectrometria de massa, podendo esta Gltima possuir diferentes
configuracdes de acordo com o processo de ionizacao envolvido: ionizacao com
plasma de acoplamento indutivo (IC-ICP-MS) (Creed et al., 1996; Yamanaka et al.,
1997; Nowak e Seubert, 1998; Seubert e Nowak, 1998; Pantsar-Kallio e Manninen,
1998; Colombini et al.,1999; Divjak et al., 1999; Schminke e Seubert, 2000a; Slingsby
e Kiser, 2001; Seubert et al., 2000), ionizacdo a pressao atmosférica (IC-API-MS)
(Buchberger e Ahrer, 1999; Huang et al., 1999; Seubert et al., 2000), ionizacao por
electrospray (IC-ESI-MS) (Charles et al., 1996; Roehl et al., 2002), ou ionizacao por
electrospray associada a dupla espectrometria de massa (IC-ESI-MS-MS) (Magnuson,

1998).
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Existem outros métodos cromatograficos menos usuais que podem ser utilizados para
a analise de bromato em aguas, nomeadamente a cromatografia em fase reversa com
deteccao espectrofotométrica na zona do ultra-violeta (Bohme et al., 1997) e ainda

cromatografia i6nica com deteccao fluorimétrica (Ingrand et al., 2002).

Encontram-se ainda referenciados na literatura métodos nao cromatograficos
destinados a determinacdo do ido bromato, recorrendo a fluorimetria e a
espectrofotometria UV/Vis como técnicas de deteccao. A fluorescéncia constitui uma
alternativa interessante para a deteccao do bromato em aguas. Esta técnica
fundamenta-se na formacao de um complexo fluorescente, ocorrendo diminuicao da
intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentracao de bromato (Gahr et
al., 1998). A espectrofotometria UV/Vis, por sua vez, possibilita a determinacao de
bromato através do emprego de diversas reaccoes. Ketai et al. (2000) apresentaram
um método aplicado a determinacdo directa de bromato em aditivos de pao e
farinhas baseado na deteccdo espectrofotométrica a 602 nm do produto originado
através da reaccao do bromato com o 2-(3,5-dibromo-2-piridilazo)-5-dietilaminol
(3,5-dibromo-PADAP) e o tiocianato, em meio fortemente acido. Ingrand et al. (2002)
descreveram um método baseado na reaccao do bromato com o azul de metileno em
meio acido, ocorrendo deteccao espectrofotométrica do produto reaccional a 745
nm. Foram ainda descritas, por alguns autores, reac¢des colorimétricas aplicadas a
determinacgado de bromato em aguas, utilizando compostos da familia das fenotiazinas
como reagentes de desenvolvimento de cor (Gordon et al., 1994; Farrel et al., 1995;

Ingrand et al., 2002).



Introdugdo

1.2.1. Reacgdo do bromato com compostos da familia das fenotiazinas

As fenotiazinas sao constituidas por um anel aromatico triciclico com um atomo de
enxofre e outro de azoto, quimicamente activos, nas posi¢cdes 5 e 10, podendo
também conter substituintes nas posicées 2 e 10. As propriedades analiticas das
fenotiazinas sao determinadas pelas estruturas dos substituintes localizados nestas
posicdes, os quais podem incluir cadeias halogenadas, alifaticas, piperidinicas ou
piperazinicas (Farrel et al., 1995). As estruturas dos compostos estudados neste

trabalho sao apresentadas na tabela 1.1.

Tabela 1.1. Estruturas quimicas da fenotiazina e derivados avaliados neste trabalho.

) Ry

Rio
Composto Rz R1o
Clorpromazina -Cl - (CHy)3N(CH3),

. . N\
Trifluoperazina - CF; - (CHy)3-N_N-CH,
Tioridazina - SCH; i (CHZ)Z‘(P‘P

CH,
Fenotiazina -H -H
2-Trifluorometil(fenotiazina) - CF3 -H

Os derivados das fenotiazinas podem existir sob a forma de bases livres insoliveis em
agua, ou sais, os quais sao solliveis em agua, acido cloridrico e em outros solventes
organicos. Os sais fenotiazinicos com cadeias alifaticas na posicao 10 apresentam

elevada solubilidade em agua, acido cloridrico, etanol, cloroférmio e inferior em
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acetona. A introducao de substituintes heterociclicos na mesma posicdo provoca a

diminuicao da solubilidade em agua (Karpinska et al., 1996).

A propriedade quimica mais importante destes compostos é a sua aptidao para
sofrerem oxidagao, resultando na formagao de compostos corados, em que a cor dos
produtos da reaccao é determinada pelo tipo de substituintes nas posicoes 2 e 10
(Karpinska et al., 1996; Kojlo et al., 2001). O esquema geral das reaccdes de

oxidacao dos derivados da fenotiazina é apresentado na figura 1.1.

0
i
s e 3 . S
@Ej@t*— @j@—’ﬂo @Ej@ |
"ll Rz + € f:l+ Rz 2 N Rz
[ |

R10 R10 R10

Figura 1.1. Representagao do processo de oxidagao dos derivados da fenotiazina.

Na primeira etapa da reaccao, o composto € reversivelmente oxidado a um radical
livre corado ou semiquinona através da perda de um electrao, sendo posteriormente
passivel de uma oxidagédo irreversivel, resultando na formacdo de um sulféxido
incolor (Némcova et al., 1982; Puzanowska-Tarasiewicz, 1998). Nalguns casos, este
mecanismo de decomposicao € mais complexo, dificultando a identificacdo dos
produtos reaccionais. A velocidade da primeira etapa da reacgao ¢ afectada por
varias condicdes, nomeadamente, o tipo de oxidante, a acidez da solugcdo, a

temperatura e o tipo da fenotiazina utilizada (Karpinska et al., 1996).
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De acordo com alguns autores (Jenilek et al., 1991; Puzanowska-Tarasiewicz et al.,
2005), a estabilidade dos radicais livres originados depende essencialmente de trés

factores:

- tipo e posicao dos substituintes no esqueleto estrutural da fenotiazina: os radicais
livres constituidos por cadeias alifaticas na posicdo 10 sao mais estaveis

comparativamente aos que possuem substituintes heterociclicos;

- acidez do meio reaccional: a estabilidade do radical cationico aumenta com o
aumento da concentracdo de acido; em meios com baixa acidez (pH entre 2 e 7) a
velocidade de decomposicao do radical é determinada pelo tipo e concentragao do

tampao utilizado;
- presenca de catides e anides de varios sais.

A elevada estabilidade dos radicais catidnicos em meio acido constitui a base para o
desenvolvimento de métodos espectrofotométricos envolvendo a utilizagdo de
fenotiazinas (Puzanowska-Tarasiewicz et al., 2005). Além disso, os elevados valores
dos coeficientes de absortividade molar correspondentes a aproximadamente 2 x 10°
L mol' cm’ indicam que as fenotiazinas podem ser utilizadas como reagentes

sensiveis em determinagdes espectrofotométricas (Kojlo et al., 2001).

Alguns autores tém utilizado derivados das fenotiazinas como reagentes para a
determinacdo espectrofotométrica do ido bromato (Gordon et al., 1994; Farrel et
al., 1995; Gordon e Bubnis, 1995; Walters et al., 1997). Na presenca de fenotiazinas
e em meio acido, o iao bromato sofre reducao, resultando na formacgao de um radical

catidonico fortemente corado.



Introdugdo

Gordon et al. (1994) estudaram o efeito da concentracao de acido na determinacao
do bromato, utilizando a clorpromazina. Estes autores propdem a utilizacao do acido
cloridrico em concentracdes compreendidas entre 1,0 e 1,2 mol L' no momento da
deteccdo. A utilizacdo de concentracées inferiores a 1,0 mol L' impossibilita a
medicao da oxidagao da clorpromazina pelo bromato, enquanto que a aplicacao de
concentragdes de acido superiores a 1,2 mol L” origina a diminuicao do valor da

absorvancia, provavelmente devido a redugao directa do iao bromato.

A sequéncia de adicdo dos reagentes constitui outro parametro critico na
determinacao do bromato utilizando fenotiazinas. Segundo Gordon et al. (1994) e
Farrel et al. (1995), o acido tem um efeito catalitico na reaccdo e deve ser

adicionado apds a reaccao do bromato com o reagente de desenvolvimento de cor.

Os interferentes mais comuns e problematicos, nesta reaccao, sido os ides nitrito,
clorito e ainda alguns metais, presentes sobretudo em aguas residuais e
possivelmente em aguas para consumo humano. Estas interferéncias devem-se a
capacidade de estes ides oxidarem os compostos da familia das fenotiazinas. Gordon
et al. (1994) propde um processo de eliminacao destes interferentes. O
procedimento experimental proposto consiste no tratamento prévio das amostras. A
remogao de metais € conseguida através da realizacao de processos de extrac¢ao em
fase solida. Para a remocao da interferéncia proveniente do iao nitrito, as amostras
sao tratadas com acido amidosulfénico. O clorito é eliminado através da sua reducgao
a cloreto por ferro (ll) ou por sulfito, tendo-se verificado a permanéncia de um valor

residual de oxidante (equivalente a 1 - 2 pg L' de bromato), em ambos os casos.
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1.3. Metodologias automaticas de fluxo para a determinacao de

bromato

Embora os métodos cromatograficos permitam quantificar de uma forma conveniente
o teor em bromato presente nas mais diversas matrizes, estes métodos acarretam
elevados custos por analise, exigem mao-de-obra altamente especializada e
envolvem a utilizacdo de equipamento complexo e de elevado custo, tornando-os
dispendiosos. Estes factores explicam a procura continua de métodos simples,
robustos e econdmicos para monitorizar e controlar os niveis de bromato presentes

em aguas.

Encontram-se referenciadas na literatura varias metodologias de fluxo continuo para
a determinagao do iao bromato, sendo a maior parte dos sistemas propostos baseada
na analise por injeccao em fluxo (FIA), existindo também um sistema fundamentado
na analise por injeccdo sequencial (SIA). Foram propostas montagens com diversas
configuracdes, associadas a diferentes tipos de deteccao. Na tabela 1.2 sao

apresentadas as principais caracteristicas dos diferentes sistemas descritos.

O primeiro sistema desenvolvido, proposto por Gordon et al. (1994), emprega a
reaccdo de oxidacdo da clorpromazina pelo iao bromato, formando um radical
catidnico estavel em meio acido, detectado espectrofotometricamente a 530 nm. O
método envolve a injeccao directa da amostra no sistema FIA, que sofre dispersao na
solucao transportadora, e onde é adicionada a clorpromazina e o acido cloridrico. A
metodologia apresenta como principal limitacdao a necessidade de realizar o

tratamento prévio da amostra, de modo a eliminar potenciais interferentes.
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Gordon e Bubnis (1995) desenvolveram uma metodologia semelhante a descrita
anteriormente, com a possibilidade de acoplamento directo ao eluente de uma
coluna de cromatografia ionica. Esta metodologia proporciona o incremento da
selectividade da clorpromazina como reagente de desenvolvimento de cor, uma vez
que espécies quimicas potencialmente interferentes sao separadas durante o

processo cromatografico.

Elwaer et al. (2000) propuseram um sistema de analise por injeccdo em fluxo,
incorporando uma coluna de troca anidnica seguindo-se a quantificacdao do bromato
por espectrometria de massa com plasma de acoplamento indutivo (ICP-MS). O
procedimento experimental consiste na utilizacdo de uma microcoluna de troca
anidnica polimérica, a qual permite uma separagao rapida das espécies com base nas
diferencas relativas das afinidades dos ides brometo e bromato. Segundo os autores,
o bromato possui menor afinidade para a resina comparativamente ao aniao
- brometo, o qual por sua vez, revela menor afinidade com a solugao transportadora
contendo malonato. O método desenvolvido apresenta um intervalo de linearidade
alargado e proporciona um baixo limite de detec¢ao. Os dados obtidos permitiram
concluir que ides presentes em aguas minerais, nomeadamente o sulfato, o nitrato e
o cloreto nao influenciam a eficiéncia da determinacao. Todavia, este método

manifesta como desvantagem a elevada duragao do ciclo analitico.

Em 2001 (Esteves da Silva et al.), surgiu um sistema de fluxo com deteccao por
quimioluminescéncia, baseado na reac¢ao do bromato com o sulfito, em meio acido,
na presenca de hidrocortisona. A curva de calibracao do método € estabelecida
através do logaritmo do sinal gerado pelo detector em funcao do logaritmo da

concentracao de bromato. Neste trabalho, é adoptada uma estratégia de analise
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factorial para o estudo dos parametros experimentais. O estudo de ides interferentes
demonstra que o cloreto e o brometo provocam a diminuicao do sinal analitico. Os
autores sugerem, para trabalho futuro, a inclusdo de um esquema adaptavel a
operacao em fluxo para eliminacao de interferentes, prévio a injeccao da amostra,

de modo a aumentar a selectividade da metodologia.

Ingrand et al. (2002) propuseram uma metodologia de fluxo baseada na reaccao
espectrofotométrica da clorpromazina com o bromato. O sistema envolve a pré-
concentracdo da amostra, através da utilizacdo de uma microcoluna de troca
anidnica constituida por alumina, a qual permite a eluicado do bromato previamente a
do aniao brometo, minimizando possiveis contaminag¢des das amostras seguintes por
residuos das anteriores. E ainda de realcar a particularidade de este sistema utilizar
o hidréxido de aménio como transportador e eluente, permitindo o condicionamento

periédico da coluna entre amostras.

