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SISTEMA EM LINHA FECHADO EMPREGANDO RADIACAO ULTRAVIOLETA
E PEROXIDO DE HIDROGENIO 70% PARA TRATAMENTO DE
MEDICAMENTOS COMO ETAPA PREVIA A DETERMINACAO DE MANGANES
Autor: Helan Carlos Silva Oliveira

Orientador: Prof. Dr. Valfredo Azevedo Lemos.
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RESUMO
Neste trabalho, foi desenvolvido um sistema fechado para a decomposicédo de
fitoterapicos comercializados na cidade de Jequié-BA, visando a determinacgéo de
manganés (Mn) por espectrometria de absor¢cao atdbmica com chama (FAAS). O
sistema digestor € composto por um tubo de teflon com um comprimento de 3,5m
e 0,8mm de diametro, que é enrolado em torno de uma lampada UV de 8W e 30
cm de comprimento. A lampada foi instalada em uma caixa de madeira de 50 cm
de comprimento, 29 cm de altura e 29 cm de largura. Durante a etapa de
digestdo, uma bomba peristéltica € empregada para impulsionar 5,0 mL da
amostra de fitoterapico na presenca de 2,0 mL de peroxido de hidrogénio 70% por
meio de tubos de teflon a uma taxa de fluxo de 1mL mint por 45 min. Em um
segundo momento, a amostra foi encaminhada para a etapa de pré-concentragéao.
O sistema de pré-concentracao é constituido por duas bombas peristalticas, uma
valvula manual de seis vias e duas posi¢cdes, uma minicoluna recheada com
algodéo e tubos de teflon e silicone. O metal extraido foi determinado por FAAS.
Os parametros que influenciam a extracdo do Mn(ll) foram otimizados utilizando-
se 0 método univariado. Sob condi¢fes otimizadas, o método apresentou limite de
deteccdo de 1,0 pg L7, limite de quantificacdo de 3,2 pg L%, fator de
enriguecimento de 22, indice de consumo de 0,45mL min™ e precisdo expressa
pelo desvio padréo relativo (RSD%) de 2,33%. A exatiddo do método foi avaliada
através do método de adicdo de padrdo e recuperacdo do analito. O sistema foi
empregado para digestdo e determinacdo do manganés em duas amostras de

fitoterapicos. O teor de Mn(ll) variou de 44,40 a 58,95 pgL™".

Palavras-chave: Radiacdo UV, FAAS, peroxido de hidrogénio 70%, manganés,

pré-concentracao.
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ABSTRACT

In this work, a closed system was developed for the decomposition of
phytotherapics marketed in the city of Jequié-BA, aiming at the determination of
manganese (Mn) by flame atomic absorption spectrometry (FAAS). The digester
system consists of a teflon tube with a length of 3.5m and 0.8mm in diameter,
which is wrapped around the lathe of a UV lamp of 8W and 30cm in length. The
letter is presented in a wooden box 50 cm long, 29 cm high and 29 cm wide, fully
painted black inside. During a digestion step, a peristaltic pump is used to boost
5.0 mL of phytotherapeutic acid sample in the presence of 2.0 mL of 70%
hydrogen peroxide by means of a Teflon tube flow rate of 1 mL mint for 45 min.
In a second moment, a sample is sent to a preconcentration stage. The pre-
assembly system consists of two peristaltic pumps, a six-way two-way manual
valve, a mini-column stuffed with cotton and teflon and silicone tubes. The
extracted metal was determined by FAAS. The parameters that influence the
extraction of Mn(ll) were optimized using the univariate method. Under optimized
conditions, the method had a detection limit of 1.0 ug L, a quantification limit of
3.2 ug L%, enrichment factor of 22, a consumption index of 0.45 ml min* and
expressed precision by the relative standard deviation (RSD%) of 2.33%. The
accuracy of the method was evaluated through the method of addition and
recovery of the analyte. The system was used for digestion and determination of

manganese in two herbal samples. The Mn(ll) content ranged from 44.40 to 58.95

ugL

Key words: UV radiation, FAAS, hydrogen peroxide 70%, manganese,

preconcentration.
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1 Introducéo

A utilizacdo das plantas medicinais pelo homem € quase tdo antiga quanto
a propria humanidade, utilizando-a como um dos primeiros recursos alternativos
de tratamento ndo convencional para o cuidado da saude dos individuos e de
suas familias [1]. Ainda hoje 0 uso de plantas medicinais € o Unico recurso
terapéutico de diversas comunidades em pequenas e grandes regides brasileiras,
sendo elas cultivadas em quintais, comercializadas em feiras livres e mercados
populares [2, 3].

Com os avangos ocorridos na area cientifica, o desenvolvimento de
fitoterapicos reconhecidamente seguros e eficazes, a comprovacgéo cientifica dos
beneficios e da acdo terapéutica de certas plantas, tem aumentado
significativamente a procura por terapias alternativas com o uso de plantas
medicinais [4]. E como consequéncia da grande difusdo e da utilizagcdo das
plantas medicinais, as industrias vém produzindo produtos a base de espécies
vegetais, de diversas formas farmacéuticas que tém sido comercializados em
farmacias, supermercados e casas de produtos naturais.

O amargo é um composto liquido feito com extrato de plantas medicinais.
Vendido com o slogan “O cha da familia brasileira”, o cha amargo € um produto
com ervas naturais a base de carqueja (Baccharis genistelloides), camomila
(Matricaria recutita), cha verde (Camelia sinensis) e hortela pimenta (Mentha
Piperita L). Seu uso € indicado principalmente para os que sofrem de problemas
digestivos [5].

