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RESUMO

Neste trabalho é proposto a determinacdo de fons Cu?* em amostras
de cachaca, utilizando um sistema de analise por injecdo em fluxo, associado a
deteccdo quimiluminescente. A deteccdo é baseada no efeito catalitico dos ions
Cu”* sobre a reacdo de oxidacdo do composto 3-aminoftalhidrazida (luminol) por
peréxido de hidrogénio em meio basico. A formacdo do intermediario instavel
(emissor) foi monitorada em unidade arbitraria de medida. Ao sistema FIA foi
acoplado uma mini-coluna contendo silica funcionalizada para pré-concentrar 0s

fons Cu®* e com isso garantir maior seletividade e sensibilidade.

Foram realizados estudos de otimizacdo das condi¢cdes experimentais do
sistema em fluxo sendo escolhidos os parametros associados a maior sensibilidade
e melhor seletividade. A curva de referéncia obtida para anadlise da amostra real
apresentou faixa linear de trabalho entre 1,0 e 9,0 mg L™ com a seguinte equacéo da
reta S = 5,3189(+0,2874)C + 0,1814 (+1,5255); r = 0,9992; LD = 0,4024 mg L™. A
precisdo do método proposto foi avaliado através de oito inje¢cdes consecutivas de
um padrdo de ions cobre contendo 0,5 mg L1. A ativacdo da mini-coluna foi
executada apds oito ciclos de pré-concentragdo com eluicdo de 76,9 uL de HCI
5,0.10* mol L™ através da mesma. Cada ciclo completo de injecdo e eluicdo da
amostra levaram 10 minutos nas condi¢cdes propostas. Apesar do tempo de cada
ciclo ser relativamente alto, baixas concentracdes pode ser detectada utilizando-se

essa técnica.



ABSTRACT

This work proposes the determination of Cu®" ions in samples of
Brazilian sugar spirit (cachaca), using a flow injection analysis system coupled with
chemiluminescent detection. The detection is based on the catalytic effect of Cu?*
ions on the oxidation reaction of the compound 3-Aminophthalhydrazide (luminol) by
hydrogen peroxide in basic medium. The formation of unstable intermediate excited
state was monitored in arbitrary unit of measure. The FIA system was coupled with a
mini-column containing silica functionalized to pre-concentration the ions Cu®",
aiming to ensure greater selectivity and sensitivity. Studs were realized to
optimization of experimental conditions of flow system and the parameters of better
sensitivity and selectivity were selected. The curve of calibration was obtained and
linear work range was 1,0 and 9,0 mg L™ to copper ions with equation S = 5,3189
(+ 0,2874)C + 0,1814(%+ 1,5255) and correlation coefficient (r) = 0,9992 and detection
limit of 0,4024 mg L™. The accuracy of proposed method was evaluated though eight
consecutive injections of a standard copper ions containing 0,5 mg L1. The
activation of mini-column was performed after each eight cycle of pre-concentration
with injection of 76,9 uL of hydrochloric acid solution across of mini-column. Each
complete cycle of injection of sample and elution delay 10 minutes in proposed
conditions. Regardless of large time for each cycle was relatively high, low
concentrations can be detected by use of this proposed methodology and the use of

mini-column pre-concentration improve great selectivity.
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Sonia Maria da Cruz

CAPITULO I

Introdugao




Soénia Maria da Cruz

1.1 Cachacga, um drinque a sua origem

Por varios séculos a humanidade saboreou suas bebidas fermentadas como o
vinho e a cerveja que nos remetem aos primordios da civilizacdo. Os babilénicos
com a sua cerveja, 0s gregos com o vinho em suas festas dionisiaco e os indios
brasileiros com o cauim, uma bebida fermentada a partir do milho.

A aguardente ou &cqua ardens - 4gua que pega fogo, obtida genuinamente
pelos gregos era utilizada com propositos medicinais, foi aprimorado pelos arabes
que inventaram o processo de destilacdo semelhante ao existente hoje. Tal
tecnologia se espalhou por diferentes paises que comecaram a produzir destilados
proprios a partir de sua matéria-prima especifica (Abrantes, 2008; Pinto, 1991).
Assim, a Escocia passou a produzir o whisky a partir da cevada sacrificada, Italia a
grappa a base de uva, Alemanha o kirsch a partir do destilado da cereja, Russia a
vodka — centeio, México a tequila — algave, Japdo e China saké — arroz, Portugal a
bagaceira a partir do bagaco de uva, e no Brasil a cachaga vinda da cana-de-aglcar
(AMPAQ — Associagao Mineira dos Produtores de Cachaca de Qualidade, 2009).

A histdria da cachaca nos leva ao tempo da escraviddo quando os escravos
trabalhavam na producdo do acucar. O método de producdo ja era conhecido e
consistia em moer a cana, ferver o caldo obtido e, em seguida deixa-lo esfriar em
férmas, obtendo-se a rapadura com a qual adogavam as bebidas.

Segundo fontes documentais a descoberta da cachaca teria sido por acaso,
nas Capitanias Hereditarias de Pernambuco e S&o Vicente como subproduto da
producdo brasileira de aglUcar mascavo e rapadura, entre os anos 1530 e 1550.
Gabriel Soares relata a existéncia das primeiras destilarias de cachaga surgirem nos
séculos XVI e XVII com 0 nome de “casas de cozer méis”. A cachaca foi a primeira
bebida destilada da America Latina, pois a sua producdo se iniciou bem antes dos
ingleses iniciarem a produgdo de rum no Caribe em processo assemelhado. Em
1648, Margrave e Piso, na Histéria Naturalis Brasiliense (Historia Natural do Brasil),

descreviam o0 método de fabricacdo de aclucar nos engenhos existentes e
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mencionavam o fato da cachaca ser servida como suplemento aos animais
domésticos e escravos.

A origem da palavra cachaca é polémica. Uma versdo considera que veio da
“cagaca”, garapa azeda ou vinho de cana-de-acucar, um subproduto da producédo de
acucar que se obtém a partir do caldo de cana que era fervido nos tachos, para ser
limpo e concentrado em uma massa espessa, sendo retirada a espuma ou borra
sobrenadante, através de grandes espumadeiras ou conchas perfuradas. Essa
borra, acumulada em cochos de madeira era colocada ao relento para alimentar os
animais. Como fermentava com relativa facilidade percebeu-se que essa espuma
fermentada era melhor que o cauim (Zeron, 2000, p. 56, 58). O cauim é uma espécie
de vinho produzido pelos indios a partir da fermentacdo do milho ou mandioca no
qual todos cospem num enorme caldeirdo de barro para ajudar na fermentacao.
Essa garapa tornou-se conhecida por cachaca. Outra versao para a palavra cachaca
leva ao tempo ibérico cachazza, tipo de vinho barato consumido em Portugal e
Espanha, outra considera que veio da fémea do “cachacgo”, porco selvagem cujas
carnes duras eram amaciadas com a pinga (APEX- Agéncia de Producdo de
Exportacéo do Brasil, 2009).

A cachaca acompanhou todas as mudancas ocorridas em cinco séculos de
Brasil, participando da Revolugdo Pernambucana e da Inconfidéncia Mineira. A
cachaga também foi escolhida para brindar a Independéncia do Brasil por D. Pedro |,
que significava lutar contra a opresséao colonial (Cascudo, 1968).