Muito recentemente, a deteccao potenciométrica foi utilizada na determinagao de
bromato (Ohura et al., 2004), utilizando um sistema de analise por injeccao em fluxo
circulatorio (CFIA). O procedimento envolve a utilizacdo de uma solucao de Fe(lll)-
Fe(ll), a qual é reciclada através de um reservatdrio. O método analitico baseia-se no
estabelecimento de uma relagao linear entre a concentragdao de bromato e a
diferenca de potencial transiente verificada no eléctrodo. Este valor deve-se a
formagao de brometo consequente da reacgao do bromato com o ferro(ll) presente
na solucdo tampao. Segundo os autores, a metodologia é passivel de ser aplicada a
determinacao de diversas espécies oxidantes, constituindo uma mais valia em
processos de controlo de aguas, bem como na monitorizacdo de parametros

ambientais.
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Em 2004, Van Staden et al. desenvolveram uma metodologia de analise por injeccao
sequencial para a determinacao de bromato em aguas residuais, fundamentada na
deteccao espectrofotométrica a 550 nm, do produto resultante da reacgao do
bromato com o 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-(dietilamino)fenol (5-bromo-PADAP), na
presencga de tiocianato. Este sistema € pouco dispendioso em termos de consumo de
reagentes, mas apresenta como limitacao a impossibilidade de aplicacao a amostras

de agua para consumo humano, devido ao elevado limite de detecgao obtido.

1.4. Analise por injeccao em fluxo baseada em multi-seringa

(MSFIA)

A analise por injeccao em fluxo baseada em multi-seringa (MSFIA), introduzida por
Cerda et al. (1999) constitui uma das mais recentes abordagens as técnicas de gestao
de fluidos na area da automatizacdo laboratorial. O seu desenvolvimento procurou
reunir as vantagens da técnica FIA (Ruzicka e Hansen, 1975) com a robustez da
metodologia SIA (Ruzicka e Marshall, 1990), através da combinagao das operagoes
multi-canal proporcionadas por sistemas FIA, com a possibilidade de seleccao de
volumes exactos de amostra e reagentes necessarios para a analise, caracteristica da
metodologia SIA. Esta nova técnica possibilitou também a exclusio de bombas
peristalticas e respectivos tubos de impulsao, empregues nas técnicas predecessoras.
Estes tubos, constituidos por material polimérico, manifestam elevado desgaste com
o emprego de acidos e bases concentradas bem como de solventes organicos,
exigindo substituicdes frequentes e calibragdes periddicas dos sistemas (Cerda et al.,

1999; Miré et al., 2002).
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Os sistemas MSFIA apresentam como elemento base a bureta multi-seringa,
comercializada pela empresa Crison. Trata-se de uma bomba de pistao multi-canal
que proporciona a movimentacao simultanea dos émbolos de quatro seringas, cujas
capacidades podem variar entre 0,5 e 25 mL. As seringas encontram-se ligadas a uma
barra movimentada pelo motor da bureta automatica, controlado por computador
através de uma porta série. A saida de cada seringa, esta acoplada uma valvula
solendide de trés vias e na extremidade oposta encontra-se o émbolo responsavel
pelos movimentos de aspiragao / propulsao das solucdes. Estas valvulas determinam
a ligacao das seringas ao sistema ou ao reservatoério das solucdes, consoante se
encontram na posicao “On” ou “Off”, independentemente do sentido do movimento
assumido pelo émbolo (aspiragdo ou propulsao). O estabelecimento de cada percurso
é condicionado pela posicao de duas membranas presentes na parte central da
valvula. Um percurso é definido através da activacdo do solendide, originando a
aplicagdo de uma pressao numa das membranas. O percurso alternativo é
estabelecido apos o desligar da valvula, através do deslocamento de uma mola
helicoidal que permite a reposicao da membrana na sua posicao inicial (figura 1.2). A

bureta multi-seringa € apresentada esquematicamente na figura 1.3.

Figura 1.2. Aspecto interior de uma valvula solendide de trés vias. A - nlcleo; B - membranas

de PTFE; C - mola helicoidal; D - local para a ligacao da tubagem.
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Figura 1.3. Representacdao esquematica da multi-seringa. | - Esquema frontal: A, tubos; B,
valvulas solendides (V;-V4); C, seringas; D, barra condutora dos pistdes. Il - Esquema
- simplificado.

Uma das vantagens deste dispositivo relativamente aos utilizados em outras técnicas
de fluxo esta relacionada com a constituicao dos seus materiais. As extremidades dos
émbolos bem como os dispositivos de ligacdo da seringa ao sistema e restantes
tubagens sao constituidas por PTFE (politetrafluoretileno), permitindo a utilizagao de
acidos e bases fortes bem como solventes organicos, uma vez que as solucdes
contactam exclusivamente com o vidro das seringas e o PTFE das tubagens e

revestimentos, os quais constituem materiais resistentes.

A utilizacio de seringas com diferentes volumes, associada ao nimero de passos do
motor da bureta possibilita a ocorréncia de um largo intervalo de caudais e volumes
passiveis de utilizacao. Esta versatilidade de caudais possibilita uma elevada precisao
na medicao dos volumes de reagentes e amostra seleccionados. As versées mais
recentes deste equipamento permitem incorporar valvulas solendides adicionais na

montagem analitica (Cerda, 2003), possibilitando a criagcao de uma rede de fluxo,
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cuja gestao de fluidos pode ser efectuada de modo semelhante a utilizada em

sistemas de multi-comutacao (Reis et al., 1994).

Uma outra vantagem associada aos sistemas MSFIA reside na possibilidade de
utilizacao de menores quantidades de reagentes, uma vez que estes sao introduzidos
na rede de fluxo apenas quando necessarios, retornando ao reservatério nas
restantes situagoes, contrariamente ao que acontece em sistemas FIA, nos quais se
verifica um movimento continuo das solugdes. Por outro lado, a manipulagdo dos
reagentes pode ocorrer simultaneamente nos quatro canais, o que podera contribuir
para a obtencao de ritmos de determinagao superiores relativamente aos obtidos em
sistemas SIA (Segundo e Rangel, 2002). A possibilidade de envio simultaneo dos
segmentos de amostra e reagentes através de confluéncias em forma de T ou Y
possibilita uma transferéncia de massa radial facilitada entre as diferentes zonas de
contacto. Este facto constitui outra vantagem marcante relativamente a técnica SIA,
em que a transferéncia de massa € predominantemente axial, traduzindo-se num
rendimento superior da reacgao quimica em MSFIA, quando reactores com as mesmas

dimensdes sao utilizados (Mird et al., 2002).

Em MSFIA nao é habitual recorrer a utilizacdo de uma das seringas do bloco multi-
seringa como reservatorio de amostra para introdugao directa da amostra no sistema
de fluxo. Tal procedimento ocasionaria efeitos colaterais indesejaveis,
nomeadamente a contaminagao das amostras seguintes por residuos das anteriores
(“carryover”, em inglés), o que implicaria varios passos de lavagem entre amostras
consecutivas, aumentando significativamente o ciclo analitico. Desta forma, é
sempre necessario recorrer a outros dispositivos que permitam a insercao repetivel

de um dado volume de amostra no sistema (Segundo et al., 2005).
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Diversas aplicagoes foram desenvolvidas recorrendo a sistemas de fluxo baseados em
multi-seringa, descritas em cerca de 30 artigos cientificos. Grande parte destas
publicagées abrange determinacoes de diversos parametros de interesse ambiental,
geralmente em | aguas naturais ou residuais, recorrendo a deteccao
espectrofotométrica UV/Vis (Albertus et al., 1999), fluorimétrica (Armas et al.,
2002), potenciométrica (Andrade-Eiroa et al., 2002), por espectrometria de
fluorescéncia atomica com geracao de hidretos (Semenova et al., 2002) ou por

quimioluminescéncia (Piza et al., 2002).

1.5. Enquadramento e objectivos

A atencdo crescente dada a presenca de bromato em aguas para consumo humano
tem-se traduzido no controlo por meios legislativos, através da diminuicao da sua
concentracdo maxima permitida. Pode considerar-se que o iao bromato ocupa uma
posicao propria e independente em termos de preocupacdes ambientais e para a
salide humana, o que denota a tomada de consciéncia em relacao a toxicidade que
lhe é inerente, razao pela qual se torna imperativo o seu controlo sistematico em

aguas para consumo humano.

Com o intuito de minimizar os problemas associados aos métodos cromatograficos
utilizados, foram desenvolvidos diversas metodologias, ja referidas anteriormente,
para a determinacao deste iao, baseadas na analise por injeccao em fluxo, existindo
uma baseada em analise por injeccdo sequencial. Embora bem sucedidas como
técnicas laboratoriais e constituindo ferramentas versateis para melhorar as

potencialidades da analise instrumental, € indispensavel real¢ar algumas
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desvantagens que lhes sao intrinsecas. A aplicagao de sistemas FIA em processos de
controlo tem sido dificultada pela sua montagem complexa e elevado consumo de
reagentes, caracteristicas que se tornam proibitivas em termos de custo e de
intervencao humana no que respeita ao controlo diario em larga escala. Por outro
lado, a metodologia SIA desenvolvida possui um limite de deteccao bastante superior

ao nivel de iao bromato a determinar em aguas para consumo humano.

Pretendeu-se assim criar uma alternativa simples aos métodos ja existentes para a
determinagao de iao bromato, mais adequada as necessidades contemporaneas, em
termos de automatizacao das metodologias analiticas, limite de deteccao requerido
para a analise em causa, bem como consumo de reagentes e quantidade de efluentes
gerados. Deste modo, é objectivo do trabalho experimental descrito na presente
dissertacdo, o desenvolvimento de um sistema de analise por injeccao em fluxo
baseado em multi-seringa aplicado a determinacao de ido bromato em aguas para

consumo humano.
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Material e métodos

2.1. Reagentes e solugdes

Durante o trabalho experimental foi utilizada agua ultra-pura com resistividade
superior a 18 MQ cm, obtida a partir de um sistema MilliQ (Millipore). Todos os
reagentes usados possuiam qualidade analitica ou semelhante, ndo tendo sido

submetidos a qualquer tratamento para purificacao adicional.

Para a preparacao de solucdes de concentracdo rigorosa foi utilizado material de
vidro de classe A ou equivalente. A medicdao de volumes rigorosos, iguais ou
inferiores a 5000 pL, foi efectuada recorrendo a pipetas de volumes reguldveis
calibradas periodiacamente, com pontas de plastico descartaveis (modelos P100,

P1000 e P5000, Gilson).

Todas as pesagens de reagentes solidos foram efectuadas numa balanca analitica

(modelo AG 285, Mettler Toledo).

Os padroes de bromato envolvidos no tracado das curvas de calibracao foram
preparados diariamente, por diluicao rigorosa em agua a partir de uma solucao
padrao mais concentrada com a concentracdo de 1,000 g L', obtida através da

pesagem de bromato de potassio (Merck) e respectiva dissolucao em agua.

As solugdes de cada uma das fenotiazinas foram obtidas diariamente, por dissolucao
em agua dos respectivos reagentes solidos (Sigma-Aldrich), resultando em solugoes
de clorpromazina 750 mg L (2,11 mmol L"), trifluoperazina 500 mg L™ (1,05 mmol

L") e tioridazina 500 mg L (1,23 mmol L™).
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Para a dissolucao da fenotiazina e da 2-(trifluorometil)fenotiazina (Sigma-Aldrich),
foram utilizadas solucdes concentradas de acido acético glacial (d = 1,05; Merck),

etanol (d = 0,79; Merck), e N,N-dimetilformamida (d = 0,95; Promega).

As solugdes de acido sulfurico usadas foram preparadas por diluicdo apropriada de

uma solucao comercial concentrada (d = 1,84; Merck) em agua.

As solugdes de acido cloridrico utilizadas foram obtidas por diluicdo apropriada de

uma solucao comercial concentrada (d = 1,18; 37 % m/m; Pronalab) em agua.

Para a preparagao da solucao de ferro (ll), procedeu-se a dissolug¢ao de FeSO, 7H,0

(Sigma) em agua.

A solucao de acido amidosulfonico foi preparada por dissolucao de 20,0 g do

respectivo solido (Merck) em 200,0 mL de agua.

A solucdo de sulfito foi obtida por dissolucao de 15,8 g de sulfito de sddio (Riedel-de
Haén) em 100,0 mL de agua, resultando numa solugcao com a concentracao de 100 g

L' em ido sulfito.

Para testar possiveis interferéncias, prepararam-se solucdes padrao de bromato
0,250 mg L™ as quais se adicionaram volumes variaveis de uma solucdo contendo a
espécie a avaliar com uma concentracdo de 1000 mg L. As solucdes concentradas
das espécies potencialmente interferentes foram obtidas por dissolugao em agua de
~ cloreto de potassio (Sigma-Aldrich), sulfato de potassio (Riedel-de Haén), fluoreto de
sodio (Merck), cloreto de calcio (Merck), cloreto de magnésio (Riedel-de Haén),

brometo de potassio (Merck), iodeto de potassio (Merck), nitrito de potassio (Fluka),
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nitrato de potassio (Merck), hipoclorito de sodio (Aldrich), clorito de sédio (Fluka),

clorato de potassio (Sigma) e sulfito de sdédio (Riedel-de Haén).

2.2. Instrumentacao e componentes do sistema de fluxo

Os espectros de absorcao do produto de oxidacao resultante da reacgdo entre o
bromato e cada uma das fenotiazinas soliveis em agua foram obtidos num
espectrofotometro de duplo feixe (modelo Lambda 45, Perkin Elmer), utilizando

células de quartzo, com um volume de 1000 pL e um percurso optico de 10 mm.

Para o estudo da temperatura, recorreu-se a utilizacao de um banho termostatico

(modelo Tectron 3473100, Selecta).

Todas as medicdes de pH foram efectuadas através de um milivoltimetro (modelo
GLP 22, Crison) equipado com um eléctrodo combinado de vidro (modelo 52-02,

Crison).

A montagem do sistema MSFIA compreendeu como componentes basicos uma bureta
de pistdo multiseringa, duas valvulas solendides e um espectrofotometro, ligados

entre si e comandados por computador.

Como dispositivo de gestao de fluidos foi utilizada uma multiseringa (modelo BU 45,
Crison) equipada com quatro seringas (Microliter, Hamilton), com as capacidades de
2,50, 5,00 e 10,00 mL. Foram usadas seringas de vidro, comportando émbolos de
metal, sendo a extremidade que permaneceu em contacto com a solugcao constituida
por politetrafluoretileno (PTFE). O movimento completo do émbolo da seringa foi de

5000 passos, sendo o volume correspondente a cada passo dependente do volume da
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seringa utilizada. O modelo em causa permitiu ainda o acoplamento e controlo de
uma quantidade maxima de doze valvulas solendides por ligacdo as quatro saidas
digitais localizadas na parte posterior do equipamento. Utilizou-se um conjunto de
duas valvulas solendides de trés vias (modelo 1617031, NResearch) para a introducao

da amostra no sistema.