E bem conhecido que os vegetais podem absorver metais do solo, bem
como da atmosfera pelo pé depositado nas suas superficies [6]. Dentre estes
metais, destacamos o manganés Mn(ll) cuja importancia cresce a cada dia em
todo o mundo. O funcionamento do Mn(ll) no organismo ocorre através de um
mecanismo eficaz que mantém os niveis deste metal em concentracdes ideais.
Ele age como ativador essencial em uma série de reacfes metabdlicas
catalisadas por enzimas, que integra o sistema de defesa do organismo contra
radicais livres sendo muito importante para reproducdo e o crescimento. Também
associado a formacao de tecido conjuntivo e 6sseo além de ajudar a expulsar os

radicais livres que promovem o envelhecimento [7,8]. No entanto, altas
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concentracbes no organismo podem acarretar prejuizos ao Sistema Nervoso
Central (SNC), uma vez que, possui um potencial neurotéxico. O excesso de
Mn(ll) no organismo tem sido associado a prejuizos neuropsicolégicos em
criangas e adultos [9-11]. A farmacopeia brasileira estabelece o limite maximo de
250 pg gt de Mn(ll) em chéas [12]. Assim, o monitoramento dos niveis deste
metal nestas matrizes é extremamente importante a fim de auxiliar no controle de
gualidade no que se refere a protecdo dos consumidores para 0s riscos de
contaminacao.

Dentro do protocolo analitico, € de fundamental importancia o analista levar
em consideragdo um conjunto de etapas denominado sequéncia analitica, que o
direcionam na obtencdo dos resultados requeridos. Estas etapas sdo: Definicdo
do problema, escolha do método, amostragem, preparacdo da amostra, medida
do analito, avaliacdo e acdo a ser tomada a partir dos resultados obtidos. Dentre
todas essas etapas, a de preparo de amostras € a mais critica, onde, de modo
geral, se cometem os maiores erros (Cerca de 30% do valor total) e se consome
mais tempo (61% do tempo total), aumentando os custos da analise [13-16].

A etapa de preparo de amostras constitui um conjunto de procedimentos
necessarios pela transformacdo do analito de interesse, que se encontra
inicialmente ligado a matriz, em uma forma inorganica mais simples e disponivel,
presente em uma solucdo homogénea com um minimo de interferentes [17]. A
analise elementar da maioria das matrizes complexas, como no caso de
fitoterapicos, frequentemente requer uma etapa de solubilizagdo/decomposicéo
total ou parcial da amostra antes da andlise instrumental. Para este propésito, a
amostra é convencionalmente tratada por meio de técnicas de digestdo acida em
placas de aqguecimento, ou por meio de técnicas de reducdo a cinzas [18]. Tais
técnicas de decomposicao de amostras apresentam uma série de inconvenientes,
como elevado tempo gasto para o tratamento da amostra, necessidade de
grandes volumes de reagentes, grande risco de contaminagdo e perdas de
analitos volateis. [16, 19, 20].

Neste sentido, existe uma constante busca pelo desenvolvimento de
metodologias de preparacdo de amostras que apresentem simplicidade, rapidez,
utilizem pequenos volumes de reagentes, permitam o tratamento de grande

namero de amostras, além de proporcionarem resultados precisos e exatos.
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Dentro deste cenéario, a foto-oxidacdo usando radiacdo ultravioleta, vém
recebendo crescente interesse por parte da comunidade cientifica como
alternativa as metodologias convencionais.

A irradiacdo da amostra por ondas eletromagnéticas da regido do
ultravioleta pode ser util para a decomposicdo de interferentes, como a matéria
organica. A mineralizagdo usando irradiacdo UV pode representar uma alternativa
efetiva em muitas situagdes, oferecendo algumas vantagens quando comparada
aos procedimentos convencionais de decomposicdo de amostras, que sdo: a
eliminacdo ou reducdo de perdas de analitos volateis; o menor risco de
contaminacdo da amostra, além de que, requer o uso de menores quantidades de
reagentes e elimina, em muitos casos, a necessidade do uso de reagentes
altamente corrosivos. Dessa forma, demonstra-se que, as condicfes para a
mineralizacdo da amostra sdo mais brandas, possibilitando, por exemplo, que o
processo seja conduzido a baixas temperaturas e, em condi¢des de pH com meio
neutro ou basico, tornando-se Util quando a etapa de digestdo é seguida por
procedimentos de extracdo e/ou pré-concentracdo. Somado a isso, também
existe a possibilidade do desenvolvimento de sistemas de irradiacdo em fluxo
mecanizados ou automatizados, onde a facilidade de sua integragcdo em sistemas
de fluxo tem impulsionado o desenvolvimento de sistemas integrados para a
analise de amostras[18, 21, 22].

O uso da radiacao ultravioleta(UV) com a combinacdo do peroxido de
hidrogénio (H202) estabelece um processo de oxidagcdo avancada que gera
radicais hidroxilas (- OH), estes radicais tem sido usados em procedimentos de
decomposicdo de compostos organicos em aberturas de amostras. Esse método
de preparo de amostra ja foi aplicado para a digestdo de alimentos, matrizes
ambientais e biolégicas [23-25]. Neste contexto, Almeida e Vasconcelos et al,
desenvolveu um procedimento em batelada utilizando 30% de H20: e radiagéo
UV durante um hora para digestdo e determinacdo de varios elementos em
amostras de vinho por espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS)[26]. Além disso, Raineldes et al, desenvolveu um sistema em
linha fechado para digestdo de amostras usando peréxido de hidrogénio 70% e
radiacdo UV para determinacdo de chumbo em vinhos por espectrometria de

absorcdo atdbmica com chama [27]. E de importancia destacar que o peroxido de
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hidrogénio 30% €& um dos reagentes mais empregados em procedimentos de
preparacdo de amostras. No entanto, o perdxido de hidrogénio 70% foi
recentemente produzido e teve aplicacao limitada em quimica.

Normalmente, amostras de plantas medicinais encontram-se na forma
sélida, sendo que, comumente, no pré-tratamento das amostras sdo empregados
trés estagios antes de se proceder as analises por técnicas espectroanaliticas:
moagem, secagem e dissolugdo. Existem poucas técnicas que permitem a
analise direta da amostra sem nenhuma preparacao prévia, tais como analise por
ativacdo neutrbnica, termogravimetria, espectrometria de flurescéncia de raios-X,
ablacdo com laser, espectrometria de absor¢cdo atdmica com forno de grafite,
dentre outras. No entanto, tais técnicas sdo relativamente caras, e ndo se
encontram tdo disponiveis quanto a espectrometria de absorcdo atdmica com
chama [28].