No decorrer do século XX, importantes intelectuais como Luis Camara
Cascudo, Gilberto Freire, Mauro Souto Maior e Mario de Andrade com a obra “Os
Eufemismo da Cachaca”, entre outros, estudaram a cachaca e sua relevancia
cultural, econdémica e historica para o Brasil.

Segundo a Legislacao Brasileira, Instrugcdo Normativa n. 13 de 29/06/2005 e o
decreto n. 4072, 03/01/2002, que aprova o regulamento técnico para fixacdo dos
padrdes de identidade e qualidade para aguardente de cana e para cachaca o termo
aguardente de cana refere-se a:

[...] bebida com graduacdo alcodlica de 38 a 54% em volume a
20°C, obtida do destilado alcodlico simples de cana-de-agucar ou destilado do mosto
fermentado do caldo de cana-de-acgucar, podendo ser adicionada de agUcar em até
6 g.L™, expresso em sacarose.

Na mesma Instrucdo Normativa, cachaca refere-se a:
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[...] denominacdo tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida no
Brasil, com graduacdo alcodlica de 38 a 48% em volume a 20°C, obtido pela
destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agUcar com caracteristicas
sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de aclcares em 6 g.L™, expresso em
sacarose (Brasil, 2005).

O Decreto n° 4.602/01 pelo Presidente da Republica Fernando Henrigque
Cardoso assinou, 0 que registra 0 nome cachaga como bebida tipicamente brasileira,
com caracteristicas préprias e producdo exclusiva do Brasil e a Lei da Propriedade
Industrial n°9279/96 (Brasil, 2001 e Brasil, 1996).

1.2 Diferenca entre cachaca artesanal e aguardente

Segundo o Inmetro (Instituto Nacional de Metrologia), a diferenca basica
entre a cachaca de alambique e a aguardente de cana ou cachaca branca esta no
processo de producdo que pode ser artesanal por batelada ou no processo industrial
de coluna continua onde ha um volume maior de producdo, com fluxo constante, a
todo o momento entra por um lado o mosto fermentado e do outro sai a cachacga ja
destilada, acelerando a producéao da bebida (Boza e Horii, 1998).

A cachaca de alambique pode ter uma qualidade um pouco superior a de
coluna, desde que se tenha um controle de producédo e qualidade, o que na maioria
dos alambiques distribuidos no interior do Brasil ndo acontece. A melhoria da
qualidade ocorre porque o alambique favorece a formacéo de alguns componentes
volateis do produto final (Labanca e Gléria, 2006). Além disso, o cobre presente nos
condicionadores dos alambiques funciona como um catalisador, favorecendo a
formagcdo de aroma e sabor. Entretanto, este artificio € também usado em muitas
destilarias de colunas no Brasil, passando pelo mesmo processo de formacao de
aromas (SEBRAE/MG - Servico Brasileiro de Apoio a Micro e Pequenas Empresas
de Minas Gerais, 2004).

Portanto, a grande vantagem da cachaga artesanal em relacdo a industrial € o
sabor e 0 aroma agradavel, enquanto a vantagem da cachaca industrial em relacdo
a artesanal é a padronizacdo do produto, requisito basico para uma bebida que

comeca a ganhar espaco na exportacdo e aparece cada vez mais na midia nacional
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e internacional. Na industria ha um controle em cada etapa do processo, desde a
quantidade de acuUcar, a temperatura na fermentacdo e controle da acidez do
produto final, que por Lei pode chegar até 150 mg L™ de alcool anidro (SEBRAE/MG,
2004).

A cachaca artesanal apresenta um sabor suave, apesar de geralmente ter
uma graduacdo alcodlica mais elevada, podendo atingir os 54% de teor alcodlico
(Bogusz Junior et al., 2006). A suavidade da bebida esta diretamente relacionada ao
seu envelhecimento.

Segundo a Legislacao Brasileira, Instrucdo Normativa n® 13 de 29/06/2005, o
tempo minimo para uma cachaca ser considerada envelhecida € um ano, porém
este tempo pode chegar a 10 anos. O envelhecimento da cachaga ocorre em Varios
tipos de tonéis de madeira como: balsamo, cedro, jequitiba e o mais tradicional de
carvalho. Cada tipo de madeira oferece permeabilidade e aroma diferentes ao
produto. Os tonéis tém capacidade maxima de 700 litros (Parazzi et al., 2008).

Outra variacdo € a cachaga “amarela”, dourada como as envelhecidas,
porém, tem coloragéo devido a adi¢do de extratos de madeira ou calda de caramelo
nas cachacas brancas, tornando seu sabor levemente adocicado. Este produto nao
envelhecido € denominado de aguardente composta ou preparado (PBDAC, 2004).

Apesar desta distin¢do técnica, ndo ha uma diferenciagéo clara entre os dois
tipos de bebidas disponiveis no mercado, ja que ambas sdo oriundas do chamado

vinho de cana que é o caldo de cana fermentado (Labanca e Gléria, 2006).
1.3 Producéao da cachaca

A cana-de-aclcar, espécie de vegetal originaria da Asia e Oceania deu

origem a cachaca que pertence a familia das aguardentes.
A cachaca é um destilado feito a base de cana-de-acucar, leveduras e agua.

O processo produtivo da cachaca pode ser resumido conforme as seguintes
etapas: plantio, colheita e moagem ou prensagem da cana, forma-se o caldo no qual
se adiciona agua, resultando no mosto. Sob a acao das leveduras, o0 mosto entra em
processo de fermentacdo. O seu resultado é levado a destilacdo (Novaes, 1996 e
Bogusz Junior et al., 2006) que pode ser por meio de uma coluna de destilagédo ou

alambique. Essa etapa € muito importante, pois € nela que se define a boa cachaca
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durante o processo, onde sdo formados todos os compostos. De nada adianta o
cuidado nas outras etapas da producédo, se houver a falta de cuidado durante a
fermentacdo. No modo artesanal utiliza-se o fermento natural para iniciar o processo.
Costuma-se adicionar fuba de milho, farelo de soja, milho moido cru ou tostado,
farelo de arroz, entre outros ao caldo deixando a mistura fermentar durante cinco a
vinte dias. Segundo o pesquisador Carlos Rosa da UFMG (Universidade Federal de
Minas Gerais), pouco importa o que vai ser adicionado ao caldo no tocante ao
desenvolvimento de microorganismos presentes no ambiente. Os graos adicionados
para auxiliar o desempenho da fermentacdo ndo servem de fonte nutricional para o
levedo, mas possivelmente como suporte para a sua proliferacdo e ajudar na
decantacdo. Na industria esse processo é mais rapido durando cinco horas, pois se
adiciona a levedura Saccharomyces cerevisae fermento bioldégico que possui a
funcdo de produzir CO, mediante o consumo de carboidratos na forma de glicose,
isso por ser um fungo altamente adaptavel ao alcool, quase sempre domina a
fermentacdo de bebidas alcodlicas, além disso, adicionam vitaminas e outras
substancias para auxiliar o crescimento e a atividade da levedura. Entretanto,
existem atualmente varias linhas de pesquisas de fermentacdo com diversas

enzimas que podem conduzir o processo (Faria, 1995; Novaes, 2000).

Depois da decantacdo, separam-se as borras, processa-se a destilagdo do
vinho da cana num alambique de cobre tipo ceboldo ou espiral como mostra a Figura

1 abaixo se for ao modo artesanal.