Como sistema de deteccao, foi utilizado um espectrofotometro UV/Vis (modelo
Helios y, ThermoUnicam), equipado com uma célula de fluxo (referéncia 75.3Q,

Starna Brand), com um volume de 140 L. e um percurso éptico de 20 mm.

Os sinais analiticos foram registados em papel num registador (BD111, Kipp & Zonen),
acoplado ao sistema de deteccdo. Foi também efectuada a aquisicdo do sinal
analitico através da conversao do sinal analdgico proveniente do espectrofotémetro

recorrendo a uma placa PCL-711B (Advantech) a uma frequéncia de 3 Hz.

O controlo do equipamento envolvido na montagem descrita foi realizado utilizando
um computador, através da porta de comunicacdo RS-232. Utilizou-se um software
elaborado em Microsoft Quick Basic 4.5, de forma a permitir o controlo dos
dispositivos, bem como a aquisicao do sinal analitico. Este programa possibilitou o
controlo do sentido e da velocidade de deslocamento do émbolo da multiseringa,
assim como a definicao das posi¢oes de activagcao (“On”) ou desactivagao (“Off”) de

todas as valvulas solenoides.

As ligagdes dos diferentes componentes do sistema foram efectuadas através de
tubos com um diametro interno de 0,8 mm e ligadores, ambos constituidos por PTFE

(Omnifit). Em toda a tubagem, foi utilizada uma configuracao linear, exceptuando os
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tubos de reaccao TR1 e TR2, nos quais figuraram nds aleatérios. Para a ligacao de

trés tubos, recorreu-se a utilizacao de confluéncias de metacrilato em forma de Y.

2.3. Montagem e funcionamento do sistema de fluxo

A primeira parte do trabalho experimental centrou-se no desenvolvimento de uma
montagem para a determinacao do iao bromato em aguas, considerando factores
determinantes para a obten¢ao de um método rapido, econémico, preciso, exacto,
sensivel e com um baixo limite de detecgao. Para tal, foi necessaria a realizacao de
procedimentos que visaram o estudo das caracteristicas fisicas do sistema:
temperatura da reacgao, percurso optico da célula de fluxo, ordem de adicao dos

reagentes, volume de amostra, caudais, forma e comprimento dos reactores.

A figura 2.1 representa um esquema da montagem final do sistema em cada uma das
etapas do ciclo analitico. Utilizando esta montagem, foram realizados diversos
estudos relativos aos parametros da reaccdo quimica envolvendo cada uma das
fenotiazinas avaliadas, nomeadamente a concentracao dos reagentes, a presenca de

espécies interferentes e a eliminagao em linha dos interferentes.
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Figura 2.1. Representacao esquematica da montagem analitica utilizada para a determinacao
de bromato em aguas, em que o movimento dos fluidos nos diferentes canais esta realcado
em negrito para a primeira (I} e segunda (ll) etapas do ciclo analitico. MS: multi-seringa, S;:
seringa (Sq = S; = 10,00 mL, S; = 2,50 mL, S4 = 5,00 mL), V;: valvula solendide na posicao “On”
(trago continuo) ou “Off” (trago descontinuo), D: espectrofotémetro, C: confluéncia, TR;:
tubo de reacc¢ao (lry = 60 cm € {7z = 160 cm), Al: al¢a de injeccao (1000 uL), R1: fenotiazina,

R2: acido cloridrico, A: amostra ou padrao, E: esgoto.
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O ciclo analitico desenvolvido encontra-se representado na tabela 2.1. Este ciclo
compreendeu duas etapas executadas num periodo de tempo de 103 segundos. Na

primeira etapa (l), procedeu-se simultaneamente ao enchimento parcial das seringas

padrao ou amostra. Na segunda etapa (ll), por inversao do sentido do fluxo, os
reagentes foram adicionados sequencialmente a amostra, sendo inicialmente
misturada com a fenotiazina no tubo de reaccao TR1, e seguidamente adicionado o
acido cloridrico com posterior mistura no tubo de reac¢ao TR2. O produto da reacgado

formado foi enviado através do detector, obtendo-se o sinal analitico.

com as respectivas solugdes e ao preenchimento da al¢a de injecgao com a solugao
Tabela 2.1. Ciclo analitico para a determinacido de bromato em aguas. Os volumes e caudais |
|
|

indicados correspondem a seringa 1 (10,00 mL),

Volume / Tempo/ Caudal /

Etapa Descricao
P ¢ L s mL min™!
| Enchimento das seringas e da alga de injecgao 4000 24 10,0
Injecgao da amostra (H,0 como transportador),
adicao dos reagentes (HCl e fenotiazina),
! 4000 69 3,5

formacdo do produto corado, detecgao e

aquisi¢ao do sinal analitico

2.4. Estudo das varidveis e avaliacdo das caracteristicas de

funcionamento do método

Durante o desenvolvimento da metodologia automatica proposta realizaram-se

\
diversos estudos tendo em vista a melhoria das caracteristicas do sistema,
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nomeadamente o aumento da sensibilidade, da exactidao, da precisao e do ritmo de
amostragem, e a diminuicao do limite de detecgao. Todos estes factores
influenciaram as escolhas efectuadas durante o estudo das caracteristicas de
funcionamento do sistema. Este estudo foi realizado pelo método univariante, o qual
consistiu em variar, num determinado intervalo, o parametro objecto de estudo,

mantendo fixos todos os restantes.

Utilizou-se como sinal analitico o valor maximo de absorvancia registado a partir do
sinal transiente originado pela passagem do segmento do produto reaccional corado
pelo detector. O tracado da curva de calibracao foi efectuado utilizando o valor
maximo de absorvancia obtido em fungao das concentragdoes de bromato presentes

nas solu¢ées padrao.

Considerou-se o limite de deteccao como o valor minimo de concentracao (Cp) para o
qual se consegue obter uma resposta analitica (Yyp) significativamente diferente do
ruido de fundo ou do valor de um branco (IUPAC, 1976; IUPAC, 1995). O valor de Yp
foi obtido através da equagdo Yip = b + 3 S, onde b corresponde a ordenada na
origem e S, refere-se ao desvio padrao da regressao. Este foi calculado através da
equacdo S, = [Z(yi-9:)*/(n-2)]"%, em que y; corresponde aos valores obtidos
experimentalmente, ¥; representa os pontos calculados a partir da equagao da recta
para cada valor de x e n corresponde ao nimero de pontos. A concentragdo minima
detectavel Cp foi determinada através da substituicao do valor de Yp na equagao da

recta Y,p = declive Cp + b (Miller e Miller, 1993).

O limite de quantificacao foi definido como o limite mais baixo para determinagoes

quantitativas, em oposicao a deteccao qualitativa. Na pratica, calculou-se este valor,
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substituindo o valor de Y q na equagao da recta Y\q = declive Ciq + b, em que Yo €

dado pela equacgao Y, q = b + 10 S,/ (Miller e Miller, 1993).

Para avaliar a exactidao da metodologia, procedeu-se a realizacdo de ensaios de
recuperacdo em agua MilliQ e em agua da torneira, utilizando trés niveis de
concentracao para cada matriz. O procedimento consistiu em adicionar pequenas
quantidades de uma solucio padrao comercial com a concentragio de 1000 pg mL
de iao BrO; (LGC, referéncia U-1CC-010) a baldes volumétricos contendo 1000 mL de
cada uma das aguas a analisar. Apds a adicao da espécie a dosear, as solugdes foram
injectadas no sistema, calculando-se a concentracao de bromato presente na solucao
por interpolacao directa do sinal analitico obtido na recta de calibragao previamente
estabelecida. A percentagem de recuperacao foi determinada através da razao entre
o valor de concentracao obtido pela analise no sistema proposto e o valor tedrico

originado apos a adicao.

A precisdo da metodologia desenvolvida foi avaliada através do calculo do desvio
padrao relativo (DPR), expresso em percentagem, de um conjunto de dez injeccoes
de duas solucdes padrdo contendo 100 e 250 pg L' de bromato, calculando-se a

concentracao média obtida e o respectivo desvio padrao.

O calculo do nimero de determinagdes por hora foi efectuado tendo em conta o
periodo de tempo necessario para a realizagdo de todas as etapas da sequéncia
analitica, resultando na soma do tempo gasto em cada passo do ciclo acrescido do
tempo requerido para a comunicacdo de instrucdes entre o computador e os

restantes dispositivos do sistema.
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Com o objectivo de aplicar a metodologia proposta a determinacao do bromato em
aguas para consumo, procedeu-se ao estudo do efeito dos seguintes ides: cloreto,
fluoreto, sulfato, calcio, magnésio, iodeto, brometo, nitrito, nitrato, hipoclorito,
clorito e clorato. A escotha das concentragdes utilizadas para cada espécie baseou-se
nos valores maximos admissiveis ou nos valores paramétricos de cada idao presente
em aguas para consumo humano, especificados na legislacdo portuguesa (Decreto-Lei
n° 243/2001; Decreto-Lei n° 236/98). Considerando esses valores, preparou-se uma
solucdo contendo o iao a testar, a qual se adicionou uma concentracao de 0,250 mg
L' de iao bromato. Foram consideradas interferentes as espécies que provocaram um
desvio relativo superior a cinco por cento no valor do sinal analitico. Para cada
espécie considerada interferente, preparou-se uma série de padrdes, contendo
apenas o iao em causa. Estes padrées foram preparados num intervalo de
concentracoes de modo a incluir o valor maximo admissivel ou valor paramétrico da
espécie a estudar, sendo injectados no sistema de fluxo nas mesmas condigdes de
operacao utilizadas para o bromato. A extensao da interferéncia foi avaliada através
da comparacao entre o declive obtido para a reaccao da espécie interferente com a

fenotiazina e o declive obtido para a reaccao do bromato, nas mesmas condigées.
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3.1. Estudo das condicodes de funcionamento do sistema de fluxo

Foram efectuados estudos sobre as variaveis fisicas do sistema de fluxo, cujos valores
foram seleccionados,'tendo em vista o aumento da sensibilidade e a diminui¢cao do
limite de deteccao da metodologia analitica. Posteriormente, procedeu-se ao estudo
das propriedades quimicas que condicionam a reac¢dao de desenvolvimento de cor
baseada na oxidacdo de compostos da familia das fenotiazinas, nomeadamente a
clorpromazina, a trifluoperazina, a tioridazina, a 2-trifluorometil(fenotiazina) e a

fenotiazina.

3.1.1. Estudo dos parametros fisicos

Todos os parametros fisicos foram estudados, utilizando apenas a clorpromazina

como reagente de desenvolvimento de cor.

3.1.1.1. Temperatura

O estudo da temperatura foi efectuado, colocando o tubo de reac¢ao TR2 num banho
termostatico, que permitiu a variacao da temperatura entre 20 e 60°C. Este estudo
foi efectuado através do estabelecimento de curvas de calibracao, utilizando 200 pL
de solucées padrio contendo 100 - 6000 pg L™ de ido bromato, clorpromazina 1,41
mmol L' e HCL 6,0 mol L. Nesta experiéncia, foi utilizada uma célula de fluxo com
um percurso optico de 10 mm. A figura 3.1 revela que a temperatura nao teve
qualquer influéncia na sensibilidade da reaccao, pelo que, o estudo dos restantes

parametros foi efectuado a temperatura ambiente.
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Figura 3.1. Estudo da influéncia da temperatura na sensibilidade da reac¢ao entre o iao

bromato e a clorpromazina.

3.1.1.2. Percurso 6ptico da célula de fluxo

Com o objectivo de diminuir o limite de deteccao e aumentar a sensibilidade da
metodologia, efectuou-se um estudo de forma a avaliar a influéncia do percurso
optico da célula de fluxo nestes dois parametros. Esta experiéncia consistiu em
realizar curvas de calibracao utilizando solu¢oes padrao de bromato num intervalo de
concentracdes compreendido entre 50 e 750 pg L™, utilizando células de fluxo de 10
e 20 mm. Para tal, utilizou-se um volume de amostra de 1000 pL, clorpromazina com

a concentracao de 1,41 mmol L™ e HCL 6,0 mol L.

Utilizando a célula de 20 mm de percurso éptico, foi obtida uma sensibilidade duas
vezes superior relativamente a célula de 10 mm. Estes resultados demonstraram ser
consistentes com a lei de Lambert-Beer, a qual refere a existéncia de
proporcionalidade directa entre a absorvancia e o percurso optico da célula. Os

resultados obtidos estao representados na figura 3.2.
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Figura 3.2. Curvas de calibracado obtidas para células de fluxo com percurso optico de 10 (o)
e 20 mm (o).

No entanto, utilizando a célula de 20 mm, verificou-se a formacao de um pico
imediatamente antes do aparecimento do pico relativo ao produto da reaccao,

conforme demonstrado na figura 3.3.
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Figura 3.3. Sinais analiticos obtidos utilizando células de ftuxo com percurso 6ptico de 10 mm

bromato com a concentracdo de 500 pg L.

(trago continuo) e de 20 mm (trago descontinuo), correspondentes a uma solugao padrao de
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Este primeiro pico é provavelmente um artefacto causado pela formacao de
gradientes de indice de refracgao na interface onde ocorre a mistura entre reagentes
e transportador. Este fendmeno, designado por efeito Schlieren, deve-se a formacao
de intensos gradientes de indice de refraccao (Zagatto et al., 1990, Rocha e
Nobrega, 1996). No entanto, verificou-se que os picos obtidos possuiam formas
diferentes e os respectivos maximos de absorvancia ndao eram simultineos, nao
afectando a leitura do sinal do sinal analitico (segundo pico), o que permitiu a

escolha da célula de fluxo de 20 mm para a realizacao das experiéncias seguintes.