A espectrometria de absor¢do atbmica com chama (FAAS) € uma técnica
simples e de baixo custo relativo quando comparada com as demais. Devido a
isto, é mais frequentemente utilizada por laboratérios de analises rotineiras. Uma
desvantagem destas técnicas é a sua baixa sensibilidade. Uma alternativa seria,
portanto, uma etapa de pré-concentracdo do analito. Os métodos analiticos de
pré-concentracdo baseiam-se em alguns fendmenos, como a precipitacao,
evaporacao, extracao liquido-liquido e extracdo em fase solida (SPE) [29-31].

A extracdo em fase solida tem sido a técnica mais comumente empregada
em muitas areas da quimica, incluindo meio ambiente, farmacéutica, clinica,
alimentos e industrias [32], pois apresenta inidmeras vantagens tais como:
flexibilidade, baixo custo devido ao menor consumo de reagentes, auséncia de
emulsdes, rapidez, simplicidade e é de facil automacdo. Atualmente um ndamero
grande de sorventes sdo disponiveis comercialmente para o preenchimento de
um minicoluna. Em geral, os materiais de recheio empregados para SPE,
destacam-se o carvéo ativado, silica, resinas poliméricas, espumas de poliuretano
e adsorventes naturais [33].

Diante disso, neste trabalho foi desenvolvida uma associacdo entre o
método de digestdo utilizando radiacdo UV e peroxido de hidrogénio a 70% e um
sistema em linha de extracdo em fase sélida com deteccdo espectrométrica para

dosagem de manganés em amostras de cha amargo.
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2 Experimental
2.1 Instrumentacéo

Um Espectrdmetro de absorcdo atbmica com chama ar/acetileno Perkin
Elmer, (Norwalk, CT, EUA), modelo AAnalyst 200, foi utilizado na deteccdo de
manganés. Uma lampada de catodo oco (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, EUA) de
manganés, foi utilizada como fonte de radiacdo e as condi¢bes operacionais

foram sugeridas pelo fabricante estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 Pardmetros do espectrédmetro utilizado na determinacdo de manganés.

Parametro Valor
Comprimento de onda (hm) 279,45
Largura da fenda (nm) 0,7
Corrente da lampada (mA) 4,0
Altura do queimador (mm) 13,5
Vazao de fluxo do gas acetileno(L mint) 2,5
Vazao de fluxo do ar (L min?) 10,0
Vaz&o de aspiragdo da solugdo (mL mint) 5,0

Utilizou-se o medidor de pH Quimis Q400AS (Diadema, Brasil), balanca
analitica SARTORIUS (modelo BL D105), agitador magnético com aguecimento
(Fisatom, 752 A); sistema para purificacdo de agua (QUIMIS, Sdo Paulo, Brasil),
micropipetas (Transferpette Digital - Brand, RB704174, RB704178; Sealpette, ER
33832; Kacil S); ponteiras (Brand, 18170, 18266, 702533). Além disso, vidraria
convencional, mantida em solugdo de HNOs a 10% v v! durante 24h para
descontaminacao e enxaguadas com agua deionizada. Duas bombas peristéltica
(Watson Marlow, modelo 120S e CCM6DS-K) equipados com tubos de Tygon de
varios diametros e tubos capilares de Teflon ou polietileno foram usadas para
propulsionar todas as solu¢des durante a etapa de pré-concentracao.

2.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solu¢gdes foram
preparadas com agua ultrapura, proveniente de um purificador ELGA (Modelo
Classic UF MK2 - resistividade de 18,2 mQ. cm) apds prévia destilacdo e
deionizacdo. Nos experimentos foram utilizados os seguintes reagentes: acido
nitrico 65% (v v!) (Merck), acido cloridrico 37% (v v') (Merck), acido sulfirico
98% (v v1) (Merck), hidroxido de sédio (F. Maia), hidroxido de amonia (F. Maia),
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borato de sodio (Vetec), acetato de sdédio (Vetec) , 1-(2-tiazolilazo)-2- Naftol(TAN)
(Merck) e etanol (Synth)

As solucbes de trabalho de manganés foram preparadas, diluindo-se uma
solucdo estoque de 1000 pg mL?' (Fluka, Analytical). O pH das solucdes de
manganés foi ajustado com solu¢Bes-tampédo acetato de sodio/acido acético (pH
5,0 a 6,0), borato de sddio/acido cloridrico (pH 7,0 a 8,5), amoniacal/hidroxido de
amoénio (pH 9,0). Os reagentes dietilditiocarbamato (DDTC), Br-PADAP (2-(5-
bromo-2-piridilazo)5-dietilaminofenol), 1- (2-piridilazo)2-naftol (PAN), pirrolidina
ditiocarbamato de amonio (APDC), 4-(2-Pyridylazo)resorcinol (PAR) e 1-(2-
tiazolilazo)-2-naftol foram usados no procedimento de pré-concentracao.
2.3Construcao das minicolunas de algodéao

Para o preparo das minicolunas recheadas, foi adicionada uma quantidade
adequada de algoddo em um tubo de cloreto de polivinila (PVC) com 5,0 cm de
comprimento e 0,5 mm de diametro interno. A Figura 1 relaciona o tipo de coluna

usada no sistemas de pré-concentracdo em linha.

Figura 1. Tipos de coluna para preparacdo e pré-concentracdo em linha. (T) Tubo de tygon; (F)
Espuma plastica ou rede; (R) Recheio; (E) Tubo de teflon [34];

2.4 Descricédo e operacao do sistemaem linha

Os sistemas descritos a seguir foram empregados para digestdo da
amostra e pré-concentracdo do Mn(ll) com deteccdo por FAAS. Representacfes
esquematicas dos sistemas sdo apresentadas nas Figuras 2 e 3.