Figura 1. Alambique de Cobre para a fabricacéo de cachaca.
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Nessa parte do processo, ocorre a separacdo de substancias e algumas
reacdes quimicas dentro do destilador (Boza e Horii, 1998). O destilado é separado
em trés porcdes: o primeiro corte, ou “cachaca de cabeca’ (10% do destilado),
apresenta sabor forte, o segundo corte ou “coracdo” (80% do destilado) é o que sera
industrializado, e o corte terceiro ou “cauda” (10% do destilado), contém substancias
toxicas. A cabeca e cauda sado descartadas ou incorporadas em um novo vinho a ser
destilado, enquanto a cachaga de coracdo quase ndo apresenta gosto ou cheiro e
apresenta aproximadamente 47,5% v/v de etanol, a 20°C. O teor de etanol no
destilado € medido utilizando um densimetro que expressa em °GL (1° GL é

aproximadamente igual a 1% v/v) ou em unidades Cartier (Novaes, 2000).

A cachacga produzida de forma artesanal em alambique de cobre confere uma
melhor qualidade ao produto quando comparado aos alambiques manufaturados
com outros materiais, como aco inox, aluminio e porcelana, entretanto, pode
contaminar a bebida prejudicando a sua qualidade quando o manejo da higienizacao
do equipamento da producado for inadequado (Nascimento et al., 1998; Novaes,
2000). A contaminacdo da cachaca por cobre ocorre durante o processo da
destilacdo, de modo que o metal constituinte do equipamento, quando exposto ao ar
umido contendo gas carbodnico se oxida lentamente ficando coberto por uma
substancia esverdeada nas paredes dos alambiques denominada “azinhavre” que é
composta por carbonato basico de cobre [CuCO3; Cu(OH),]. Esta camada resultante
de sua oxidacdo é entdo dissolvida pelos vapores alcodlicos acidos, contaminando
assim o produto final (Novaes, 2000; Nascimento et al.,1998; Labanca e Gloria,
2006).

Recomenda-se que a assepsia dos alambiques de cobre seja feita com agua
e suco de limdo ou vinagre devido a acdo acida destes, contribuirem para a
dissolugéo do “azinhavre” (carbonato basico de cobre soluvel), atenuando, assim, 0s
niveis de contaminacdo do metal na cachaca, uma vez que a limpeza dos
equipamentos usados na producdo de cachaca influi diretamente na qualidade da
bebida (Novaes, 2000; Cavalheiro et al., 2003).
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1.4 Mercado e concorréncia

Devido a sua grande aceitacdo, hoje a cachaca é objeto de pesquisa
cientifica, inovacdes tecnolégicas e faz parte de programas de exportacdo do
Governo Federal como o PBDAC (Programa Brasileiro de Desenvolvimento da
Aguardente de Cana) criado em 1997 pela Associacdo Brasileira de Bebidas
(ABRABE) em conjunto com os produtores de cachaca e os Ministérios da
Agricultura e Abastecimento, do Desenvolvimento, Industria e Comeércio Exterior e
da Ciéncia e Tecnologia, e o PEE (Programa Especial de Exportacdo), lancado em
1998 pelo, entdo, Presidente da Republica Fernando Henrique Cardoso dentre

outros programas de fomentacgéo (Cavalheiro et al.,2003).

Foi a partir da criagao do PBDAC que a cachaca vem conquistando o
mercado internacional em conjunto com uma ac¢ao de marketing interna e externa do
produto promovida pelo Ministério da Agricultura, que internamente sofre as
barreiras do preconceito por ser um produto consumido por pessoas de baixa renda.
No exterior surge a inevitavel comparacdo com outra bebida j& bem conhecida no
mercado mundial, o rum primo da cachaca é também fabricado a partir da destilacao
da cana-de-acucar. O rum, destilado do mosto de cana fermentado sai do alambique
com mais de 80% de teor alcodlico sendo este diluido para aproximadamente 40%.
A matéria-prima é parecida, mas o processo gera um produto diferente. Esta
semelhanca faz com que diversos dicionarios e artigos na midia mundial ignorem a
cachaca por acha-la semelhante ao rum, apresentando inconveniéncia e dificultando

a entrada da bebida no mercado norte-americano (Cavalheiro et al., 2003).

De acordo com o sistema de designacdo da Organizagcdo Mundial das
Alfandegas (OMA) na categoria bebida, a cachaca ndo tem uma classificacdo Unica,
como o Uisque, Vodka, Vinho, Grappa, Tequila, Conhaque, etc., sendo esse 0
primeiro empecilho enfrentado, a sua classificacdo como rum, permite que a
cachaca seja tributada por litro exportado. Se ingressar a lista dos “outros destilados
alcoolicos”, como ocorrida antes de 2000, a bebida seria isenta de tributacdo. O

segundo motivo é que essa classificacdo dificulta sua disseminacdo no mercado
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norte-americano, porque impede campanha de divulgacdo que déem a cachaca uma

imagem ligada ao Brasil, provocando um baixo desempenho mercadolégico.

O Decreto n° 2314, de 04/09/1997, estabelece o limite maximo para os teores
de cobre em aguardente em 5 mg L™ de produto (BRASIL, 1997). Embora, no
mercado interno ndo ocorram barreiras fiscais para o excesso de cobre, quando se
trata de exportacdo a situacdo muda, ha paises em que a legislacdo ndo permite
mais que 2 mg L™ de cobre nos destilados alcodlicos, sendo mais um entrave a

exportacao da cachacga (Azevedo et al., 2003).

1.5 Cachaca objeto de pesquisa

A guantidade de cobre na cachaca oriundo da destilacdo tem sido hoje objeto
de pesquisa cientifica e inovagdo tecnoldgica por parte dos pesquisadores
brasileiros devido aos efeitos toxicos do excesso do cobre sobre a saude humana
(Labanca e Gléria, 2006). A utilizacdo dos destiladores de cobre é muito freqtiente
na obtencdo da cachaca artesanal, pois ao metal cobre atribui-se o papel de
catalisador no decorrer da destilagédo, fato esse que reduz a acidez e os niveis de
aldeidos, além de minimizar determinado defeito organoléptico dos compostos
sulfurados apresentados nas cachacas destiladas em alambiques de aco inox
quando comparados com a presenca do metal no destilado (Boza e Horii, 1998;

Nascimento et al., 1998).

A presenca de cobre nas aguardentes € uma preocupacdo antiga dos
cientistas brasileiros, por isto existem varios trabalhos de pesquisa comparando as
vantagens e desvantagens da presenca do cobre na construcdo de aparelhos
destilatorios com a finalidade de minimizar essa contaminagédo, assim como outros
métodos com essa mesma finalidade. Portanto, varios procedimentos analiticos
diferentes ja foram descritos para a determinacdo do cobre, quer seja por:
espectrofotometria de absorcdo atdémica (Cavalheiro et al. 2003; Boza e Horii, 2000;
Garbin, et al. 2005), espectrofotometria na regido do visivel (Azevedo et al., 2003),
eletroquimica (Kuchler e Silva, 1998), cromatografia (Nascimento et al., 1998) e

adsorcao (Lima et al., 2006). Alguns desses métodos como a extracdo do ion cobre
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utilizando resina de troca iénica ou carbono ativo ndo had uma conservagdo das
caracteristicas sensorial da cachaca, a bidestilacdo da cachaca diminui a
concentracdo de compostos toxicos, mas encarece o produto |4 na ponta para o
consumidor (Novaes, 1997 e 2000; Nascimento et al.,1998).