3.1.1.3. Sequéncia de adicao dos reagentes

A ordem pela qual os diferentes reagentes sao adicionados e consequentemente se
misturam influencia o desenvolvimento da reac¢ao quimica e a dispersao da amostra
(Ruzicka e Hansen, 1988). Por outro lado, a formacao do produto de oxidagao,
mostrou ser afectada pela ordem de adicao dos reagentes, mesmo em estudos

efectuados por métodos discretos (Gordon et al., 1994; Farrel et al., 1995).

Neste estudo, foram realizadas curvas de calibracao, utilizando 1000 pL de solugoes
padrao de bromato com concentracdes compreendidas entre 25 e 750 pg L', 2,11
mmol L' de clorpromazina e HCl 7,0 mol L. Foram estudadas quatro possiveis
ordens de adicao dos reagentes, designadas | a IV. Para cada sequéncia de adicao, foi
necessario efectuar algumas modificagdes numa seccao da montagem, resultando em

quatro configuragdes diferentes, as quais estao representadas na figura 3.4.
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Figura 3.4. Representagao esquematica da sec¢do da montagem analitica que foi sujeita a

variagdes de acordo com a ordem pretendida de adicao dos reagentes: sequéncias |, I}, Ill e

IV. V;: valvula solendide na posigao Off (traco descontinuo), D: espectrofotometro, TR;: tubo

de reaccao (lpy

L', R2: HCL 7,0 mol L™, E: esgoto.

60 cm e [, = 160 cm), A: amostra (1000 uL), R1: clorpromazina 2,11 mmol

Tabela 3.1. Quadro resumo das operagoes efectuadas no estudo das diferentes sequéncias de

adicao dos reagentes.

Sequéncia

Tubo de reac¢ao TR1

Tubo de reacgao TR2

Mistura da amostra com a clorpromazina
Mistura da amostra com HCl

Mistura da clorpromazina com HCl

Adicao de HCl
Adicao de clorpromazina
Adicao da amostra

Mistura da amostra com a

clorpromazina e com o HCl

A ordem de adicao | consistiu em adicionar clorpromazina a amostra em confluéncia,

com mistura no tubo de reac¢do TR1, adicionando-se posteriormente acido cloridrico

com formacgao do produto final no tubo de reacgao TR2. Na ordem de adicao Il, a
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amostra foi misturada com o acido cloridrico, sendo de seguida, adicionada a
clorpromazina. A ordem de adicao (Il consistiu em adicionar a clorpromazina ao acido
cloridrico, os quais foram misturados no tubo de reaccao TR1, adicionando-se de
seguida, a amostra com posterior mistura no tubo de reaccao TR2. Na ordem de
adicao 1V, foram adicionadas as trés solugdes simultaneamente, com mistura no tubo
de reacgao TR2. Nesta experiéncia, foi necessaria a utilizacao de uma confluéncia de
quatro entradas, removendo-se as confluéncias previamente utilizadas juntamente
com o tubo de reacgao TR1, de forma a possibilitar a adicao a amostra de ambos os
reagentes em simultaneo. As diferentes operagoes efectuadas encontram-se

resumidas na tabela 3.1.

Os resultados obtidos sao apresentados na figura 3.5, tendo-se verificado que as
sequéncias de adicao | e lll permitiram a obtencao de valores de sensibilidade

semelhantes, com apenas uma diferenca de 4%, e superiores as restantes sequéncias.

A B
0,400 - 0,400 -
P-4 <
S 0,300 - S 0,300 -
~ -~
g o
Y 0,200 Y 0,200 J
(g <g
5 0,100 J 5 0,100 J
:
< 0,000 0,000 p——
0 200 400 600 800 0 10 20 30 40 50 60 70
[BrO, ]/ gL’ Tempo /s

Figura 3.5. (A) Efeito da sequéncia de adicao dos reagentes na reacc¢ao entre o BrO; e a
clorpromazina: ordem 1 (o), ordem Il (o), ordem Iil (A), ordem IV (0). (B) Comparagdo da
forma dos picos obtidos para as ordens de adigao | (trago descontinuo) e ili (trago continuo),

utilizando uma solugéo padrao de bromato com a concentragao de 750 pg L.
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A diferenca entre estas sequéncias residiu no perfil do pico, tendo-se observado, na
ordem de adicao |, uma melhor diferenciacao entre o pico de Schlieren e o pico

relativo ao produto corado.

No entanto, utilizando as ordens de adicao Il e IV, obtiveram-se valores de
sensibilidade de 10 e 58% da sensibilidade obtida utilizando a ordem |, bem como a
ocorréncia de diminuigcao do intervalo de linearidade. A diminuigao significativa da
sensibilidade observada quando o acido cloridrico foi adicionado a amostra antes da
adicdao da clorpromazina (caso Il) ou simultaneamente (caso IV) pode dever-se a
reducdo do ido bromato a anido brometo por outras espécies eventualmente
presentes nas solucdes (Farrel et al., 1995). Para evitar esta ocorréncia, a
fenotiazina deve ser adicionada ao bromato antes da adicao do acido cloridrico para
a obtencao de maior sensibilidade. Deste modo, a ordem de adicao | foi utilizada nas

restantes experiéncias do trabalho experimental.

3.1.1.4. Estudo do caudal na etapa de determinacao

Com o objectivo de diminuir o tempo necessario a execucao do ciclo analitico que se
traduz no aumento do ritmo de determinacao, foram avaliados os caudais utilizados
na etapa de mistura da amostra com os reagentes e respectiva formagao do produto
da reaccao. Para tal, foram estabelecidas curvas de calibragao utilizando as mesmas
condicdes descritas na seccao anterior (3.1.1.3). Foram testados caudais globais de
envio para a célula de fluxo compreendidos entre 3,5 e 7,0 mL min?, o que
corresponde a intervalos de caudais compreendidos entre 2,0 e 4,0 para a seringa 1
(transportador), 1,0 e 2,0 para a seringa 3 (clorpromazina 2,11 mmol L") e0,50e 1,0

para a seringa 4 (HCl 7,0 mol L'").
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Atendendo aos resultados obtidos, apresentados na figura 3.6, verifica-se que o
caudal de envio para o detector nao altera significativamente a sensibilidade, o que
permite concluir que é possivel aumentar o ritmo de determinacdo através do
aumento do caudal sem comprometer a sensibilidade da metodologia. No entanto, a
utilizacado de caudais muito elevados pode conduzir a existéncia de sobrepressao no
sistema, factor que pode danificar as valvulas solendides. Deste modo, foi
seleccionado o caudal global de 6,1 mL min™ para as restantes experiéncias como
solucdao de compromisso entre o ritmo de determinagao e o bom funcionamento das
|

valvulas solendides.

0,530 -
0,510 -
0,490 4 o (n}

0,470 4

0’450 1 1 I 1 1
3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0

Caudal / mL min-!

Declive/UAmg 'L

Figura 3.6. Declives obtidos pelo estabelecimento de curvas de calibragao em que a etapa de
mistura de reagentes foi efectuada a diferentes caudais, num intervalo compreendido entre
3,5e¢7,0mL min™.

3.1.1.5. Dimensdes e geometria dos tubos de reac¢ao

No método automatico proposto foi necessaria a utilizacao de dois tubos de reac¢ao,
TR1 e TR2, de forma a assegurar o estabelecimento da sequéncia de adi¢ao dos

reagentes previamente estudada. O primeiro teve como objectivo assegurar a

mistura entre o idao bromato e a clorpromazina. O segundo permitiu a formagao do
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produto corado resultante da adicao do acido cloridrico ao composto previamente

formado no TR1.

Nesta experiéncia, optou-se por estudar primeiro o comprimento dos tubos de
reaccao, procedendo de seguida ao estudo da geometria dos mesmos. Para cada
procedimento, foram estabelecidas curvas de calibragao utilizando condigdes

experimentais iguais as descritas na seccao 3.1.1.3.

Foram utilizados reactores enrolados em espiral, utilizando tubo com 0,8 mm de
diametro interno. Para o estudo do tubo de reaccao TR1, foram testados
comprimentos de 40, 60, 80 e 100 cm, os quais correspondem a volumes aproximados
de 200, 300, 400 e 500 pL, respectivamente. O estudo do tubo de reac¢ao TR2 foi
efectuado variando o comprimento do respectivo tubo num intervalo compreendido
entre 80 e 400 cm, correspondendo a um intervalo de volumes entre 400 e 2000 pL.
Analisando a figura 3.7, verifica-se que o volume do tubo de reac¢ao TR1 nao afecta
o valor de sensibilidade do método. Foi seleccionado o tubo de reaccao de 60 cm
(300 pL), uma vez que este demonstrou ser o suficiente para a obtencao de uma boa

mistura entre o bromato e a clorpromazina.

Relativamente ao tubo de reaccao TR2, observou-se uma diminuicao da sensibilidade
com o aumento do volume do reactor, apesar do aumento do tempo de residéncia
proporcionado pelos reactores mais longos. Esta diminuicao da sensibilidade, mais
visivel para o reactor de 400 cm (2000 pL) é provavelmente devida ao aumento da
dispersao observada para reactores mais longos. Utilizando tubos de reac¢ao de 80 e
120 cm (400 e 600 pL), observaram-se valores muito elevados de indices de
refraccao, permitindo concluir que o comprimento destes reactores nao era

suficiente para a obteng¢dao de uma boa mistura. Os reactores de 200 e 300 cm,
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correspondentes a volumes aproximados de 1000 e 1400 pL proporcionaram a
obtencao de sensibilidades semelhantes a obtida utilizando o reactor de 160 cm, mas
nao foram seleccionados devido a acarretarem o aumento do tempo necessario a
execucao do ciclo analitico. Escolheu-se o reactor de 160 cm (800 pL) como tubo de
reaccao TR2 pois, comparativamente aos reactores mais curtos, foi observado um

menor efeito do indice de refracgao.
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Figura 3.7. Influéncia do comprimento dos tubos de reaccdo TR1 (A) e TR2 (B) na

sensibilidade da reacgao entre o iao bromato e a clorpromazina.

Apos a escolha das dimensdes dos reactores, avaliou-se a geometria que
proporcionava a melhor mistura e a menor dispersao do produto no sistema. Foram
testados reactores enrolados em forma de espiral e reactores com nos aleatorios. A
utilizacao de reactores com nos aleatorios originou um aumento de cerca de 2,6% no
valor da sensibilidade, possuindo ainda a vantagem de permitir uma melhor
diferenciacdao entre o pico do indice de refraccao e o pico relativo ao produto
corado, conforme se pode observar através da figura 3.8. De facto, este reactor tem
sido descrito como o que fornece melhores condicées de mistura, uma vez que

proporciona uma intensificacao do transporte radial e limita o transporte ao longo do




Resultados e discussdo

eixo de escoamento (Marshall e Van Staden, 1992). Deste modo, foram utilizados nds

aleatorios em ambos o0s reactores nas experiéncias subsequentes.
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Figura 3.8. Sinais analiticos obtidos utilizando tubos de reac¢do com geometrias diferentes:
espiral (traco descontinuo) e nos aleatodrios (trago continuo), correspondentes a uma solucao

padrao de bromato com a concentracio de 750 pug L.

3.1.1.6. Volume de amostra

Tendo como objectivo incrementar a sensibilidade da metodologia, estudou-se o
volume de amostra. Para tal, foram realizadas curvas de calibracdo injectando
volumes num intervalo compreendido entre 400 e 2000 pL de solugbes padrao
contendo 25 - 750 pg L' de bromato, utilizando as concentragées de 1,41 mmol L' de
clorpromazina e HCL 6,0 mol L. Atendendo aos resultados representados na figura

3.9, conclui-se que o volume de amostra constitui um parametro importante em

termos de sensibilidade da reaccao.
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Figura 3.9. Declives obtidos utilizando diversos volumes de amostra, compreendidos entre
400 e 2000 pL.

Deste estudo, verificou-se uma maior sensibilidade utilizando volumes superiores a
800 pL, tendo-se obtido declives para volumes de amostra de 400 e 600 pL
correspondentes a 82 e 95% do valor do declive obtido quando utilizado um volume
de 800 pL. Para volumes superiores, a sensibilidade manteve-se praticamente
constante, permitindo concluir que este volume foi o suficiente para minimizar a
diluicdo da amostra devida a dispersdao no transportador. De forma a garantir a
obtencdo de maxima sensibilidade e minimizar a diluicao da amostra, seleccionou-se

o volume de 1000 pL para as experiéncias seguintes.

3.1.2. Estudo dos parametros quimicos

Apéds a realizacdo de uma pesquisa prévia acerca da disponibilidade comercial dos
compostos da familia das fenotiazinas, verificou-se que se encontravam catalogados
cerca de vinte compostos, em que a maior parte so seria disponibilizada mediante

encomenda. Tendo em conta o custo e a disponibilidade para fornecimento imediato,

45




Resultados e discussado

seleccionaram-se para estudo os seguintes compostos: fenotiazina, clorpromazina,

trifluoperazina, tioridazina e 2-trifluorometil(fenotiazina).

3.1.2.1. Utilizacao da clorpromazina

A clorpromazina foi sugerida por alguns autores como sendo um reagente que
proporciona a obtencdo de elevada sensibilidade na determinagao do iao bromato
(Gordon et al., 1994; Farrel et al., 1995; Gordon e Bubnis, 1995; Walters et al.,

1997; Ingrand et al., 2002).

Com o objectivo de determinar o comprimento de onda mais adequado a utilizar na
determinacdo pretendida, foi tracado o espectro de absorcao correspondente ao

composto corado formado apds reac¢do do bromato com a clorpromazina (figura

3.10).
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Figura 3.10. Espectro de absorcdo correspondente ao produto de oxidagdo resultante da
reaccdo entre o bromato e a clorpromazina. O ensaio a branco esta representado pela linha

descontinua.
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Para tal, preparou-se um ensaio contendo 100 pg L™ de bromato, 0,50 mmol L de
clorpromazina e 2,0 mol L' de HCL. O ensaio do branco foi preparado de igual modo,
mas sem a adicdo de bromato. Ao comparar os dois espectros, verificou-se a
ocorréncia de um maximo de absorvancia ao comprimento de onda de 525 nm, o qual

aumentou com a adicao do bromato.