O sistema digestor é composto por um tubo de teflon com um comprimento
de 3,5m e 0,8mm de diametro, que € enrolado em torno de uma lampada UV de
8W e 30 cm de comprimento (Figura 2). A lampada é instalada em uma caixa de
madeira de 50 cm de comprimento, 29 cm de altura e 29 cm de largura,
totalmente pintada de preto por dentro. Durante a etapa de digestdao, uma bomba

peristaltica € empregada para impulsionar 5,0 mL da amostra do fitoterapico na
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presenca de 2,0 mL de perdxido de hidrogénio 70% por meio de tubos de teflon a
uma taxa de fluxo de 1mL mint por 45 min. Ap6s 45 minutos, com ajuda de uma
segunda bomba peristéltica, a amostra é encaminhada para a etapa de pré-
concentracdo. O sistema é constituido por duas bomba peristaltica, uma valvula
manual de seis vias e duas posi¢cdes (pré-concentracdo e eluicdo, conforme a
Figura 3), uma minicoluna recheada com algodéo e tubos de teflon e silicone. Nas
vias 2 e 5 da valvula estd conectada a minicoluna preenchida com uma
guantidade adequada de algoddo. Na via 6 encontra-se um tubo capilar ligado a
amostra. Na via 1 o depdsito de descarte. Na via 3, encontra-se um tubo capilar
submerso no eluente, solu¢do de HCI. O sistema de deteccao estd conectado por
um tubo capilar ligado a via 4. Inicialmente, a valvula foi acionada na posi¢éo de
pré-concentracdo. A bomba peristaltica € ligada e uma quantidade de 10,0 mL da
amostra é succionada e percola pela minicoluna. Na segunda etapa a valvula &
acionada para posigao de eluicdo. O eluente atravessa a minicoluna, liberando os
ions Mn (ll) retidos na minicoluna e transportando-os para o espectrdmetro de

absorcéo atbmica com chama.

Figura 2. Componentes do sistema de digestdo UV

Amostra
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Figura 3. Componentes do sistema de pré-concentragdo em fluxo utilizado para pré-concentragao

e determinagéo de manganés.

Minicoluna

Pré-concentracao

2.5 Condigdes iniciais do sistema em linha

Minicoluna

Eluicao

A otimizagao do sistema em linha foi realizada de acordo com as condigdes

descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Condi¢des do sistema em linha para pré-concentracdo e determinagcao de Mn (Il) por

FAAS.

Material sorvente Silica

Agente complexante PAN

pH 8,0

Tamanho da coluna 6,0 cm
Volume do complexante 50uL

Tempo de pré-concentracao 60 s

Tipo de eluente HCI
Concentracéo do eluente (HCI) 0,500 mol L*
Concentracdo do metal na amostra 100 ug L*
Vazao do eluente 11,6 mL mint
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2.6 Preparo das amostras

As amostras de fitoterdpico foram coletadas em farméacias e casas de
produtos naturais na cidade de Jequié, Bahia Brasil. Foram selecionadas dois
fitoterapicos as quais eram os mais comercializadas na cidade. Apoés a coleta,
foram transferidos separadamente 5,0 mL de cada uma das amostras para um
tudo de ensaio 50 mL. Ent&o, foram adicionados em cada um dos tubos 2,0mL de
peroxido de hidrogénio 70%. ApoOs os 45 minutos de digestdo, dentro do mesmo
tudo de ensaio foram adicionados quantidades suficientes de NaOH e HCI para
ajuste do pH e adicédo de 1,0 mL de solucéo-tampao borato de sédio pH 7,0. Em

seguida, o procedimento de pré-concentracdo proposto foi aplicado.

3 Resultados e discussao

3.1 Otimizacédo de variaveis

Uma solugdo de Mn (ll) a 100,0 pg L* foi utilizada nos estudos inicias de
otimizacao. Alguns parametros que influenciam a eficiéncia da extracdo do analito
pelo material sorvente foram otimizadas individualmente utilizando a metodologia
univariada, onde cada variavel € otimizada por vez fixando-se em um determinado
valor, e variando as outras variaveis envolvidas no processo. Foram estudadas o
material filtrante, agente complexante, pH, tamanho da coluna, volume do
complexante, tempo de pré-concentracdo, tipo de eluente, concentracdo do

analito da amostra, concentracdo do eluente e vazdo da amostra.

3.1.1 Estudo do material utilizado na minicoluna

Uma das etapas do sistema de pré-concentracdo requer uma minicoluna
recheada com um material filtrante. Foram realizados testes com trés materiais
diferentes: algoddo, silica e espuma de poliuretano. Dentre as varias
caracteristicas para a escolha do recheio da minicoluna, destaca-se a capacidade
de permitir a passagem do fluido, retendo as espécies de interesse, sem causar
um aumento significativo na pressdao do sistema em linha. Os resultados
apresentados na Figura 4 mostram que o algoddo apresentou uma melhor

resposta analitica. Além de ndo aumentar a pressao total do sistema é resistente
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a acidos diluidos, bases diluidas, reagentes orgéanicos, insolivel em &gua e
biodegradavel [35]. Entdo, este material, foi empregado em todos o0s

experimentos posteriores.

Figura 4. Estudo do material sorvente utilizado no preenchimento da minicoluna no sistema de
pré-concentragdo em linha. Agente complexante: PAN; pH da solucdo: 7,0; Tamanho da
minicoluna: 6,0 cm; Volume do complexante: 50uL; Tempo de pré-concentragdo: 60seg; Tipo de
eluente: HCI; Concentracdo do eluente: 0,500 mol LY; Concentragdo do Mn (ll): 100 pg LY, Vazéo
do eluente: 11,6 mL min™,

0,100

Algodéo Silica Espumade
poliuretano

Material filtrante

3.1.2 Influéncia do reagente quelante

Os agentes complexantes podem ser substancias organicas ciclicas ou
aciclicas contendo atomos como oxigénio, nitrogénio, enxofre, que possuem
elétrons livres, ou seja, pares eletronicos ndo compartilhados [36]. De acordo com
a posicao desses heteroatomos, obtém-se uma conformacéo (3) que apresenta
uma cavidade, permitindo a entrada de ions metélicos, resultando na formacéo do

complexo (3-M*").