Os avancos tecnolégicos da instrumentacdo analitica tém proporcionado a
obtencdo de procedimentos rapidos, que apresentam maior precisdo e tém aberto
novos caminhos para o acoplamento com técnicas de separacdo e analisadores
automaticos. Dentro desse contexto, a analise por injecdo em fluxo (FIA) tem se
mostrado como um procedimento analitico de grande utilidade para analises de
amostras de interesse farmacologico, alimenticio, clinico e ambiental. Essa técnica
pode ser implementada com instrumentacdo de baixo custo, mesmo quando se
utiliza computadores para efetuar o controle e aquisicdo de dados. Ademais,
empregam-se reduzidas quantidades de reagentes e pouca vidraria de laboratorio,
pois essas sdo substituidas em grande parte pelo o sistema fluxo (Fatibello-Filho et
al., 1994; Reis, 1996).
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CAPITULO II

Cobre
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Cobre: Historico, Propriedades, Caracteristicas, Toxidade e

Metabolismo

2.1 Historico

Conhecido pelo o homem desde a era neolitica, pois a idade do cobre segue
a idade da pedra. Provavelmente a utilizacdo do cobre veio antes do ferro para
manufaturar utensilios em geral e instrumentos de guerra como mostra a Figura 2
abaixo. Atribui-se a esse fato de que o cobre é um dos poucos metais que podem
ser encontrados na natureza em estado puro numa forma que ndo necessita de

tratamento metallrgico complexo (Mellor, 1967).

Figura 2. Artefatos em metal produzidos na Antiguidade.
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O cobre foi um dos metais utilizados na antiguidade como moeda no Egito por
volta de 3400 A.C.. Ha registro de que em torno de 3000 A.C. a liga formada por
cobre e estanho passou a ser utilizada na india, Grécia e Mesopotamia marcando o
inicio da “ldade do Bronze”. No entanto, foram os romanos que mais utilizaram o
metal como adornos e armas de guerra (Sargentelli, 1996). Segundo Mellor (1967), o
cobre foi chamado aes cyprium (i. é, latdo de Chipre) pelos romanos por ser obtido
pela primeira vez da llha de Chipre; o termo aes cyprium logo foi encurtado para
cuprum, cujo simbolo na Tabela Periédica € “Cu”.

Esse metal na forma de sulfato era comumente utilizado pelos romanos em
suas festas para provocar vomitos quando ingerido ap6s uma comilanca e assim
continuar com o exagero durante a festa (Sargentelli et al., 1996; Mellor, 1967).

Nos dias de hoje o cobre é usado na producdo de materiais condutores de
eletricidade (fios e cabos), radiadores de automoveis, telefonia, e em ligas metalicas
como o latédo e o bronze.

Atualmente o sulfato de cobre (CuSO,) e os 6xidos de cobre sao utilizado
como pesticidas, algicidas e fungicidas e na producdo de preservativos para a
madeira, couro e tecidos. O hidréxido cuprico amoniacal (Cu(NH3)(OH),) é utilizado
no laboratoério e na industria mecanica.

No organismo humano o cobre ndo pode ser produzido por esse sendo obtido
através dos alimentos e suplementos dietéticos a partir de uma alimentacao
balanceada.

Encontrado naturalmente em solos, rochas, aguas, sedimentos e no ar com
concentracdo média na crosta terrestre de 50 ppm (partes por milhdo) tem 90% das
reservas mundiais localizadas em quatro regides: nos Andes Chile e Peru;
montanhas rochosas e area dos grandes lagos nos Estados Unidos; planalto central
africano Congo (ex Zaire) e Zambia e na América do Norte Canada e estado do
Michigan, Estados Unidos.

O cobre como mostra a Figura 3 € obtido em larga escala, sendo o vigésimo
quinto elemento mais abundante, em peso, da crosta terrestre. E encontrado em

minas na forma de sulfetos, 6xidos e carbonatos (Mellor, 1967).

13



So6nia Maria da Cruz

Figura 3. Cobre nativo, Cu

2.2 Propriedades fisicas e quimicas

O cobre é um elemento quimico metélico de simbolo Cu (do latim cuprum),
tem densidade 8,93 g cm™ e funde-se a 1.083,4°C. NUmero atdmico 29 possui dois
is6topos estaveis, de massa 63,546 e 65 g mol™, e nove radioativos, de massa, 58,
59, 60, 61, 62, 64, 66, 67, e 68, possuindo configuracéo [Ar] 3d'%s’. A temperatura
ambiente, o cobre encontra-se no estado sélido. Cristaliza no sistema cubico e nao
possui formas alotropicas (Mellor, 1967).

Metal de transicdo de coloragdo avermelhada é um dos metais mais
importantes na industria por apresenta alta condutividade elétrica e térmica, sé
superada pela da prata, além de ser ductil e maleavel.

O cobre possui estado de oxidacao (+l), (+11) e (+lll), no entanto 0 Unico ion
hidratado é o Cu*™ na forma de penta-aquocomplexo. O fon monovalente Cu* sofre
desproporcionamente em agua e, conseqientemente SO existe em compostos
sélidos insolGveis ou em complexos. O Cu™ é um oxidante tdo forte que consegue
oxidar a agua. S6 ocorre em poucos compostos quando estabilizado como

complexos ou com compostos insoluveis ndo apresentando relevancia industrial. Na
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maioria de seus compostos estaveis apresenta estado de oxida¢cdo mais comum de
valéncia +1 (cuproso) e +2 (cuprico). O cobre ndo se inflama ao ar, mas quando
aquecido a coloracdo avermelhada do metal que é causada por uma fina camada de
oxido cuproso (Cu,0) torna-se enegrecida posteriormente devido a formacédo do
oxido cuprico (CuO) (Mellor, 1967). O oxido de cobre (I), Cu,O, se origina de
transicOes eletronicas ocorridas em nivel atdmico, nas camadas d do elemento,
essas transi¢cdes ocorrem apos absorcdo de energia na forma de fétons na regido
espectral entre o azul e o verde, com posterior emissado de luz na regiao entre o
amarelo e vermelho (Rayner, 2003). Por o cobre possuir uma configuracéo
eletrénica semelhante a dos gases nobres, tendo um orbital 3d completo apresenta-
se mais estavel ( Mahan, 1977).

Embora a temperatura ambiente o cobre ndo seja atacado pelo ar seco,
guando exposto ao ar umido que contenha didxido de carbono forma-se uma capa
aderente e impermeavel de carbonato basico (azinhavre) de coloracdo esverdeada
(Mellor, 1967). Como o azinhavre € toxico, os utensilios de cobre usados na cozinha
devem ser estanhados ou mantidos limpos, pois na cocg¢do de alimentos sé&o
bastante frequentes as intoxicacfes alimentares, devido a acdo dos acidos da
comida que originam 6xidos, contaminando assim os alimentos.