A reaccao de oxidacao-reducdao escolhida para a determinagcao do iao bromato
assume uma importancia especial uma vez que ocorre em condicdes muito
especificas de acidez. Por esta razdo, varios autores propuseram o uso de acido
cloridrico em concentracdes superiores a 1,2 mol L' no momento da medicao
(Gordon et al., 1994; Farrel et al., 1995; Gordon e Bubnis, 1995; Walters et al.,

1997).

Numa primeira experiéncia, avaliou-se a influéncia da concentra¢ao de é&cido
cloridrico na sensibilidade do método. Para tal, foram estabelecidas curvas de
calibragao através da injeccao de 1000 pL de diferentes solugées padrao de bromato
com concentracdes compreendidas entre 25 e 750 pg L”, mantendo fixa a
concentracao de clorpromazina (1,41 mmol L") e variando a concentragdo de HCl
num intervalo compreendido entre 2,0 e 8,0 mol L. Este procedimento foi utilizado
em todas as experiéncias relativas ao estudo da concentragéo do acido. Os declives

obtidos sao apresentados na figura 3.11.

Os resultados obtidos permitem concluir que a concentracao de acido tem uma forte
influéncia na sensibilidade da reaccdo, tendo-se observado um aumento da
sensibilidade com o aumento da concentracao de acido cloridrico. Obtiveram-se
valores de sensibilidade de 23, 87, 96 e 98% do declive obtido utilizando a solugao de

8,0 mol L', para concentracdes de acido cloridrico de 2,0, 4,0, 6,0 e 7,0 mol L,
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respectivamente. No entanto, o aumento da concentracdo de acido traduziu-se num
aumento da altura do pico devido ao efeito de Schlieren. Isto deve-se ao facto de as
solucdes de acido mais concentradas apresentarem maior viscosidade, dificultando o
processo de mistura. Foi escolhida a concentragao de acido cloridrico de 7,0 mol LY,
uma vez que esta permitiu a obtencio de uma sensibilidade muito préxima a obtida
utilizando a concentracao maxima, possuindo a vantagem de originar sinais analiticos

com menor interferéncia do efeito de Schlieren.
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Figura 3.11. Influéncia da concentragdo de acido cloridrico na sensibilidade da metodologia

baseada na reaccao de oxidacédo-redugao entre o bromato e a clorpromazina.

Com o objectivo de aumentar a sensibilidade da metodologia, realizou-se uma
experiéncia, que consistiu em aumentar o caudal da solucao de acido cloridrico para
o dobro, substituindo a seringa de 5,00 mL destinada a propulsao do acido, utilizada
na experiéncia anterior, por uma de 10,00 mL. Este procedimento teve como
objectivo proporcionar a ocorréncia da reac¢ao, utilizando concentragdes de acido
superiores as utilizadas na experiéncia anterior, sem recorrer a utilizagao de acido
comercial concentrado (concentracao aproximada de 12 mol L") no sistema, uma vez

que este poderia danificar o equipamento. A concentracao de acido cloridrico na
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célula de fluxo foi calculada através da multiplicacao da concentragcao presente na
seringa pela razao entre o caudal da seringa utilizada para o acido e o caudal total.
Deste modo, foram obtidas na célula de fluxo, e portanto, no momento da detecgao,
valores de concentracao de HCl inferiores aos da solugao de HCl contida no interior
da seringa. Esses valores estdo indicados na tabela 3.2, juntamente com os declives

obtidos para cada concentragao de acido cloridrico testada.

Tabela 3.2. Valores de concentracdo de acido cloridrico utilizados no sistema de fluxo

utilizando seringas de 5,00 e 10,00 mL e respectivos declives obtidos.

Volume da seringa / mL

5,00 10,00
[HCUnicial / [HCfna /' Declive / [HC ¢inat / Declive /
mol L molL"  UAmg'L mol L™ UAmg'L
2,0 0,57 0,154 0,89 0,261
4,0 1,1 0,444 1,8 0,377
6,0 _ 1,7 0,475 2,7 0,417
8,0 2,3 0,508 3,6 0,419

Os resultados obtidos demonstram que o aumento do caudal de HCl para o dobro nao
proporciona um aumento da sensibilidade. Comparando os declives obtidos,
utilizando acido cloridrico 8,0 mol L™, verificou-se uma diminui¢do da sensibilidade
de cerca de 18% com a seringa de 10,00 mL relativamente a seringa de 5,00 mL.
Observou-se ainda que a concentracgao final de HCl de 1,8 mol L utilizando a seringa
de 10,00 mL, proporcionou a obtencao de um declive 21% inferior ao obtido com a

concentracao final de acido correspondente a 1,7 mol L™, utilizando a seringa de
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menor caudal. Comparando as concentracdes finais de 2,3 e 2,7 mol L'
proporcionadas pelas seringas de 5,00 e 10,00 mL, respectivamente, obteve-se uma
diminuicao do declive correspondente a 18% para a segunda situagdo. O decréscimo
dos valores de sensibilidade observado deve-se ao facto de a propor¢ao entre os
diversos canais ser fixada pelos volumes das varias seringas envolvidas, afectando
também o factor de diluicao da amostra. Este foi estimado através da razao entre o
caudal total (17,50 e 22,50 mL min™ utilizando as seringas de 5,00 e 10,00 mL,
respectivamente) e o caudal de amostra (10,00 mL min'). Deste modo, o factor de
diluicao da amostra revelou ser de 2,25 vezes utilizando a seringa de 10,00 mL e de
1,75 vezes utilizando a seringa de 5,00 mL, tendo-se seleccionado esta para as
experiéncias subsequentes, pois apesar do dobro do caudal de HCl proporcionar o
aumento da concentracao de acido no momento da detecgao, nao foram conseguidos

valores de sensibilidade superiores aos obtidos com a seringa de 5,00 mL.

Ainda com o objectivo de aumentar a sensibilidade da reaccao e diminuir o limite de
deteccdo, procedeu-se a utilizacao de acido sulflrico em vez de acido cloridrico. O
procedimento consistiu na injeccao de 1000 pL de uma solugdo padrao de bromato
com a concentracao de 750 pg L', mantendo fixa a concentracao de clorpromazina
(1,41 mmol L") e variando a concentracdo de &cido sulfurico num intervalo
compreendido entre 2,0 e 6,0 mol L. Esta experiéncia teve como fundamento o
facto de o acido sulfurico possuir dois atomos de hidrogénio em lugar de apenas um
presente no acido cloridrico, permitindo aumentar a concentragao de H" no meio sem
diluir a amostra, e portanto, utilizando a configuragdao do inicio da experiéncia
anterior. Porém, a utilizagdo de acido sulfdrico nao originou a formag¢ao do composto
corado, resultando na inexisténcia de qualquer sinal analitico. Uma possivel

explicacao deste resultado reside na hipotese de o produto formado nao absorver na
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zona do visivel ou no comprimento de onda utilizado. No entanto, esta hipotese nao
foi provada dado nao se ter realizado um espectro de absorcao do produto originado
nestas condigdes. A solucéo de acido cloridrico com a concentragao de 7,0 mol L foi

seleccionada para a execugao das restantes experiéncias.

As experiéncias seguintes tiveram como finalidade determinar a concentragao mais
adequada de clorpromazina para a metodologia desenvolvida. O procedimento
experimental consistiu na realizacdo de curvas de calibragcdo através da injeccao de
1000 pL de solucdes padrao de bromato com concentragées compreendidas entre 25
e 750 pg L, mantendo a concentracéo de HCL 7,0 mol L' e variando a concentragio
de clorpromazina num intervalo compreendido entre 0,563 e 2,85 mmol L' Os

valores obtidos sao apresentados na figura 3.12.
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Figura 3.12. Valores de sensibilidade obtidos através do estabelecimento de curvas de

calibracdo utilizando diferentes concentragdes de clorpromazina.

Obtiveram-se valores de sensibilidade correspondentes a 82, 87, 90, 94 e 97% do
valor obtido utilizando a solucao de clorpromazina com a concentragao de 2,11 mmol

L', para solucdes contendo 0,563, 0,711, 0,856, 1,13 e 1,44 mmol L' de
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clorpromazina, respectivamente. Para concentragoes superiores de clorpromazina, a

seleccionado como o correspondente a concentragdo minima que proporcionou a

maior sensibilidade, sendo por isso utilizado nas experiéncias posteriores.

|
sensibilidade manteve-se constante. Deste modo, o valor de 2,11 mmol L' foi
A fase seguinte deste estudo consistiu na utilizagao de uma solucao de clorpromazina
1,41 mmol L' como transportador. Esta abordagem teve como objectivo minimizar a |
diluicao da amostra no interior do sistema, através da intercalagao da amostra no
reagente, ocorrendo mistura a partir da interface. Para tal, a seringa 1 (10,00 mL)

foi preenchida com a solucdo de clorpromazina, a qual continha agua nas

experiéncias anteriores. Numa primeira experiéncia, a amostra foi intercalada na

solucao de clorpromazina utilizada como transportador. Na experiéncia seguinte,
além de se intercalar a amostra na solucao de clorpromazina, procedeu-se ainda a
adicdo do reagente em confluéncia através da seringa 3 (2,50 mL). Contudo,
utilizando a clorpromazina como transportador, o volume de amostra teve que ser
reduzido para 400 pL para a obtencdao de um pico bem definido. A utilizacao de

volumes superiores originou a formagao de um pico duplo, explicado pelo facto de o

reagente nao atingir a parte central da por¢cao de amostra injectada. Obtiveram-se
declives correspondentes a 0,469 e 0,419 UA mg' L, com e sem adi¢do de
clorpromazina em confluéncia, respectivamente. Estes resultados demonstram que a
utilizagdo de clorpromazina como transportador originou uma diminuigao dos valores
de sensibilidade na ordem dos 19% (sem adicao de clorpromazina em confluéncia) e
dos 9% (com adicao de clorpromazina em confluéncia), relativamente a experiéncia
anterior, em que se utilizou agua como transportador. Este decréscimo da
sensibilidade pode dever-se a utilizacao de um volume de amostra de apenas 400 pL,

um valor bastante inferior ao utilizado na experiéncia anterior. A utilizacao de
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clorpromazina como transportador nao proporcionou resultados melhores que os
obtidos na experiéncia anterior, e portanto utilizou-se agua como transportador nas

experiéncias seguintes.

Com o objectivo de identificar potenciais interferentes na metodologia desenvolvida,
foi efectuado um estudo experimental em que as espécies a testar foram adicionadas
a uma solucdo de bromato com uma concentracao de 250 pg L. Foram consideradas
interferentes as espécies que provocaram um desvio relativo superior a cinco por
cento no valor do sinal analitico. As espécies testadas, respectivas concentragdes e

desvios relativos obtidos sao apresentadas na tabela 3.3.

Os anides cloreto, fluoreto, sulfato, calcio, magnésio, iodeto, brometo, nitrato,
clorato e sulfito nao revelaram qualquer interferéncia nas concentragoes testadas.
Por outro lado, os anides nitrito, hipoclorito e clorito revelaram interferir na
metodologia proposta, sendo estas interferéncias justificadas pelo facto de estes ides
possuirem a capacidade de oxidar a clorpromazina (Kojlo et al., 2001). Para cada
uma destas espécies, preparou-se uma série de solucdes padrao contendo apenas o
iao interferente, as quais foram injectadas no sistema de fluxo, utilizando as mesmas
condi¢cdes usadas na determinagao do iao bromato. Deste modo, preparou-se uma
série de solucdes padrao contendo 25 e 750 pg L' de ido nitrito. Os padrdes de
hipoclorito foram preparados num intervalo de concentra¢ées compreendido entre 25
e 2500 pg L'. Para o ido clorito, prepararam-se padrées num intervalo de

concentracdes que variou entre 25 e 3600 pg L.
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Tabela 3.3. Resultados obtidos no estudo de potenciais espécies interferentes, utilizando a

clorpromazina como reagente de desenvolvimento de cor.

Espécie Concentracdo em espécie  Desvio relativo /
adicionada adicionada / mg L™ %

ct 250 4,4

F 1,50 1,5
SO4” 250 0,0
Ca* 100 1,5
Mg 50,0 1,5

I 0,0500 0,8
Br 6,00 3,7
NO;y 0,500 61,6
NO;y’ 50,0 1,5
Cclor 2,00 71,1
Cloy 3,00 74,6
Cloy 0,500 0,8
o Ry 300 -4,0

A extensdo da interferéncia foi avaliada através da comparagdo entre o declive
obtido para a reaccao do bromato com a clorpromazina e o declive resultante da
reaccao do interferente com a clorpromazina (figura 3.13). Foram obtidos declives
correspondentes a 0,535, 0,442, 0,201 e 0,133 UA mg' L para os ides bromato,
nitrito, hipoclorito e clorito, respectivamente. Utilizando os valores de concentragao
expressos em pmol L™, foram obtidos declives de 6,84 x 107, 2,03 x 107, 1,03 x 107 e
8,97 x 10° UA pmol' L para os ides bromato, nitrito, hipoclorito e clorito,

respectivamente. Analisando os resultados obtidos, conclui-se que a interferéncia do
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iao nitrito € superior a observada para os ides hipoclorito e clorito, ja que a curva de
calibracao obtida utilizando as solucdes padrao deste ido proporcionou um declive

superior relativamente aos declives obtidos para os ides hipoclorito e clorito.
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Figura 3.13. Reacgdo da clorpromazina com os anides BrO; (o), NO;” (A), ClO™ (o) e ClO; (0),

utilizando todas as concentracgoes testadas (A) e um intervalo menor de concentracoes (B).

3.1.2.2, Utilizagao da trifluoperazina

Numa fase inicial de trabalho com este composto, procedeu-se ao tracado do
espectro de absorcao correspondente ao produto de oxidagao resultante da reacgao
entre o ido bromato e a trifluoperazina. Para tal, preparou-se uma solucao contendo
100 pg L de bromato, 0,50 mmol L de trifluoperazina e 2,0 mol L™ de HCL, sendo a
solucao de referéncia preparada de igual modo, mas sem a presenca do ido bromato.
A figura 3.14 representa o espectro obtido, permitindo determinar o valor de 505 nm
como o correspondente ao comprimento de onda de maxima absorcao do produto de

oxidacao originado por esta fenotiazina.
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Figura 3.14. Espectro de absorcdo correspondente ao produto de oxidagao resultante da
reaccao entre o bromato e a trifluoperazina. O ensaio a branco esta representado pela linha

descontinua.