Figura 5. Formagdo de um complexo ion-metalico [36]

M-H'I.
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A presenca de um agente quelante pode viabilizar a formacgéo de espécies
apolares do analito, que apresentam afinidade ao solvente, favorecendo a
extracdo. Foram avaliados seis tipos de complexante; dietilditiocarbamato
(DDTC), Br-PADAP (2-(5-bromo-2-piridilazo)5-dietilaminofenol), 1- (2-piridilazo)2-
naftol (PAN), pirrolidina ditiocarbamato de amobnio (APDC), 4-(2-
piridilazo)resorcinol (PAR) e 1-(2- tiazolilazo)-2-naftol (TAN). Os resultados s&o

apresentados na figura 6 e o reagente TAN foi escolhido com complexante.

Figura 6. Estudo do agente complexante na formagdo do complexo ion-metalico. Material filtrante:
Algodéo; pH da solugdo: 7,0; Tamanho da minicoluna: 6,0 cm; Volume do complexante: 50uL;
Tempo de pré-concentragéo: 60seg; Tipo de eluente: HCI; Concentracdo do eluente: 0,500 mol L;
Concentracdo do Mn(ll): 100 pg L*; Vaz&o do eluente:11,6 mL min,
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A Figura 7 mostra a estrutura sugerida para o complexo 1-(2-tiazolilazo)-2-
naftol(TAN) com Mn(ll) [39].

Figura 7. Estrutura sugerida para o complexo 1-(2-tiazolilazo)-2-naftol(TAN) com Mn(ll).

Mn/z\o

sy
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3.1.3 Estudo do pH

Uma das etapas determinantes em procedimentos de pré-concentracao,
principalmente no que diz respeito a reacdes que envolvam agentes
complexantes de metais, devido as suas propriedades acido-base, é o pH da fase
aquosa. As reagbes de formagdo de composto de coordenacdo entre ions
metalicos e o ligante TAN sdo extremamente dependente da variacdo da
concentracdo hidrogénionica do meio reacional [38]. Isto se deve a protonacao
em meio &cido do atomo de nitrogénio, e consequente, ionizagdo do hidrogénio
do grupo hidroxila em meio basico. A Figura 8 apresenta as diferentes estruturas

do TAN a medida que se varia o pH.

Figura 8. Representacdo dos equilibrios &cido-base envolvendo as formas do TAN 1-(2-
tiazolilazo)-2- Naftol [39]

pK (N"H) pK J(OH)=8,71

\>—N N P E\>—N N — E\>—N N

H, L*
Amarelo palido Amarelo Vermelho
I = 440 Nm Imax = 485 nm Imax = 535 nm
e =3,4x10* L cm™ mol* e =3,6x10*L cm™* mol? e=3,9x10* L cm™ mol™*

A eficiéncia do complexo na retencao e recuperacdo de ions manganés foi
verificada e determinou-se o meio mais adequado para a complexacao do metal e
a sua adsorcao na coluna. Os resultados foram obtidos a partir de solu¢des-
tampéao de acetato de sédio (pH 4,0 - 5,0), Borato de sodio (pH 6,0 - 7,0 - 7,5 -
8,0) e amoniacal (pH 9,0 ) variando o pH em uma faixa entre 4,0 - 9,0. O maior
sinal analitico de Mn (ll) ocorreu a pH 7,0, como ilustra a Figura 9. Em um pH
inferior ou superior a esse valor, a formagdo do complexo metalico diminui de
magnitude resultando em um sinal analitico menor. Desta forma, o pH 7,0 foi
empregado em todos 0s experimentos posteriores, pois viabilizou a maior

guantidade extraida do elemento em estudo.
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Figura 9. Estudo do pH na formacdo do complexo ion-metalico no sistema de pré-concentragao
em linha. Material filtrante: Algod&o; Agente complexante; TAN; Tamanho da minicoluna: 6,0 cm;
Volume do complexante: 50uL; Tempo de pré-concentracdo: 60seg; Tipo de eluente: HCI;
Concentracdo do eluente: 0,500 mol L; Concentragdo do Mn (ll): 100 ug L*; Vazdo do eluente:
11,6 mL min™,
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3.1.4 Tamanho da coluna

A quantidade da massa/tamanho da minicoluna preenchida pelo algodéo
para a filtragem das espécies extraidas e pré-concentradas pelo sistema proposto
também foi estudada. Trata-se de um importante estudo, pois minicolunas com
massas maiores que a necessaria para a retencao do analito aumenta a pressao
total nas linhas do sistema e, consequentemente, a ocorréncia de vazamentos,
tornando as analises dificeis de serem controladas e executadas [35, 40]. No
entanto, quando confeccionada minicolunas com massas menores que a
necessaria para a retencdo do analito, a pressdo deixa de ser uma variavel
problema, porém, observa-se um decréscimo significativo no sinal analitico. Isso
por que ndo hé fase sdlida suficiente para filtrar as espécies microextraida. Outro
possivel problema é o aumento da velocidade da passagem da fase rica através
da minicoluna [35]. A Figura 10 ilustra o comportamento do sinal analitico com a

variacdo do tamanho da minicoluna e, consequentemente, sua massa.
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Figura 10. Estudo do comprimento da minicoluna no sistema de pré-concentracdo em linha.
Material filtrante: Algod&o; Agente complexante; PAN; pH da solucdo: 7,0; Volume do
complexante: 50pL; Tempo de pré-concentracdo: 60seg; Tipo de eluente: HCI; Concentragdo do
eluente: 0,500 mol L; Concentragdo do Mn (ll): 100 pg L?; Vazéo do eluente: 11,6 mL min™.
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Analisando o grafico observa-se que ocorreu um aumento da resposta
analitica quando foram utilizadas minicolunas recheadas com algodao, numa faixa
de comprimento entre 1,0 a 5,0 cm. Acima de 5,0 cm a filtragem da fase rica
atinge o limite. A utilizacdo de minicolunas com comprimento igual ou maior que 6
cm implica no aumento da pressdo no sistema e logo observou-se vazamentos,
consequentemente, uma diminuicdo do sinal analitico. O comprimento de
minicoluna recheada utilizado para a determinacdo de manganés utilizando o

sistema proposto foi de 5,0 cm.