O cobre reage facilmente com o &cido nitrico formando éxidos de nitrogénio,
porém ndo é atacado a frio pelo acido cloridrico e sulfurico; a quente produz com
esses acidos, cloreto cuproso e sulfato de cobre, respectivamente (Mellor, 1967). O
cobre é atacado com facilidade pelos os halogénios especialmente em presenca de
umidade sendo que no seco o cloro e o bromo ndo produzem efeito e o flior sé
ataca a temperaturas elevadas. Os oxiacidos atacam o cobre (Ohlweiler, 1973).

O cobre apresenta duas séries de sais, que correspondem aos Oxidos
Cuprosos e cupricos, assim como seus sais. O Oxido cuproso CuO, é um po
vermelho muito utilizado na industria do vidro para colori-lo na respectiva cor e o
cloreto cuproso CuCl, quando em solugcao amoniacal é reativo do acetileno. O éxido
cuprico CuO, negro, usa-se em esmalte e vidros para a coloracdo verde e sulfato de
cobre CuSO, para azul ( Mellor, 1967).
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2.3 Toxicidade e Essencialidade do Cobre

No inicio do século XIX, o cobre era considerado um metal toxico, ndo
existindo ainda pesquisas solidas com relacdo as alteracbes metabdlicas e
funcionais do cobre nos organismos vivos (Sargentelli et al.,1996).

Na quimica quando um metal se associa a um material organico este forma
uma substéncia chamada organo-metélica, que devido a sua lipossolubilidade
atravessa com extrema facilidade a membrana biolégica. Os compostos organo-
metélicos por terem processos de biotransformacgéo lentos no interior do organismo
retardam a sua excrecgéao (Oga, 1996).

A forma toxica biologica ativa de um metal depende da capacidade deste se
ligar as proteinas, ou ainda, da sua distribuicdo nos eritrocitos e plasma (Oga, 1996;
Sargentelli et al., 1996). Ocorrendo a ingestdo de metais, esses logo sdo distribuidos
por todo o organismo afetando diversos érgaos.

A intoxicagdo pelo cobre pode ocorrer de diversos modos, através da
alimentacao, ingestao de bebidas contaminadas, pela respiracdo e pelo contato da
pele com compostos do metal. Sendo, a intoxicacdo aguda mais comum ocorre apdés
a ingestao de sulfato de cobre que pode ser encontrado em algicidas aplicados aos
reservatoérios de 4gua, piscinas, corantes industriais de varias cores, na conservagao
de alimentos, inseticidas, germicidas, na industria para a conservacao de madeiras,
tinturas de cabelo e etc. A ingestdo desse sal em altas doses pode causar danos ao
figado e aos rins, causando a necrose hepatica podendo levar o individuo a morte,
assim como o consumo de outro sal de cobre (Sargentelli et al., 1996).

Entre os sintomas caracteristicos que ocorrem ap0s a exposicado a altas
doses de cobre estdo a irritacdo do nariz, boca e dos olhos, essa intoxicacao pode
provocar fibrose pulmonar, dores de cabecga, tonturas, nduseas, diarréias e colicas
abdominais (Sargentelli et al.,1996).

Intoxicacdo com bebidas alcodlica pode ocorrer na cachaca brasileira devido

a elevada concentracao indesejavel de cobre.
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A toxidade do cobre estd intimamente relacionada a forma livre do metal no
meio e ao tempo de exposi¢cao sobre o organismo. O cobre pode se apresentar sob
diversas formas téxicas como CuCOs, Cu,(OH)*?, CuOH" e Cu*? sendo a Ultima a

mais toxica ( Mellor, 1967).

2.4 Alteragbes Metabolicas e Funcionais do Cobre no Homem

O cobre é um oligoelemento essencial para varias formas de vida, dentre
elas, o organismo humano, que deve existir em quantidades minimas, ele ajuda a
produzir os glébulos vermelhos e a formar a hemoglobina. Também importante na
formacao de glébulos branco, para o desenvolvimento do cérebro, além de fortalecer
0 sistema imunoldgico, nervos e 0ssos. Encontra-se nos lugares mais reconditos do
corpo, tende a concentrar-se nos 6rgdos com alta atividade metabdlica, como o
figado, cérebro, rins e coracado, sendo, portanto um transtorno congénito. Segundo
Sargentelli (1996), sua necessidade para o corpo humano data de 1921 quando
Badansky identificou o cobre no cérebro humano, depois foi reconhecido como
essencial a partir de 1928, quando Hart mostrou experimentalmente que uma
suplementacdo de cobre era necesséaria para combater a anemia por falta de ferro
em ratos nutridos exclusivamente com regime lacteo, sendo o cobre necessario na
mobilizacdo de ferro para a sintese de hemoglobina (Pedrosa e Cozzolino, 1999). A
partir desse momento inUmeros pesquisadores se debrucaram em estudos
cientificos a mostrarem o importante papel exercido pelo cobre sobre o metabolismo

das enzimas fundamentais e suas reacdes redoxes.
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2.4.1 Patologias Desenvolvidas por Deficiéncia ou Excesso de
Cobre

7 bY

Sua deficiéncia ou excesso no organismo é nocivo devido a afinidade do
cobre solavel com o grupo S-H de algumas proteinas interferindo nas atividades
cataliticas normais de muitas enzimas causando algumas doencas como: a
epilepsia, artrite reumatéide, melanomas, diabetes mellitus, aceruloplasminemia,
esclerose, doencgas de Alzheimer, de Menkes e a de Wilson (Sargentelli et al.,1996).

A sindrome de Menkes é um distarbio hereditario que resulta em uma
mutacdo que leva a producdo de uma forma nao funcional da principal proteina
citosol encarregada da absor¢cdo do cobre no intestino e seu transporte para o
interior do organismo. Esta doencga é uma desordem de origem genética associada
ao cromossomo X recessivo. O sintoma esta relacionado a deterioragdo mental
progressiva, cabelos frageis, retorcidos ou enroscados como mostra a figura 8, além
das alteracdes esqueléticas. A morte ocorre geralmente no decorrer dos primeiros

anos de vida (Giugliani et al., 1986).

Figura 4. Sindrome de Menkes: enfermidade neurodegenerativa rara provocada,
pela afeccdo dos cabelos e do couro cabeludo, provocada pela falta de cobre no

organismo denominada hipocupremia.
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A doenca de Wilson foi descrita em 1912 por Samuel A. Kinnier Wilson

como uma degeneragdo hepatolenticular progressiva.

E um transtorno hereditario com modo de transmiss&o autossémico
recessivo do cromossomo 13, isto €, € necessario que 0s pais sejam
portadores e transmitam o gene da doenca para que essa se manifeste. Essa
doenca caracteriza-se por uma anormalidade do metabolismo do cobre,
devido a deficiéncia de ceruloplasmina, a enzima que elimina esse mineral do
organismo, ao se acumular, o cobre se deposita inicialmente no figado depois

no cérebro, cérnea e rins (Prado e Fonseca, 2004).

Uma manifestacdo oftalmoldgica bastante trivial e importante associada
a doenca de Wilson é o anel de Kayser-Fleisher, caracterizada pela
deposicdo de granulacdes de cobre de tamanhos e formas variadas na
cérnea e predominam na periferia corneana. A presenca de anéis
pigmentados na cornea nem sempre € diagnodstico de anéis de Kayser-
Fleisher, devendo ser diferenciados de outras alteracées pigmentadas da
cérnea ndo ligada a doenca de Wilson (Sargentelli et al., 1996).