A influéncia da concentracdo de acido cloridrico foi avaliada através do
estabelecimento de curvas de calibracao injectando 1000 pL de solugdes padrao de
bromato com concentracdes compreendidas entre 25 e 750 pg L. Foi usada uma
solucao de trifluoperazina com a concentragdo de 1,05 mmol L e solu¢des de acido
cloridrico com concentra¢oes que variaram entre 1,0 e 8,0 mol L'. Os resultados

obtidos estao representados na figura 3.15.
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Figura 3.15. Influéncia da concentragao de acido cloridrico na sensibilidade da metodologia

baseada na reac¢ao de oxidagao-reducao entre o bromato e a trifluoperazina.
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O método demonstrou ser linear para as concentracoes de bromato estudadas,
usando concentracdes de HCl superiores a 2,0 mol L. Abaixo deste valor, verificou-
se a inexisténcia de uma relagao linear entre a concentragao de bromato e o valor de
absorvancia obtido. Pela analise do grafico, verifica-se um incremento significativo
do valor da sensibilidade com o aumento da concentragao de HCl. Ao aumentar a
concentracao de acido, obtiveram-se valores de sensibilidade de 1,6, 16, 37, 71,92 e
100% da sensibilidade obtida com a solucao mais concentrada (8,0 mol L), para os
valores de concentracao de HCl correspondentes a 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 6,0 e 7,0 mol
L', respectivamente. Todavia, a utilizacdo de concentracdes de HCl superiores a 6,0
mol L™ traduziu-se num aumento de ruido devido a formacdo de bolhas de ar no
interior do sistema. Deste modo, a concentragao de 6,0 mol L™ de acido cloridrico foi
escolhida para a realizacdao das experiéncias subsequentes como uma solucéo de

compromisso entre a sensibilidade e a precisao da metodologia.

O passo seguinte teve como objectivo determinar a concentracdo minima de
trifluoperazina capaz de proporcionar a maior sensibilidade. Experimentalmente,
este estudo consistiu no estabelecimento de curvas de calibracao através da injecgao
de 1000 pL de solucdes padrao de bromato com concentracées compreendidas entre
25 e 750 pg L', utilizando uma solucio de HCL 6,0 mol L' e solugbes de
trifluoperazina com concentragcdes que variaram entre 0,567 e 2,61 mmol L. Os
valores dos declives obtidos, correspondentes a cada concentracao testada

encontram-se representados na figura 3.16.
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Figura 3.16. Valores de sensibilidade obtidos através do estabelecimento de curvas de

calibragao utilizando diferentes concentrac¢oes de trifluoperazina.

Através da analise dos resultados, conclui-se que a concentracao de trifluoperazina
influencia de modo pouco acentuado a sensibilidade da reacgao, verificando-se que a
concentracao de 1,05 mmol L proporcionou a melhor sensibilidade (0,321 UA mg’
L), tendo-se obtido cerca de 92% deste valor para a menor concentracao testada e
valores semelhantes utilizando concentracoes superiores de trifluoperazina. Contudo,
esta fenotiazina foi descrita por Farrell e seus colaboradores (1995), como sendo
mais sensivel que a clorpromazina, em estudos efectuados por métodos discretos.
Com o objectivo de avaliar se esta diferenca no método de fluxo era devida a
utilizacdo de um tempo de reaccao insuficiente antes da leitura do sinal analitico,
procedeu-se a realizacdo de uma experiéncia de modo a avaliar a influéncia do
caudal de envio para o detector (que condiciona o tempo de reacgao) e da

concentracdo de trifluoperazina na sensibilidade da reaccao. Para tal,

estabeleceram-se curvas de calibracao utilizando 1000 pL de solucdes padrao de

bromato com concentracdes compreendidas entre 25 e 750 pg L. Foram realizadas
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trés curvas de calibracao, utilizando em todas a concentracao de 6,0 mol L' de HCL.
Numa primeira fase, com o objectivo de estudar a cinética da reacgao, fez-se um
estudo do caudal, utilizando uma solucao de trifluoperazina com uma concentragao
de 2,12 mmol L' e caudais de envio para o detector correspondentes a 3,5 e 6,1 mL
min"'. Deste estudo, foram obtidas duas curvas de calibracdo com declives de 0,355
UA mg' L para o caudal inferior e de 0,356 UA mg™" L para o caudal de 6,1 mL min™.
A obtencdao de declives praticamente iguais permitiu concluir que o tempo de
reaccdo nao condiciona a sensibilidade, ja que para o caudal mais baixo nao se
verificou qualquer aumento da sensibilidade. Deste modo, o caudal de 6,1 mL min”*
foi seleccionado por proporcionar um ritmo de determinagdo superior.
Seguidamente, foi realizada uma terceira curva de calibragao utilizando uma solugao
de trifluoperazina com uma concentracdo de 21,3 mmol L, dez vezes superior a
utilizada nas curvas de calibracao anteriores, da qual resultou uma curva de
calibragdo com um declive de 0,351 UA mg™” L, cerca de 1% inferior ao obtido com a
concentracdo de 2,12 mmol L". Os resultados obtidos permitiram concluir que a
utilizacdo de concentracdes elevadas de trifluoperazina nao proporciona o efeito
desejado na sensibilidade da reaccdo. Deste modo, foi utilizada a concentragao de

trifluoperazina correspondente a 1,05 mmol L™ nas experiéncias seguintes.

0O estudo de interferentes foi realizado da mesma forma e utilizando os mesmos
critérios descritos na seccao anterior (3.1.2.1), mas utilizando como reagente a
trifuoperazina. Os desvios relativos obtidos para cada espécie testada estao indicados

na tabela 3.4.

De todas as espécies testadas, revelaram-se interferentes os i6es nitrito, hipoclorito

e clorito, com desvios relativos superiores a 50%. Para cada uma destas espécies,
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foram realizadas curvas de calibracao através da injeccao no sistema de fluxo de

solucbes padrao contendo apenas o iao interferente.

Tabela 3.4. Resultados obtidos no estudo de potenciais espécies interferentes, utilizando a

trifluoperazina como reagente de desenvolvimento de cor.

Espécie Concentracdo em espécie  Desvio relativo /
adicionada adicionada / mg L %
cr 250 0,0
F 1,50 1,2
250 1,2
Ca® 100 -2,6
Mg 50,0 0,0
I 0,0500 -3,8
Br 6,00 2,4
NO; 0,500 51,6
NOy 50,0 1,1
Clor ' 2,00 50,8
Clo; 3,00 64,2
Cloy 0,500 1,1

A extensdao da interferéncia foi avaliada através da comparacao entre o declive
obtido utilizando padrées de bromato e o declive resultante da reaccao do
interferente com a trifluoperazina (figura 3.17). Obtiveram-se declives
correspondentes a 0,347, 0,251, 0,0187 e 0,0524 UA mg' L para os ides bromato,

nitrito, hipoclorito e clorito, respectivamente. Convertendo estes valores em
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unidades de UA pmol™ L, obtiveram-se sensibilidades de 4,44 x 102 para o bromato,
1,15 x 107 para o ido nitrito, 9,62 x 10 para o hipoclorito e 3,53 x 10 para o
clorito. Estes resultados demonstram que a interferéncia causada pelo ido nitrito €

superior a provocada pelos ides hipoclorito e clorito.

A B
0,300 0,300
5 S
s 0,200 s 0,200
v (%]
[ [ =
g s
Z 0,100 > 0,100
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Figura 3.17. Reaccdo da trifluoperazina com os anides BrOy (o), NO;” (a), ClO™ (0) e ClOy

(¢), utilizando todas as concentragdes testadas (A) e um intervalo menor de concentragoes

(B).

3.1.2.3. Utilizagdo da tioridazina

Para determinar o comprimento de onda de maxima absorg¢éo do produto resultante
da reaccdo desta fenotiazina com o iao bromato, preparou-se uma solucao contendo
100 pg L' de bromato, 0,50 mmol L™ de tioridazina e HCl 2,0 mol L, tendo-se
preparado uma solugdo de referéncia com os mesmos componentes, excepto o iao
bromato. Apds o varrimento de comprimentos de onda (figura 3.18), verificou-se que

a absorvancia maxima do produto corado ocorria a 635 nm.
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Figura 3.18. Espectro de absorgdo correspondente ao produto de oxidagao resultante da

reaccdo entre o bromato e a tioridazina. O ensaio a branco esta representado pela linha
descontinua.

Para avaliar a influéncia da concentracao de acido cloridrico na sensibilidade da
reaccao, foram estabelecidas curvas de calibragdo através da injec¢ao de 1000 pL de
solugdes padrao de bromato com concentragdes compreendidas entre 25 e 750 g L7,
utilizando a concentracdo de 1,24 mmol L™ de tioridazina e variando a concentragéo
de acido cloridrico num intervalo compreendido entre 2,0 e 8,0 mol L. Os valores

dos declives obtidos sao apresentados na figura 3.19.
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Figura 3.19. Influéncia da concentragdo de acido cloridrico na sensibilidade da metodologia

baseada na reac¢ao de oxidagao-redugao entre o bromato e a tioridazina.
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Tal como aconteceu com as fenotiazinas previamente estudadas, a concentragao de
acido revelou ter um papel fundamental na sensibilidade da reaccao. As
concentracdes de acido cloridrico correspondentes a 2,0, 4,0, 6,0 e 7,0 mol L?
permitiram a obtencao de valores de sensibilidade de 23, 87, 96 e 98% da encontrada
para a concentracao de 8,0 mol L. O valor de 6,0 mol L' foi seleccionado para a
realizacdo das restantes experiéncias com a tioridazina, como consequéncia de esta
concentracdo proporcionar um valor de sensibilidade muito préoximo do obtido

utilizando a concentragao maxima.

A experiéncia seguinte teve a finalidade de determinar a concentragdo mais
adequada de tioridazina capaz de proporcionar a maior sensibitidade, na metodologia
desenvolvida. Para tal, realizaram-se curvas de calibracdo através da injeccao de
1000 pL de solucdes padrao de bromato com concentragdes compreendidas entre 25
e 750 pg L™, utilizando uma solugio de HCL 6,0 mol L' e solugdes de tioridazina num
intervalo de concentra¢ées compreendido entre 0,616 e 3,09 mmol L. Os declives
obtidos correspondentes a cada concentracao testada estdo representados na figura
3.20. A andlise dos resultados revela semelhan¢a nos declives das curvas de
calibracao obtidas utilizando diferentes concentracdes de tioridazina, verificando-se
apenas um aumento de 11% ao usar a concentracao de 1,24 mmol L', relativamente
a menor concentracao testada, tendo sido este valor de concentracao utilizado no

estudo dos interferentes.
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Figura 3.20. Valores de sensibilidade obtidos através do estabelecimento de curvas de

calibracdo utilizando diferentes concentragoes de tioridazina.

O estudo de interferentes foi realizado da mesma forma e utilizando critérios iguais
aos descritos na seccao 3.1.2.1, mas utilizando a tioridazina como reagente de
desenvolvimento de cor. Os resultados obtidos para cada espécie testada sao
apresentados na tabela 3.5. Através da andlise dos resultados, verifica-se a

ocorréncia de interferéncia devido a presenca dos ides nitrito, hipoclorito e clorito.

Para avaliar a extensdo da interferéncia causada por cada um destes ides,
realizaram-se curvas de calibracido através da injeccao no sistema de fluxo de
solucdes padrao contendo apenas o iao interferente em estudo. Os declives obtidos
foram comparados com o declive resultante da reaccao do bromato com a

tioridazina. Os resultados obtidos estao representados na figura 3.21.
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Tabela 3.5. Resultados obtidos no estudo de potenciais espécies interferentes, utilizando a

tioridazina.
Espécie Concentracao em espécie Desvio relativo /
adicionada adicionada / mg L™ %
cr 250 1,1
F 1,50 2,2
SO 250 2,2
CaZ* 100 1,1
Mg* 50,0 2,2
I 0,0500 2,2
Br 6,00 0,0
NO, 0,500 61,3
NO;y 50,0 -3,3
clo 2,00 37,9
Cloy 3,00 65,8
ClOy 0,500 -2,2
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Figura 3.21. Reacgdo da tioridazina com os anides BrO; (o), NO;" (a), ClO" (O) e Clo; (o),

utilizando todas as concentracdes testadas (A) e um intervalo menor de concentragoes (B).
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Obtiveram-se declives correspondentes a 0,352, 0,327, 0,0452 e 0,0714 UA mg‘1 L
para os ibes bromato, nitrito, hipoclorito e clorito, respectivamente. Convertendo
estes valores em unidades de UA pmol'1 L, obtiveram-se sensibilidades de 4,50 x 102
para o bromato, 1,50 x 107 para o ido nitrito, 2,33 x 10 para o hipoclorito e
4,82 x 10 para o clorito. Estes resultados permitiram concluir que, tal como sucedeu
com a clorpromazina e a trifluoperazina, a interferéncia causada pelo iao nitrito é

superior a provocada pelos ides hipoclorito e clorito.