3.1.5 Estudo do volume do reagente complexante

O efeito do volume de TAN também foi avaliado, tendo a finalidade de
determinar a minima concentracdo de reagentes em que a absorvancia seria
maxima. Os resultados sdo apresentados na Figura 11. Os resultados
apresentados permitem observar que a intensidade do sinal analitico aumenta
com o aumento do volume do complexante. Para estudos posteriores, foram
adotados 150 pL de TAN, pois acima deste valor ocorre um consumo
desnecessario de reagente, visto que a variagdo do sinal analitico ndo é

significativa.
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Figura 11. Estudo do efeito do volume do reagente complexante. Material filtrante: Algodéo;
Agente complexante; TAN; pH da solugéo: 7,0; Tamanho da minicoluna: 5,0 cm; Tempo de pré-
concentracdo: 60seg; Tipo de eluente: HCI; Concentragéo do eluente: 0,500 mol L*; Concentracdo
do Mn (11): 100 pg LY; Vazéo do eluente: 11,6 mL min™,
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3.1.6 Tempo de pré-concentracéo

No processo de andlise de um método analitico, o fator tempo deve ser
uma caracteristica determinante. Este fator tornara viaveis analises de rotina que
exijam rapidez na geracdo de resultados de forma segura [41]. No entanto, deve
haver uma relacéo entre a velocidade analitica e os parametros de desempenho

do método.

Figura 12. Estudo do tempo de pré-concentragdo sobre o sinal analitico de absorvancia do
manganés. Material filtrante: Algodao; Agente complexante; TAN; pH da solucéo: 7,0; Tamanho da
minicoluna: 5,0 cm; Volume do complexante: 150uL; Tipo de eluente: HCI; Concentracdo do
eluente: 0,500 mol L*; Concentragdo do Mn (ll): 100 ug L%; Vazéo do eluente: 11,6mL min™.
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Observando-se a Figura 12, percebe-se que, para a coluna preenchida
com algoddo, o sinal analitico varia linearmente com o periodo de pré-
concentracdo, no intervalo de 30 a 240 segundos. A capacidade da coluna,
nessas condicdes de valores menores, ndo € alcancada até o periodo de 240
segundos, fato este que pode ser explicado de maneira que menores quantidades
de Mn (ll) sdo injetadas na coluna e, provavelmente, a capacidade da mesma nao
€ suficiente para sorver tais quantidades, e ocorrem perdas, havendo diminuicdo
do sinal. No entanto, por considera-se o tempo demasiadamente grande para um
periodo de pré-concentracdo, optando-se nos experimentos seguintes um tempo
de 180 segundos para pré-concentracdo, pois permite a obtencdo de um sinal
considerado satisfatorio em relacdo ao obtido com 240 segundos.

3.1.7 Estudo do tipo de Eluente

O tipo de eluente é um fator importante no sinal analitico do analito. Em
sistemas que utilizam extracdo em fase sélida, o eluente é utilizado para
dessorcao do analito e, também, para transporta-lo para a deteccéo. Solucdes a
0,50 mol L dos &cidos cloridrico, sulfdrico e nitrico foram testadas como eluente.
Os resultados apresentados na Figura 13 permitem observar que a solugcéo de
acido cloridrico promoveu o maior sinal analitico. As solu¢cbes dos acidos nitricos
e sulfurico ndo proporcionaram resultados satisfatérios quanto o acido cloridrico.
Desta forma, a solucdo de acido cloridrico foi utilizada nos experimentos

posteriores.

Figura 13. Estudo do tipo de eluente para dessorcdo do Mn(ll). Material filtrante: Material filtrante:
Algodao; Agente complexante; TAN; pH da solu¢éo: 7,0; Tamanho da minicoluna: 5,0 cm; Volume
do complexante: 150uL; Tempo de pré-concentracdo: 180seg; Concentracdo do eluente: 0,500
mol L%; Concentragdo do Mn (lI): 100 ug L, Vazéo do eluente: 11,6mL min™.
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3.1.8 Estudo da concentracdo do eluente

Baseando-se no estudo 3.1.7, em que o acido cloridrico foi determinado
como melhor eluente, utilizou-se solu¢des de concentracdes pré-definidas de
0,01; 0,05; 0,1; 0,50; 0,75; e 1,00 mol L para avaliar qual a melhor concentracédo
para a dessor¢do dos ions. A Figura 14 apresenta as diferentes concentracfes de
acido cloridrico utilizadas na eluicéo do sistema proposto, permite observar que, o
sinal € maximo para concentragées de acido de 0,10 mol L1. Abaixo desse valor,
h& um decréscimo no sinal de absorvancia, pois a concentracdo de acido néao é
suficiente para baixar totalmente o pH do meio, e, entdo, retira uma quantidade
menor do analito da minicoluna. Também ha uma suave diminuicdo na
absorvancia para concentra¢gées de acido acima de 0,01 mol L, provavelmente,
devido ao aumento da acidez residual na minicoluna, pois a minicoluna ficando
em um pH demasiadamente &cido faz com que na etapa de pré-concentragdo o
meio ndo consiga atingir um pH ideal (pH 7,00) e consequentemente 0s ions
manganés contidos na amostra ndo conseguem se complexar ao TAN, passando
direto para o descarte. Nos experimentos posteriores, foram utilizadas solugdes

de &cido cloridrico de concentragéo 0,10 mol L.