Figura 5. Presenca de anel pigmentado na periferia corneana

demonstrando um Anel de Kayser-Fleisher.
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2.4.2 Papel Metabolico do Cobre

O cobre é especialmente importante para manter as células saudaveis e
contribuir no desenvolvimento neuroldgico, tendo papel fundamental na correta
formacdo dos oOrgdos. A mutacdo das proteinas transportadoras de cobre esta
envolvida em inUmeras doencas (Azevedo et al., 2003).

Em torno de 20 enzimas tém funcionalidades que dependem do cobre. Entre
elas se incluem: superoxido dismutase, que € uma enzima que se encontra presente
na maioria das células humanas e que protege o corpo da oxidacdo. Além de se
encontrar em altas concentracdes no tecido do cérebro, na tiredide e no figado; lisil-
oxidase é outra enzima que favorece a reticulacdo do colageno e da elastina. Uma
menor atividade desta enzima se vincula a numerosas anormalidades estruturais em
muitos tecidos, incluindo o sistema 0sseo e cardiovascular; citocromo-oxidase, uma
enzima que catalisa a reducdo de oxigénio da agua, sendo essencial na respiracao
celular. Apresenta elevada atividade no coracao, cérebro e figado; a ceruloplasmina,
proteina que permite o transporte do cobre e do ferro; as transaminases participam
no metabolismo dos amino&cidos; a tirosinase tem um papel na pigmentacéo da pele
(Pedrosa e Cozzolino, 1999).
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3.1 Metodologias Empregadas na Determinagéao do Cobre

A Quimica Analitica € o ramo da ciéncia que se debruca na identificacdo ou
guantificacdo de espécie ou elementos quimicos existente numa substancia através de
seus meétodos. Os meétodos qualitativos geram informacfes quando se pretendem
determinar ou identificar as espécies atdbmicas, moleculares ou grupos funcionais
presentes numa amostra que pode ser de origem mineral, vegetal ou animal. Ja os
métodos quantitativos fornecem resultados numéricos direcionados a quantidade dos
componentes numa amostra. Sendo utilizada para a determinacdo de concentracdes,
volume ou massa exata da substancia, técnicas como: gravimetria, volumetria
instrumentais, dentre outras (Skoog, 1992; Baccan, 1988).

As técnicas de andlise estdo baseadas em caracteristicas fisicas e quimicas de
uma numerosa quantidade de analitos. Com isso, € preciso que se tenha uma fonte de
energia para estimular as propriedades fisicas ou quimicas relativas ao analito de tal
forma que se obtenha dados mensurdveis. Como exemplo, 0s métodos
Espectrofotométricos que utilizam informacdes relacionadas com as intera¢des entre a luz
e a matéria, onde o instrumento permite comparar a radiacdo absorvida ou transmitida por
uma solucdo que contém uma quantidade desconhecida de soluto, e uma quantidade
conhecida da mesma substancia. Entre esses métodos podemos citar a
Espectrofotometria de Absorcdo Atbmica, Espectrofotometria de Absor¢cdo Molecular,
Espectrofotometria de Emissdo Atdmica, entre outras técnicas ( Skoog, 1992; Laitinen et
al ., 1975).
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3.2 Métodos Oficiais de Anéalise

No Brasil, 0 método oficial aceito para a quantificacdo de cobre em aguardente é a
seguida pelas normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz que utilizam a técnica de
Espectrofotometria de Absor¢do Molecular (EAM), sendo que o reagente cromdgeno € o
2,2-diquinolilo em alcool amilico ou dietilditiocarbamato em alcool amilico (Adolfo Lutz,
1985). Nos Estados Unidos o método oficialmente recomendado pela Associacdo dos
Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC — Association of Official Analytical Chemists, 1985) é
a espectrofotometria de absor¢cdo atdmica com chama (FAAS), com os padroes
preparados numa mistura 50% v/v de etanol e agua, pois este método além de ser mais
rapido apresenta a vantagem de ter o menor limite de deteccdo e ser aceito

mundialmente.

3.3 Algumas Técnicas e Metodologias Empregadas na Determinacao de
Cobre

Na busca por técnicas analiticas mais eficientes com a finalidade de um controle de
gualidade ainda maior, diversas metodologias continuam sendo desenvolvidas para
auxiliar na determinacao de cobre em cachaca. Dentre a ampla lista de metodologias para
esse metal, encontram-se alguns artigos de revisdo apresentados na Tabela 1, a qual
informa algumas técnicas analiticas empregadas na deteccdo de cobre e fundamentadas

nas caracteristicas e propriedades fisico-quimicas da amostra.
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Tabela 1. Técnicas analiticas empregadas na determinacéo de cobre (11).

Técnica Matriz da Faixa Linear Limite de
Analito Analitica amostra mg L™ deteccao Referéncia
Cobre FAAS? Aguardente 0,50-4,00 0,06 mgL* Labanca et
al., 2006.
Cobre Potenciometria Cachaca 0,063-6,3 0,03mgL™* Kiichler et
al., 1999
CueZn FAAS? Cachaca 0,0-5,0 0,06 mgL? Pinto et al,
2005
CueFe FAAS? Aguardente 0,0-10,0 0,04mgL* Catarino et
al., 2003.
Cobre Espectrometria Cachaca 0,2-20,0 0,06 mgL? Rocha et al.,
UV-vis” 2008.
Cu, Fee Zn XRF¢ Cachaca 0,0-18,0 10,9 ng mL™ Cunha et al.,
2004.
Cobre FAAS? Aguardente 0,0-20,0 0,001 mgL™* Lima Neto et
al., 1994
As,CuePb GFAAS® Cachaca 20-200 9,2 gl  Caldas et al.,
ngl™t 2007

FAAS? (Espectrofotometria de Absorcdo de Atémica por Chama), Vis® (Visivel); UV
(Ultravioleta), GFAAS® (Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica em Forno de grafite) e

XRF° (Espectroscopia de Fluorescéncia de Raio — X).

A partir da Tabela 1, dispomos de uma série de ferramentas para realizar analises,
tornando a escolha dentre elas um tanto dificil. Para selecionar um método analitico de
forma coerente é indispensavel definir claramente a natureza do problema analitico. Esta

definicdo requer conhecimentos prévios, tais como: a exatiddo necessaria, a quantidade de
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amostra disponivel, a faixa de concentracdo do analito, os componentes da amostra que
podem causar interferéncia, as propriedades fisicas e quimicas da matriz da amostra e a

guantidade de amostra a ser analisada.

3.4 Analise por Injecdo em Fluxo

Sistemas de analise em fluxo vém sendo utilizado para a mecanizacdo e
automatizacdo de analises quimicas. Esses sistemas sdo bastantes atraentes por ser
possivel a aplicacdo de praticamente todas as etapas que envolvem o processo de analise
guimica, tais como: amostragem, separacdes, diluicbes, pré-concentracdes, adicdo de
reagentes e por apresentarem grande potencialidade para a determinacdo de parametros
fisico-quimicos, como coeficientes de difusdo, viscosidade, capacidade complexante de

ligantes, parametros cinéticos e estequiométrico de rea¢des (Rocha et. al., 2000).