3.1.2.4. Utilizacao da fenotiazina

Numa primeira fase do trabalho experimental utilizando a fenotiazina, procedeu-se a
pesagem de uma massa correspondente a 38,34 mg do composto sélido, a qual se
adicionou 50,00 mL de agua, tendo-se verificado que o composto era insolivel em
agua. Procedeu-se a uma nova pesagem de uma massa idéntica, a qual foi dissolvida
em acido acético glacial. Retiraram-se 4000 pL desta solugao para um balao de 20,00
mL, no qual ja se havia colocado 80 pL de uma solugao contendo 25,0 mg L' de
bromato e 12,60 mL de agua. A reac¢ao resultou na formagao de um precipitado, o
que levou a concluir que, para que esta fenotiazina pudesse ser incorporada no
sistema de fluxo, teria que se usar uma elevada concentracao de acido acético para
evitar que esta precipitasse. Pensou-se entdo na possibilidade de se utilizar acido
acético como transportador e solvente da fenotiazina. Contudo, de acordo com os
resultados obtidos na seccao 3.1.1.3, para a obtencdo de uma elevada sensibilidade é
necessario que a adicdo de acido ocorra apds a mistura do bromato com a

fenotiazina, 0 que nao aconteceria caso o acido acético fosse utilizado como

transportador e solvente da fenotiazina. De seguida, utilizou-se como solvente o
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etanol. Para estudar a possibilidade de utilizacao deste composto no sistema de fluxo
desenvolvido, foi realizado um estudo com o objectivo de avaliar a percentagem de
etanol necessaria para a dissolucdo da fenotiazina, tendo-se verificado que a
utilizacao de quantidades de etanol inferiores a 89% nao era o suficiente para a sua
dissolucao, permitindo concluir que, utilizando o etanol como solvente, a fenotiazina
nao poderia ser utilizada no sistema de fluxo. Numa Gltima experiéncia, utilizou-se a
N,N-dimetilformamida como solvente da fenotiazina. Utilizando esta solucao,
preparou-se um ensaio contendo 100 g L™ de bromato, 0,753 mmol L de fenotiazina
e 2,0 mol L' de acido cloridrico. A reaccéo foi imediata, levando a formagao de um
composto soluvel laranja intenso. Dado que a N,N-dimetilformamida € um composto
de elevada toxicidade, optou-se por ndo dar continuidade as experiéncias com este

reagente. Deste modo, a fenotiazina nao foi utilizada no sistema de fluxo proposto.

3.1.2.5. Utilizacao da 2-trifluorometil(fenotiazina)

Com o objectivo de determinar o comprimento de maxima absor¢do do produto
resultante da reaccao entre o bromato e a 2-trifluorometil(fenotiazina), procedeu-se
a preparacao de uma solucao contendo 2,83 mmol L' desta fenotiazina. Para tal,
pesou-se uma massa de 37,88 mg do composto sdlido e adicionou-se 50,00 mL de
agua, tendo-se verificado que o composto era insolivel em agua. Procedeu-se a
preparacao de novas solucdes desta fenotiazina, utilizando como solventes o acido
acético glacial e a N,N-dimetilformamida. Observou-se que esta fenotiazina era
solivel em ambos os solventes, mas pelas razoes mencionadas na seccao anterior,
nao foram utilizados no sistema de fluxo. De seguida, utilizando o etanol como

solvente, estudou-se a sua percentagem necessaria para a dissolugao do composto, e
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verificou-se que era necessario utilizar quantidades de etanol superiores a 93% para
evitar a precipitacdo da 2-trifluorometil(fenotiazina), impossibilitando a

implementacao desta fenotiazina na metodologia de fluxo desenvolvida.

3.2. Estudos de eliminag¢ao de interferentes

As experiéncias de eliminacao dos interferentes foram realizadas utilizando a
reaccdo da clorpromazina com o bromato. Numa primeira fase, efectuaram-se
estudos visando a eliminacao da interferéncia associada aos id6es hipoclorito e clorito,
seguindo-se a realizacado de experiéncias com o intuito de eliminar a interferéncia
causada pelo ido nitrito. Numa Gltima fase, realizaram-se experiéncias de modo a

eliminar simultaneamente os trés interferentes na metodologia desenvolvida.

3.2.1. Eliminagcdo das interferéncias provocadas pelos ides hipoclorito e

clorito

De acordo com alguns autores, o ido clorito é removido através do tratamento das |
amostras com ferro(ll) ou com uma solucao contendo 10 mg L' de sulfito (Gordon et
al, 1994; Gordon e Bubnis, 1995). Numa primeira experiéncia, procedeu-se a adigcao
de ferro(ll) numa concentracdo correspondente a 6,0 mg L' a agua da torneira, a
qual foi também adicionado anido bromato em concentragdes compreendidas entre
25 e 250 pg L. Apéds interpolacdo numa curva de calibragdo estabelecida com

padrdes entre 25 e 750 pg L, foram obtidos valores acima de 890 pg L para todos os
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ensaios efectuados, indicando que a utilizacao de Fe(ll) nao permite a eliminacao da

interferéncia em causa.

Seguidamente, foi realizado um estudo visando a eliminacdo da interferéncia por
adicao de anido sulfito. Com este intuito, foram realizados ensaios em que solugdes
contendo 2,00 mg L' em hipoclorito e teores entre 25 e 250 ug L' de bromato, foram
tratadas com anido sulfito. Deste modo, foram adicionados diferentes volumes de
uma solucdo contendo 10,0 g L de sulfito, de modo a obter as concentragdes de
5,00, 10,0 e 20,0 mg L™ de sulfito. Cada uma das solucdes obtidas foi processada em

tripticado no sistema de fluxo, tendo-se obtido os resultados indicados na tabela 3.6.

Através da andlise dos resultados, constata-se que ocorre interferéncia significativa
do aniao hipoclorito (tabela 3.6, ensaios 2, 7, 12 e 17), que é eliminada por adicao
de anido sulfito (tabela 3.6, ensaios 8 - 10, 13 - 15 e 18 - 20), possivelmente por
reducdo do ClO" a Cl', espécie que nao interfere na determinagao conforme indicado
na seccao 3.1.2.1. Também ficou patente que a adicao de sulfito ndao afecta o
doseamento do anido bromato, dada a obtencdo de uma percentagem de
recuperacéao entre 95 e 100%. Estes resultados foram independentes da concentragao

de aniao sulfito testada.

Dados os resultados positivos obtidos na experiéncia anterior, foram efectuados
ensaios de recuperacao em agua da torneira. Para cada ensaio preparado, adicionou-
se uma concentracdo 10,0 mg L' de ido sulfito. Os resultados obtidos séo

apresentados na tabela 3.7.
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Tabela 3.6. Resultados obtidos nos ensaios para eliminagao da interferéncia do anido

hipoclorito por adigao de aniao sulfito, previamente a determinagao.

Concentragao em bromato /

pg L
Ensaio Concentracao  Concentragao
em hipoclorito /  em sulfito / Adicionado Obtido Recuperagao /

mg L’ mg L %
1 0 0 0 <LD
2 2,0 0 0 654+ 13
3 2,0 5,0 0
4 2,0 10,0 0 <LD
5 2,0 20,0 0 --- -
6 0 0 25 <lQ(191)
7 2,0 0 25 680+ 6 -
8 2,0 5,0 25 <1Q(22+2)
9 2,0 10,0 25 25+ 1 100 + 4
10 2,0 20,0 25 242 96 + 8
1" 0 0 100 923 92+3
12 2,0 0 100 7715
13 2,0 5,0 100 97 + 1 97 +1
14 2,0 10,0 100 97 +2 972
15 2,0 20,0 100 95+2 95 +2
16 0 0 250 239 +1 95,6 + 0,4
17 2,0 0 250 866 + 8
18 2,0 5,0 250 249 +3 99,6 +1,2
19 2,0 10,0 250 240 + 2 96,0+ 0,8
20 2,0 20,0 250 248 + 2 99,2+0,8
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Tabela 3.7. Resultados obtidos nos ensaios de recuperacao em agua da torneira com adicao

de aniao sulfito para eliminagao de interferéncia.

Concentragao em bromato / pg L™

Concentragdo em

sulfito / mg L™ Adicionado Obtido Recuperacéo / %
0 0 3513
10,0 0 <LD
10,0 25 <LQ(19+2)
10,0 100 89:2 89+2
10,0 250 23413 9412

Verificou-se que a amostra testada originou um sinal analitico equivalente a 35 pg L™
de bromato antes da adicdao de sulfito. Apds a adicao desta espécie, o valor
encontrado foi inferior ao limite de deteccio da metodologia (< 8 pg L), indicando
que o sinal originalmente obtido é devido a presenca de hipoclorito residual,
proveniente do processo de desinfec¢dao de aguas para consumo humano mais
correntemente usado em Portugal. Também foi possivel obter uma percentagem de
recuperacdo razoavel quando foram adicionados 100 e 250 pg L' de bromato a
amostra em causa, indicando que nao ha efeitos associados a matriz nem reacgao

entre o aniao sulfito e o aniao bromato.

Dado que os resultados obtidos com o tratamento prévio da amostra por adigao de
iao sulfito foram satisfatorios, procedeu-se a sua implementagao no sistema de fluxo
de forma a eliminar a necessidade de pré-tratamento da amostra. Inicialmente,
procedeu-se a adicao de sulfito a solucao transportadora, numa concentragao de 300

mg L (seringa 1). Ao injectar um padrao de hipoclorito com a concentragao de 2,00
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mg L, foi obtido um sinal correspondente a uma concentragao de 516 pg L™ de iao
bromato. Mesmo aumentando a concentracao de sulfito para 3000 mg L' na solucao
transportadora, foi obtido um sinal apenas 15% inferior, indicando que esta
estratégia nao é eficaz para a eliminacao do interferente, provavelmente porque nao
existe uma mistura eficiente entre a solugdo transportadora e a parte central do

segmento de amostra.

Desta forma, com o objectivo de proporcionar a adicao de aniao sulfito a todo o
segmento de amostra, esta espécie foi adicionada a solugao de clorpromazina, dado
que esta solucio € adicionada a amostra através de uma confluéncia. Ao preparar
uma solucdo contendo 70,0 mg L' de sulfito e clorpromazina 2,11 mmol L7,
observou-se a formacdo de um precipitado, o qual desapareceu com a adicao de
umas gotas de acido cloridrico 2,0 mol L. A injeccdo de uma solugao de hipoclorito
2,00 mg L', utilizando a solucado anterior na seringa 3 permitiu observar a formagao
de um sinal analitico correspondente a uma concentracdao de 543 pg L' em iao
bromato, indiciando que o sinal obtido foi devido ao facto da concentragao de sulfito
utilizada nao ser suficiente para eliminar a interferéncia provocada pelo hipoclorito.
Esta experiéncia foi repetida, mas aumentando cerca de trinta vezes a concentragao
de sulfito (2,00 g L'™"). Neste caso, foi obtido um sinal analitico que originou um valor
de concentragdo inferior ao limite de quantificagdo, indicando a eliminacdo da

interferéncia.

Utilizando estas condicdes experimentais, estabeleceu-se uma curva de calibragao
através da injeccao de 1000 pL de solugbes padrao de bromato com concentragoes

compreendidas entre 25 e 750 pg L, que proporcionou a obten¢ao de caracteristicas
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analiticas semelhantes as obtidas anteriormente, na auséncia de aniao sulfito (tabela

3.8).

Tabela 3.8. Caracteristicas analiticas da metodologia de fluxo desenvolvida, adicionando ou

nao anido sulfito a solugdo de clorpromazina.

Clorpromazina 2,11 Clorpromazina 2,11 mmol
mmol L’ L' + Sulfito 2,0 g L
Sensibilidade / UA mg™ L 0,518 + 0,003 0,487 + 0,002
Ordenada na origem / UA 0,001 + 0,001 0,0011 + 0,0008
Limite de deteccdo / pg L 8 7
Limite de quantificagao / pg L™ 27 24

Ao adicionar sulfito a solucdo de clorpromazina, nao foi observada alteracao
significativa da sensibilidade da metodologia, tendo-se obtido um valor muito
proximo (94%) do obtido utilizando apenas a clorpromazina. Adicionalmente, a
utilizacdo do sulfito na solucao de clorpromazina proporcionou a obtencao de limites
de deteccao e quantificacdo inferiores, além de permitir a eliminagcao do hipoclorito
em linha. Foram também realizados ensaios de recuperagdo, utilizando agua da
torneira e solucdes padrao contendo, além de bromato em diferentes concentragoes,
os anides interferentes: hipoclorito (2,00 mg L") e clorito (3,00 mg L™). Os resultados
obtidos sao apresentados nas tabelas 3.9 e 3.10. Verificou-se que o tratamento em
linha foi eficaz e ndo afectou a quantificacao do iao bromato, pois foram obtidas

percentagens de recuperagao proximas de 100% em todos os ensaios efectuados.
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Tabela 3.9. Resultados obtidos nos ensaios de recuperacao efectuados em agua da torneira,

com eliminagdo em linha da interferéncia causada pelos ides hipoclorito e clorito.

Concentracao em bromato / pg L™

Adicionado Obtido Recuperacao / %
0 <LQ
25 243 96 +2
100 98 +2 98 2
250 263+3 105 + 1

Tabela 3.10. Resultados obtidos nos ensaios de recuperagao efectuados com solucdes padrao
de bromato contendo simultaneamente hipoclorito 2,00 mg L e clorito 3,00 mg L, com

eliminagdo em linha das interferéncias.

Concentragao em bromato / pg L?

Adicionado Obtido Recuperacao / %
0 <LD
25 27 + 1 108 £ 5
100 90 +2 902
250 233 +3 93 + 1

3.2.2. Eliminac¢do da interferéncia provocada pelo ido nitrito

Segundo Gordon e colaboradores (1994), a interferéncia causada pelo anido nitrito
pode ser eliminada por adicdo de acido amidosulfénico as amostras. Como estes
autores descrevem ser necessaria a adicao de uma solugcdo de acido amidosulfénico
400 mg L' 10 minutos antes da injeccao no sistema de fluxo, foi efectuado um

estudo preliminar de forma a avaliar a possibilidade de remover esta interferéncia
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em linha, tendo em conta que o tempo de reacgao disponivel corresponde ao curto

intervalo de tempo em que a amostra é processada no interior do sistema de fluxo.

Desta forma, foram preparadas solu¢cdes contendo 25 pg L' de bromato e 500 pg L
de nitrito, as quais se adicionaram diferentes concentragoes de acido amidosulfonico
(119, 216 e 432 mg L"). Logo apds a adi¢cao de acido amidosulfonico, estas solucdes
foram processadas no sistema de fluxo durante os 30 minutos seguintes, conforme

apresentado na figura 3.22.