Figura 14. Estudo da concentracdo do eluente. Material filtrante: Material filtrante: Algodao;
Agente complexante; TAN; pH da solucdo: 7,0; Tamanho da minicoluna: 5,0 cm; Volume do
complexante: 150uL; Tempo de pré-concentracdo: 180seg; Tipo de eluente: HCI; Concentracao do
Mn (I1): 100 pg L%; Vazéo do eluente:11,6 mL min™.
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3.1.9 Vazado do eluente

A determinacdo do melhor valor de vazéo do eluente vai depender de quéo
fortemente os ions se encontram retidos no sorvente e do poder de dessorcdo do
proprio eluente.

De acordo com os resultados apresentado na Figura 15, a extragao
maxima ocorre no intervalo entre 7,1 e 14,5 mL minl. Variando-se a vazéo do
eluente no sistema estudado, verifica-se que, ha uma diminuigdo com os valores
mais altos de vazao, provavelmente, o eluente passa pela coluna tdo rapidamente
gue o tempo de contato entre este e a matriz ndo é suficiente para ocorrer a
dessorcdo completa do analito como observadas quando utilizados menores

valores de vazao.

Figura 15. Estudo da vazdo do eluente. Material filtrante: Material filtrante: Algodao; Agente
complexante; TAN; pH da solugdo: 7,0; Tamanho da minicoluna: 5,0 cm; Volume do complexante:
150uL; Tempo de pré-concentracédo: 120seg; Tipo de eluente: HCI; Concentracdo do Mn (ll): 100
ug L Concentracdo do eluente: 0,10 mol L.
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3.2 Estudo da seletividade de alguns ions

Outra variavel importante que influencia na sorcdo de ions metalicos por
materiais solidos empregados no preenchimento da minicoluna, € a presenca de
interferentes nas solugdes desses ions. Visando avaliar a seletividade do sistema
de pré-concentracdo em linha proposto, verificou-se a influéncia de alguns ions na
resposta do sistema em estudo na determinacdo de 25,0 ug L' de manganés. O
efeito de cada espécie foi considerado como interferéncia quando o sinal em
presenca do ion correspondente resultou em uma variagao significativa de £10% no

sinal analitico.
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Tabela 3. Estudo de alguns interferentes no sistema de pré-concentra¢do em linha proposto.

Concentragdao maxima (ug

Espécie LY Recuperacéo (%)
AP 250 92
ASZ 2500 101
ca 250 90
Co?" 100 93
COZ 10000 106
crer 2500 105
cuz 2500 90

= 10000 101
Feo 2500 99
e 250 103

K" 10000 100
MoZ* 5000 90
Na* 10000 104
NPz 250 91
NOs 10000 110
Ph2* 250 95
POS 10000 90
Se?r 2500 109
Zne 100 92

De acordo com a tabela 3, as espécies Co?* e Zn?* sdo aquelas que
interferem em menores concentracdes no sistema proposto. Entretanto, estas
guantidades de ions interferentes sado relativamente elevadas se comparado as
guantidades apresentadas por muitas amostras de fitoterapicos. As outras
espécies testadas, catidnicas ou anibnicas, ndo interferem em quantidades
apreciaveis. Pelos parametros de validacdo avaliados, verifica-se que o método
proposto apresenta sensibilidade, seletividade e precisdo adequadas para ser
empregado na determinacdo de manganés em fitoterapicos nas concentracdes

requeridas.

31



3.3 Caracteristicas analiticas

Apoés realizada a otimizacdo das variaveis que afetam o sistema proposto,
as caracteristicas analiticas do sistema foram calculadas. Uma curva analitica foi
construida através da adicao de solucdes de quantidades variadas de manganés
ao processo de pré-concentracdo. A equacdo da curva analitica correspondente
foi utilizada para o calculo de alguns parametros analiticos. Outra curva analitica
foi construida através da medida direta de manganés no espectrometro de
absorcdo atdbmica com chama, sem a execucdo do processo de pré-

concentracao.

3.3.1Linearidade

A linearidade de um procedimento analitico é a sua habilidade em fornecer
resultados linearmente correlacionados as concentracbes dentro de uma dada
faixa de aplicacdo [42]. Essa relagdo matematica, muitas vezes, pode ser
expressa como uma equacdo de reta chamada de curva analitica ou curva de
calibracdo. De acordo as curvas analiticas construidas com e sem pré-
concentracdo, o sistema de pré-concentracdo apresenta linearidade de 3,21 a
60 ug L*
3.3.2 Sensibilidade

A sensibilidade analitica é a mudanca na resposta do instrumento que
corresponde a uma mudanca na quantidade medida [43]. O limite de deteccéo
(LD) deve ser determinado dividindo o valor correspondente a 3,3 vezes 0 desvio
padrdo do sinal analitico do branco, obtido a partir de 10 medidas, pela inclinacao
da curva analitica. Para calcular o limite de quantificacdo (LQ), divide-se o valor
correspondente a 10 vezes o desvio padrdo do branco pela inclinagdo da curva
analitica. Os limites de deteccdo e quantificacdo do método proposto foram
calculados e séo, respectivamente, 1,06 ug L * e 3,21 ug L ! para um volume de

amostra de 50,0 mL.

3.3.3 Fator de enriquecimento
O fator de enriquecimento (FE) mede o aumento no sinal analitico
promovido pelo processo de pré-concentracdo. Uma das formas de calcular FE é

comparando-se os sinais analiticos obtidos com a pré-concentragdo e a medida
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direta no equipamento de detecgao [44]. Assim, FE foi calculado pelo quociente
entre os coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas pela pré-
concentracdo e com a medida direta, respectivamente. Dessa forma, o fator de

enriquecimento encontrado para o0 método proposto foi 22.

3.3.4 indice de consumo (IC)

Este parametro define a eficiéncia da utilizacdo da amostra . O IC pode ser
definido como o volume de amostra, em mililitros, consumido para conseguir-se
uma unidade do fator de enriquecimento [45]. O IC foi calculado através da
equacao IC = V(mL)/FE, onde V é o volume da amostra, em mililitros. No caso do

trabalho em questéo, o indice de consumo foi calculado e tem o valor 0,45mL.