3.4.1 Classificacéo de Sistemas baseados em Analise em Fluxo

Os métodos de analise em fluxo compreendem todos os métodos analiticos que séo

baseados na introducéo e processamento de amostras em fluxos.
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Tabela 2. Classificacdo de métodos de analise em fluxo (IUPAC)

‘- Segmentado

Amostragem continua w

‘ N#o-segmentado |

Analise Al i
om e L — { Fluxo Segmentado — Analise em Fluxo Continuo (CFA)
Aspiracéo
—| da amostra |-
| Fluxo ndc-segmentado |
Amostragem - ‘ Analise (FIA) ‘
intermitente
Fluxo nac-
segmentado
Injecdo ] 3li
i | ‘ Analise (SIA) ‘
amostra

Monossegmentado (MSFA) |

FONTE: Zagatto et. al., 1994.

3.4.2 Evolucédo do Processo

Dentro deste contexto encontra-se a Analise por Injecdo em Fluxo (do inglés, flow injection
analysis - FIA) caracterizado por sua simplicidade, versatilidade, baixo consumo de
amostras e reagentes, aliadas a uma facilidade extrema de implantacdo em qualquer
laboratério em relacdo as metodologias convencionais.

A técnica FIA foi descrita pela primeira vez por Ruzicka e Hansen em 1975 (Reis,
1996). Os métodos de injecdo em fluxo sdo uma consequéncia dos procedimentos em fluxo
segmentados por bolhas de ar, que eram muito usados em laboratorios de andlise clinica
nos anos 1960 e 1970 para determinagdo automatica de uma variedade de espécies
guimicas em amostras de sangue e de urina (Skoog, 2002).

As primeiras aplicacdes de FIA ocorreram no Brasil (1975), em virtude principalmente

da colaboracao cientifica entre a Agéncia Internacional de Energia Atdmica e o Centro de

25



S6nia Maria da Cruz

Energia Nuclear na Agricultura (CENA) da Universidade de S&o Paulo, que permitiu a
permanéncia de Ruzicka por um ano no CENA, o qual em trabalho conjunto com
pesquisadores da secdo de Radioquimica e Quimica Analitica, instalou o primeiro sistema
FIA para analise rotineiras. Desde o principio houve a participacdo de pesquisadores
brasileiros, porém estes sO aparecem como co-autores a partir do terceiro artigo da série,
mas a maior parte dos experimentos que resultaram nas primeiras publicacfes, foram
realizados no CENA (Reis, 1996).

Desde o0 seu aparecimento até o momento, a analise por injecdo em fluxo é
amplamente adotada como uma ferramenta de auxilio na quantificacdo de espécies
guimicas em diversos tipos de amostras, destacando-se: aguas, biologicas, farmacoldgicas,
alimentos, bebidas, entre outros. A sua aplicagédo abrange mais de 8000 artigos publicados
nas mais diferentes areas (Miranda, 2002).

O encanto desta técnica é que ela possibilita trabalhar com microvolumes, e assim, o

sistema economiza amostras e reagentes e contribui muito para a quimica limpa.

3.4.3 Descricao do Sistema em Fluxo

A Analise por Injecdo em Fluxo (FIA) é uma técnica proveniente do melhoramento de
Sistema de Analise em Fluxo Segmentado (SFA), metodologia desenvolvida por Skeggs em
1957 e em alguns sistemas de fluxo ndo—segmentado nos quais aliquotas de amostras
percorrem o sistema em dire¢do ao detector, espagcadas aproximadamente por bolhas de ar.
A presenca dessas bolhas de ar no percurso analitico era essencial para limitar a disperséo
excessiva da amostra, para melhorar as condices de mistura entre amostra e reagente e
para minimizar os efeitos de memdria e lavar as paredes dos tubos de extenséo, evitando
desta forma a intercontaminagao entre amostras sucessivas (Arruda e Collins, 2005), Figura
6.
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CA L ALMO A FKD A
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Bobina de
mistura

Figura 6. Demonstracdo do processo de mistura por convecg¢do no modulo classico de
Andlise em Fluxo Segmentado (SFA). A= amostra; R= reagente.

As diferencas entre as técnicas de Analise em Fluxo Segmentado (SFA) e Analise

por Injecdo em Fluxo (FIA) estdo explicitas na Tabela 2 (Arruda e Collins, 2005).

Tabela 3. Diferenca fundamentada nos parametros de fluxo das técnicas.

Parametro SFA FIA
Introducdo de amostra Aspiragao Injecéo
Volume da amostra Mililitros (mL) Microlitros (uL)
Tipo de Fluxo Segmentado N&o-segmentado
Processo de mistura Conveccéo Dispersao

Com a proposta do conceito FIA, demonstrou-se que estas funcdes também
poderiam ser obtidas sem segmentacéo por ar. O desenvolvimento posterior indicou que a
auséncia de bolhas de ar ndo somente leva a um sistema mais simples como também
expande as potencialidades da anélise em fluxo resolvendo os problemas de dispersao e

contaminagao da amostra, assim nasce o FIA.
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Andlise por Injecdo Sequencial em Fluxo (do inglés, Sequential Injection Analysis
— SIA) é tida como a segunda geracdo de sistemas de Andlise por Injecdo em Fluxo. Foi
proposta em 1990 por Ruzicka e Marshall com a finalidade de simplificar mecanicamente os
sistemas FIA (Masini, 2008). A partir de 1977, ocorreu um desenvolvimento muito rapido da
metodologia FIA a comecar do préprio conceito e definicdo da técnica que tem evoluido ao
longo desses trinta e dois anos devido a sua grande versatilidade de aplicacbes (Reis,
1995).

3.4.4 Descricao do sistema de Analise por Injecdo em Fluxo

A técnica de Analise por Injecdo em Fluxo esta fundamentada em trés conceitos
basicos: a injecdo de um volume de amostra, a dispersdo controlada da amostra injetada e a
reprodutibilidade do sinal no tempo dos eventos que ocorrem desde a injecdo até a chegada
ao detector como ilustra a Figura 7 (Skoog, 2002).

inser¢do de amostra

c—t |E 0y || . \WW— Det —D

Dispersdo

Figura 7. Apés selecao de um volume de solugdo da amostra (A), este é introduzido em uma
solucéo transportadora (C) da amostra. Imediatamente, forma-se uma zona de amostra a qual sofre
dispersdo continua enquanto é transportada em direcdo ao detector. O sinal medido pode ser

registrado no instante da injecdo da amostra. B: Bomba peristéltica; D: Descarte; R: Reagente.
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O processo analitico consiste na insercdo de um volume discreto e
reprodutivel de uma amostra em fluido carregador ndo segmentado de uma solucao
transportadora através do percurso analitico em diregcdo a um detector. No entanto, uma ou
mais solucdes contendo reagentes confluem continuamente com o carregador, antes da
deteccdo. No decorrer do processo, a amostra sofre dispersdo na solucao transportadora,
produzindo uma zona de amostra caracterizada pela existéncia de gradientes de
concentracédo, fator esse responsavel pela mistura entre reagentes e amostras (Rocha et al.,
2000). E essencial controlar a dispersdo da amostra injetada para se evitar diminuicdo da
sensibilidade visto que, a dispersdo controlada compreende um processo reprodutivel de
diluicdo e mistura fisica que a amostra sofre durante todo o percurso analitico. O controle
da dispersdo também denominado de diluicdo da zona de amostra pode ser controlada pela
otimizacdo de varios fatores, tais como: volume injetado da amostra, as vazfes do fluido
transportador e dos reagentes, o comprimento da bobina de reacédo e o diametro interno da
tubulacédo (Arruda e Collins, 2005). Contudo a dispersdo em sistemas FIA é um processo
fisico-quimico dependente de um grande nimero de parametros, ndo podendo, portanto ser
guantificada em termos de um Unico valor.