Foi observado que ao utilizar-se uma solucao de acido amidosulfénico de 119 mg LY,
a interferéncia do anido nitrito nao foi completamente eliminada, no intervalo de
tempo estudado. Aumentando a concentracao de acido amidosulfénico para 216 mg
L", observou-se a eliminacdo completa do iao nitrito ao fim de 10 minutos. Este
tempo diminuiu para 2 minutos quando a concentracdo de 432 mg L' de acido
amidosulfonico foi utilizada. Estes dados permitem concluir que, para se proceder a
eliminacao em linha do 3o nitrito, é necessaria a adigao de acido amidosulfonico, de

forma a que a sua concentragao na célula de fluxo seja superior a 432 mg L.
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Figura 3.22. Variacao ao longo do tempo do sinal analitico de uma solugdo contendo bromato
e nitrito, a qual se adicionou diferentes concentracdes de acido amidosulfénico: 119 (a),
216(0) e 432 mg L' (A).
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Eliminando a hipdtese de se utilizar o acido amidosulfonico como transportador uma
vez que, como ja foi observado em experiéncias anteriores, a montagem
desenvolvida nao proporciona uma mistura adequada entre a solucao proveniente da
seringa 1 e a parte central do segmento de amostra, procedeu-se a adicao em
confluéncia deste reagente, por adicao a solucdo de clorpromazina. A concentragao
de acido amidosulfénico foi avaliada entre 7,0 e 21 g L, tendo sido adicionada a
uma solucao de clorpromazina 2,11 mmol L. Para tal, injectou-se no sistema de
fluxo uma solucdo contendo 25 pg L™ de bromato e 500 pg L™ de nitrito. Observou-se
a eliminacao do ido nitrito quando foi utilizada a concentracao mais elevada
(21 g L"). Utilizando estas condicdes experimentais, foram realizados ensaios de
recuperacao utilizando solucdes padrdo de bromato contendo 500 pg L' em ido
nitrito. Os resultados obtidos (tabela 3.11) indicam que foi possivel eliminar a

interferéncia, tendo-se obtido boas percentagens de recuperacao (94 - 98%).

Tabela 3.11. Resultados obtidos nos ensaios de recuperacao com solucdes padrao contendo

500 pg L' de nitrito, recorrendo a eliminagao em linha do interferente em causa.

Concentracao em bromato / pg L™

Adicionado Obtido Recuperacéo / %
0 <LD
25 <LQ (22 +2)
100 94+2 94+ 2
250 245+ 3 98 +2
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3.2.3. Eliminagao simultanea das interferéncias

Inicialmente, procedeu-se ao tratamento das amostras previamente a introdugéo no
sistema, por adicao de solucdes de sulfito e acido amidosulfénico de modo a originar
uma concentracdo final na amostra de 10,0 e 400 mg L™, respectivamente. Foram
utilizadas amostras de agua da torneira, as quais também se adicionaram diferentes
teores de bromato. Apos processamento no sistema de fluxo, foram obtidos sinais
abaixo do limite de deteccao para a agua da torneira, mas também para os ensaios
em que foi adicionado 25 e 100 pg L' de bromato. Para o ensaio em que foi
adicionado 250 pg L', a concentracdo encontrada foi de 41 + 2 pg LY,
correspondendo a uma percentagem de recuperacao de aproximadamente 16%. Estes
resultados indicam que, nas condicbes ensaiadas, nao é possivel eliminar os dois
interferentes simultaneamente previamente a introducao da amostra no sistema,

sem interferir na determinacao do aniao bromato.

Com base nos resultados obtidos nas experiéncias anteriores para eliminagao
individual de cada um dos interferentes em linha, foi inicialmente testada a inclusao
simultinea de sulfito e acido amidosulfénico na solucao de clorpromazina, em
concentracdes de 2,0 e 21 g L™, respectivamente. Apos o estabelecimento de uma
curva de calibracdo com padrées de bromato contendo concentragdes entre 25 e 750
g L', verificou-se uma diminuicdo do intervalo de resposta linear, bem como a
obtencdo de um valor de sensibilidade significativamente inferior, correspondente a
cerca de 17% do valor obtido anteriormente. Esta ocorréncia pode ter como
explicacao os resultados obtidos na seccdo 3.1.1.3, os quais permitiram concluir que
era necessario que a adicdo de acido ocorresse apos a mistura do bromato com a

clorpromazina, para a obtencdo de uma elevada sensibilidade. Ao adicionar acido
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amidosulfonico juntamente com a clorpromazina, a amostra reage com a
clorpromazina e é simultaneamente acidificada, sendo esta a causa provavel da

diminuicao significativa da sensibilidade.

Desta forma, o acido amidosulfénico foi adicionado a solugdo de HCL 7,0 mol L™, num
teor de 10,5 g L', enquanto que o anido sulfito foi adicionado a solugdo de
clorpromazina, nas concentracdes descritas na experiéncia anterior. Usando estas
solucdes, foram efectuados ensaios de recuperacao em agua da torneira (tabela 3.12)
e para verificacdo da eliminacao dos trés interferentes em solugbes padrao (tabela
3.13). Conforme indicado, foram obtidas percentagens de recuperagao entre 89 e
96%, indicando que os interferentes em causa sao eliminados com sucesso, sem

prejuizo para a determinagao do bromato.

Tabela 3.12. Resultados obtidos nos ensaios de recuperagdo em agua da torneira, eliminando

em linha as interferéncias causadas pelos ides nitrito, hipoclorito e clorito.

Concentracdo em bromato / pg L™

Adicionado Obtido Recuperacao / %
0 <LD
25 <1lQ (21 +2)
100 93+2 93 +3
250 240+ 2 96 + 1
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Tabela 3.13. Resultados obtidos nos ensaios de recuperagao efectuados com solugdo padrao
de bromato, contendo nitrito (500 pg L), hipoclorito (2,00 mg L") e clorito (3,00 mg L),

com eliminagao em linha das interferéncias.

Concentracao em bromato / pg L™

Adicionado Obtido Recuperacao / %
0 <LD
25 2412 96 + 3
100 89+3 89+3
250 237 +3 95 + 1

Utilizando estas ultimas condices, o sistema foi avaliado em termos de
sensibilidade, limite de deteccdo e limite de quantificagdo, através do
estabelecimento de uma curva de calibracao com solugdes padrao de bromato
contendo concentracdes num intervalo compreendido entre 25 e 750 pg L' A
metodologia desenvolvida proporcionou a obtengao de um valor de sensibilidade
correspondente a 0,471 UA mg' L, tendo-se obtido limites de deteccao e de

quantificacdo de 7 ug L e 24 pg L' de bromato, respectivamente.

A precisdo da metodologia foi avaliada através do desvio padréo relativo (DPR) de um
conjunto de dez injecgbes de duas solugdes padrao contendo 100 e 250 pg L' de
bromato. Obtiveram-se desvios padrao relativos de 1,6 e 1,5% para as solugbes de

100 e 250 pg L' de bromato, respectivamente.
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Neste trabalho, desenvolveu-se, pela primeira vez, uma metodologia de analise por
injeccdo em fluxo baseada em multi-seringa para a determinacao de bromato em
aguas. Este sistema possibilitou a determinagdo do ido bromato, num intervalo de
concentracées compreendido entre 25 e 750 ug L', com boa repetibilidade indicada
pela obtencdo de valores de desvios padrao relativos inferiores a 1,6%, tendo-se
obtido limites de detecgdo e de quantificacao correspondentes a 7 pg L'e 24 pg L’

de bromato, respectivamente.

Tendo em consideracdao o valor paramétrico actual de 25 pg L' relativo ao iao

bromato em aguas para consumo humano, imposto pela legislagao portuguesa em

2001, conclui-se que o método desenvolvido constitui uma ferramenta eficaz no

rastreio deste ido, uma vez que permite a quantificagdo do mesmo em concentragoes
superiores a 24 pg L'. Além disso, a metodologia proposta apresenta elevada
simplicidade e custo reduzido quando comparada com espectrometria de massa com
plasma de acoplamento indutivo ou com métodos cromatograficos baseados em troca
iénica. No entanto, o recurso a estas técnicas torna-se conveniente como forma de
validacdo, devido ao facto de o valor paramétrico de bromato em aguas para
consumo humano ser préximo do limite de quantificagdo proporcionado pela

metodologia desenvolvida.

Um dos objectivos do trabalho focou-se na avaliagdo de diferentes compostos da
familia das fenotiazinas. As principais caracteristicas analiticas obtidas, para as

fenotiazinas utilizadas no sistema de fluxo encontram-se resumidas na tabela 4.1.

A utilizacio da clorpromazina apresenta maiores vantagens analiticas, uma vez que
proporciona um menor limite de deteccdo, permitindo a analise de amostras

contendo concentracées mais baixas de bromato. Além disso, a utilizacao desta
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fenotiazina proporcionou a obtencdo de maior sensibilidade, tendo-se obtido cerca

de 68% deste valor para as restantes fenotiazinas.

Por outro lado, o estudo dos interferentes, indicado no capitulo anterior, revelou que
a trifluoperazina apresenta maior tolerancia a interferéncias provocadas pelos ioes
nitrito, hipoclorito e clorito. Em termos econoémicos, a determinagao do iao bromato

utilizando a tioridazina revelou ser menos dispendiosa.

Tabela 4.1. Caracteristicas analiticas da metodologia de fluxo desenvolvida, obtidas para as

trés fenotiazinas usadas no sistema de fluxo, sem eliminagéo dos interferentes.

Clorpromazina Trifluoperazina Tioridazina
Declive / UAmg™' L 0,518 + 0,003 0,346 + 0,002 0,351 + 0,002
Ordenada na origem / UA 0,001 + 0,001 0,002 + 0,001 0,002 + 0,001
Limite de deteccdo / pg L™ 8 10 10
Limite de quantificagdo / pg L 27 33 32
uantidade de HCl por

@ P 14 12 12
determinagao / mmol :
Quantidade de fenotiazina por

_ 750 500 500
determinacao / pg
Custo por 100 determinagoes / € 1,5 0,95 0,88

Comparativamente a trabalhos anteriormente desenvolvidos que visam a mesma
determinacdo, o sistema a que se reporta esta dissertacao apresenta a vantagem
inovadora de incorporar a eliminagdo de interferentes em linha, dispensando
processos de pré-tratamento da amostra. O acido amidosulfonico, adicionado a

solucdo de acido cloridrico, permite a eliminagcao da interferéncia do iao nitrito
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enquanto que o sulfito, misturado com a solucdo de clorpromazina, possibilita a

eliminacao da interferéncia dos ides hipoclorito e clorito. As caracteristicas analiticas

do sistema estao resumidas na tabela 4.2.

Tabela 4.2. Caracteristicas analiticas da metodologia de fluxo desenvolvida, com eliminagao

em linha dos interferentes.

Sensibilidade / UA mg' L 0,471 + 0,002
Ordenada na origem / UA 0,0004 + 0,0008
Limite de detecgao / pg L _ 7

Limite de quantificagdo / pg L™ 24
Intervalo de concentracdes / pg L™ 25 - 750
DPR / % (n=10) <1,6

A metodologia desenvolvida foi comparada com métodos descritos na literatura que
recorrem a mesma reaccdo, tendo-se seleccionado para comparagao uma
metodologia de andlise discreta (Farrell et al., 1995), e uma outra baseada em
analise por injeccao em fluxo (Gordon et al., 1994). As principais caracteristicas dos
diferentes métodos sao apresentadas na tabela 4.3. As quantidades de reagentes e

volume de efluente sao relativos a uma determinagao.

Através dos dados da tabela 4.3, verifica-se que a metodologia proposta consegue
uma reducéo das quantidades de acido cloridrico e de clorpromazina utilizadas cerca
7 e 5 vezes, respectivamente, quando comparada com o método discreto. Quando a

comparacao é efectuada com a metodologia FIA, verifica-se que o consumo de acido
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cloridrico é 1,3 vezes superior, sendo o consumo de clorpromazina cerca de 4 vezes

superior, utilizando o método proposto.

Tabela 4.3. Comparagdo das principais caracteristicas do sistema proposto com outros

métodos que utilizam a mesma reaccao.

Referéncia

Sistema Gordon et al., Farrell et al.,

proposto 1994 1995
Quantidade de HCl / mmol 14 10,5 96
Quantidade de clorpromazina / ug 750 200 3626
Volume de efluente gerado / mL 11 8,5 50
Ritmo de determinacao / h™ 35 24 12

No que respeita ao volume de efluente gerado, os valores demonstram que a
metodologia desenvolvida apresenta uma producdo de residuos cerca de 5 vezes
menor quando comparada com a metodologia discreta. Utilizando como termo de
comparacdo a metodologia de andlise por injeccdo em fluxo, verifica-se que o

sistema proposto produz uma quantidade de efluente cerca de 1,3 vezes superior.

Outro aspecto importante resulta do facto da metodologia desenvolvida permitir a
realizacio de 35 determinacdes por hora, valor esse consideravelmente superior ao
obtido nos outros dois métodos, o que constitui uma mais valia para a sua aplicagao

em analises de rotina.

O sistema proposto demonstrou robustez, simplicidade e exactidao, além de estar

adaptado ao conceito de “Quimica Verde”, justificado pela utilizacdo de baixas
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quantidades de reagentes, e reducao do volume de efluente gerado. Estes factores
contribuem para a diminuicdo dos custos operacionais associados a analise
propriamente dita, bem como os relacionados com o tratamento dos efluentes

gerados.

As montagens MSFIA estdao geralmente associadas a elevada versatilidade,
nomeadamente através da sua adaptacao a diversas determinagdes apenas por
alteracao dos reagentes utilizados nas seringas e dos parametros do sistema
controlaveis por processador. Este facto permite antever a possibilidade de
alargamento do intervalo de aplicabilidade do sistema desenvolvido a determinagao
de bromato. Para tal, sera desejavel a introducdo de uma coluna de pré-
concentracido de forma a permitir a retencao do analito, que sera posteriormente
processado no sistema com configuracao semelhante a proposta. Esta estratégia
podera proporcionar a diminuicao do limite de detec¢do e o aumento da
sensibilidade do método de forma a atingir o valor paramétrico a vigorar a partir de

2008 (10 ug L™).
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