3.3.5 Preciséo

Normalmente determinada para circunstancias especificas de medi¢céo e as
trés maneiras mais comuns de expressa-la sao por meio da repetividade, precisao
intermediaria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio
padréo e coeficiente de variacdo [42]. O coeficiente de variacdo (CV, usualmente
expresso em %), também conhecido como desvio padrdo relativo (DPR), é
calculado da seguinte forma CV = DPR = (DP / CMD ) x 100 (17) Sendo: DP é o
desvio padrdo; CMD € a concentracdo média determinada. No procedimento de
separacdo e pré-concentracdo de manganés, a precisdo foi expressa como
repetividade entre os sinais de absorvancia de dez determinagbes em uma
concentracdo padrdo de manganés de 25 ug L. De acordo os resultados
obtidos, foi encontrado um desvio padréo relativo de 2,33%.

A Tabela 4 apresenta um resumo dos parametros analiticos do método

Tabela 4. Estudo dos principais parametros analiticos do método proposto.

Parametro Valor
Linearidade (ug L™) 3,21 a 60
Limite de deteccéo (ug L) 1,06
Limite de quantificagdo (ug L) 3,21
Fator de enriqguecimento 22
indice de consumo (mL) 0,45
Preciséo (n=10), para Mn (Il) 25 pg L* 2,33%
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3.4 Exatidao e aplicacdo do método

Os processos utilizados para avaliagdo da exatiddo do método séo, entre
outros, uso de materiais de referéncia certificados (MRC), participacdo em
comparacgdes interlaboratoriais, comparacdo com meétodo de referéncia (ou
método validado) ou por meio do método de adi¢cdo e recuperacdo de analito na
amostra[42]. Neste trabalho a exatidao foi avaliada através do método de adicéo e
recuperacdo do analito em amostras de fitoterapicos (Amargo e multy amargo),

como mostra a Tabela 5.

Tabela 5. Resultados da determinacéo de manganés em amostras de fitoterapicos utilizando-se o
método proposto

Quantidade de Manganés
Amostra (g L) Recuperacao (%)

Adicionada Encontrada

0 44,40 0,9 ---

Amargo 5,0 49,86 + 0,7 109
10,0 52,47 £ 0,2 111

0 58,95+ 1,2

Multy amargo 50 63,65 + 0,2 94
10,0 68,2+ 0,8 92

Os valores das recuperagfes encontradas confirmam a confiabilidade do
método nas amostras analisadas. A Tabela 6 mostra os resultados obtidos para
determinacdo de manganés em amostras de fitoterapicos apos aplicacdo do
sistema de digestdo UV utilizando H20 70% com detecgdo por FAAS. As
amostras analisadas de ambos os fitoterapicos encontram-se com niveis elevados
de manganés, no entanto, devemos considerar que esse metal apresenta-se em
elevadas concentragbes em solos, entdo consequentemente espera-se que sejam
detectados com altos teores nas plantas constituintes destes fitoterapicos.

4 Concluséo

Os métodos tradicionais para pré-tratamento de amostras ainda sdo 0s

mais utilizados em laboratérios de pesquisa cientifica. Entretanto, a

conscientizacdo acerca da preservacdo ambiental e o amadurecimento do
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conceito da Quimica Verde na ultima década, levaram ao desenvolvimento de
metodologias alternativas que visam a reducdo do consumo de produtos quimicos
e da geracao de rejeitos toxicos. Nesse sentindo, a irradiacdo por UV representa
um dos principais métodos empregados com este objetivo. O uso de fotorreatores
em escala laboratorial € uma maneira facil e eficaz para o tratamento foto-
oxidativo de amostras. Além disso, a sua construcdo é simples e a sua manuten-
¢do requer, normalmente, apenas a troca das lampadas de UV, que apresentam
baixo custo e sdo facilmente encontradas no mercado.

O procedimento de digestdo da amostra proposto € bastante oportuno. A
foto-oxidagdo UV foi util na degradacdo dos componentes organicos presentes
nas amostras selecionadas, eliminando possiveis interferéncias de matriz e assim
possibilitando a determinacdo de manganés por FAAS. Os tubos de teflon
enrolados a lampada UV permitiu um processo de irradiagcdo mais eficiente,
favorecendo a degradacdo dos compostos organicos. O método também
ofereceu menor risco ao operador por se tratar de um sistema fechado e na
auséncia de reagentes corrosivos como o acido nitrico.

E de grande importancia destacar que por se tratar de um sistema de
digestdo completamente fechado, isso pode permitir a mineralizagdo de amostras
para a determinagdo de espécies volateis como o mercurio, que ainda é uma
guestao critica para os quimicos analiticos. O alto carater oxidante do hidrogénio
a 70% peroxido em combinacdo com a radiacdo UV, permitiu o desenvolvimento
métodos melhorados ambientalmente, considerando as recomendacdes da
guimica verde.

A fase solida mostrou uma boa estabilidade e durabilidade, comprovado
pelas diversas medidas realizadas com apenas uma coluna. Parametros
analiticos adequados foram obtidos para ambos os métodos durante o processo
de validacdo, assegurando a confiabilidade dos resultados analiticos, o que por

sua vez é imprescindivel na analise de medicamentos.
5 Perspectivas

Como perspectivas de atividades de pesquisa provenientes deste trabalho,

podem ser citadas:
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Aplicagdo do procedimento de abertura e do sistema na determinacgédo e
pré-concentracdo em linha de outros metais téxicos em outras amostras e outros
sistemas de deteccéo

Automatizacdo do sistema com a utilizagéo de valvulas solenoides, visando
diminuir a probabilidade de contaminacdo, de erros relacionados a manipulacao
da amostra e simplificar a operagéo.

Desenvolvimento de sistemas que possibilitem o estudo das espécies de
mercurio presente em diversas amostras.

Permitir o tratamento de um numero maior de amostra em simultaneo
(conseguem-se digerir simultaneamente 02 amostras), o que conduziria uma

maior rapidez de processamento.
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