Com relacdo a unidade de deteccdo podem ser empregados praticamente todos
aqueles usuais em quimica analitica como espectrofotbmetros na regido do
espectrometros de absorcdo atbmica, potencibmetros, condutivimetros, entre outros.
Parte importante no sistema de injecdo em fluxo é o registro do sinal analitico que é
geralmente registrado em forma de pico como demonstra a Figura 7, cuja area ou altura

de pico é proporcional ao teor da espécie quimica a ser determinada.

3.4.5 Componentes do Sistema FIA

Para a montagem de um sistema FIA, alguns componentes principais e
caracteristicos da técnica sao indispensaveis: unidade de propulsdo de fluido, tubos de
propulsdo, extensdo e conexdo, injetor e cela de fluxo adaptada ao detector. Além
desses, alguns acessorios sdo utilizados como: algas de amostragem, bobinas de mistura
e confluéncias. A depender do tipo e finalidade das analises, outros dispositivos podem se
tornar necessarios, tais como: desborbulhadores, celas de difusdo gasosa, extratores
liquido-liquido, celas de didlise, colunas de pré-concentracdo e banho termostéticos.
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Desta forma, efeitos de contaminacédo sdo minimizados, jA que ndo ha contato direto entre
a atmosfera do laboratorio e o local onde se processa o método analitico (Arruda e
Collins, 2005).

3.4.5.1 Constituintes

Os sistemas FIA € basicamente constituido por uma unidade propulsora de fluidos,
de insercéo de amostra, de reagao/mistura e de deteccdo. Opcionalmente, estas unidades
podem ser controladas por uma unidade de controle e aquisicdo de dados a qual pode

estar acoplada a uma unidade de processamento e arquivo (Reis, 1989).

a) Unidade propulsora de fluidos:

A unidade propulsora como mostra a Figura 8, € em geral, uma bomba peristéltica que
possui torque suficiente para manter a vazdo constante e controlada para propelir a
solugéo transportadora e 0s reagentes, mesmo que ocorram variagdes na impedancia
hidrodindmica do sistema. O emprego de outros dispositivos propulsores como pressao
através de gas comprimido, bombas de pistdo e acéo gravitacional tem sido propostos em

aplicacoes especificas (Arruda e Collins, 2005).

Figura 8. Bomba peristéltica com 4 canais

com cassetes e tubos de propulséo.
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b) Injetor

O injetor é o dispositivo fundamental do sistema de analise quimica por injecdo em
fluxo. E através dele que se introduz a amostra no percurso analitico

Para garantir uma elevada repetibilidade de sinal € importante inserir rapida e
reprodutivelmente um volume fixo de amostra no fluxo da solucdo transportadora,
evitando-se ao maximo sua perturbacédo (Skoog et al, 2006).

Varios tipos de injetores foram apresentados na literatura, sendo 0s mais comuns
os de valvula rotatéria desenvolvido por Ruzicka e Hansen e o injetor proporcional (ou
injetor comutador) desenvolvido pelos pesquisadores do CENA/USP. Este ultimo, além de
ser muito versatil, € muito facil de ser construido. Consiste em trés pecas de acrilico,
sendo duas fixas e um movel. A peca central pode ser deslocada em relacdo as laterais,
um passo para frente ou para tras, ou vice-versa. Por meio desse movimento o injetor

coleta a amostra e a insere no percurso analitico (Reis, 1999).

-

. Figura 9. Injetor proporcional de Figura 10. Parte fixa e mével do injetor proporcional.

6 vias com alca de amostragem.
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c) Sistema de transporte, Mistura e Reacéo:

O percurso analitico constituido de tubo de polietileno Figura 14 é a unidade do
sistema FIA onde ocorrem as etapas de reacdo e/ou mistura. Em sistemas simples, os
conectores empregados para entrada de reagentes, confluéncias e coalescéncias Figura
13 e reatores (ou bobinas) helicoidais Figura 15, além de cassetes e tubo Tygon como
mostra as Figuras 11 e 12, s&o os dispositivos mais comuns empregados, nesta unidade.
Sistemas mais elaborados incluem colunas empacotadas com reagentes em estado
sélido, geralmente imobilizado em resinas, camaras de diluicdo e agitacdo, camaras de
separacao de fases, extracdo com solvente, resinas de troca idnicas, silicas-gel, fornos de
microondas, reamostragem de zona dispersa e fluxo intermitentes (Arruda e Collins,
2005).

Tubos, acessorios e conectores:

_...-_nﬁ_
Figura 11. Cassetes com tubo de propulséo. Figura 12. Tubo Tygon.
Figura 13. Confluéncias polietileno Figura 14. Tubo de polietileno
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Figura 15. Bobina de Reacéo.

d) Detector e Celas de Fluxo:

No que diz respeito a unidade de medida, os detectores devem apresentar volume
morto e tempo de respostas compativeis com o sistema de deteccdo na Analise por
Injecdo em Fluxo. De acordo com a espécie a ser quantificada, tem sido empregados,
praticamente, todas as técnicas usuais em quimica analitica: espectroscopia e

eletroquimica (Arruda e Collins, 2005).

Figura 16. Detector Espectrofotométrico UV-Vis. Figura 17. Cela de fluxo.

33



S6nia Maria da Cruz

3.4.6 Classificacdo dos Sistemas

As configuracdes de sistemas de Analise por Injecdo mais elementar sdo o0s
sistemas de linha Unica, sistemas em confluéncia e sistemas de zonas coalescentes com
mostra a figura 18. O sistema FIA também pode ser executado com outras variaveis nos
sistema elementares. Exemplos dessas implementagbes sédo os sistemas com fluxo
alternativos, fluxos intermitentes, aprisionamento de zona de amostra e outros (Reis,
1996).

Figura 18. Configuracdes elementares de sistema FIA. (a) sistema linha Unica, (b) sistema em
confluéncia, (c) sistema com zonas coalescentes. R, reagente; S, amostra; L, bobina helicoidal; C,

carregador; D, detector e W, descarte (Reis, 1996).

3.4.6.1 Sistema em linha Unica

E o sistema mais simples (Figura 18.a), o qual ndo apresenta pontos de
confluéncia no percurso analitico, conforme a proposta original em 1975. O fluido
carregador € em geral, uma solucdo quimicamente inerte, cuja funcdo principal €
transportar a amostra injetada até a unidade de deteccdo, promovendo disperséo

controlada da amostra e posteriormente lavando o percurso analitico. Eventualmente, o
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fluido carregador pode ser uma solucdo reagente, o qual reage com a amostra devido ao
fendbmeno de dispersédo. Entretanto, nessa situacéo o reagente ndo € idealmente utilizado.

Sistemas de linha Unica sdo freqientemente empregados em conexdo com
espectrometria de absorcdo atdmica, potenciometria, métodos que nao requerem adicdo

de reagentes ou naqueles envolvendo alta diluicdo da amostra (Reis, 1996).

3.4.6.2 Sistema em confluéncia

A amostra € injetada em um fluido carregador quimicamente inerte, o qual
apresenta caracteristicas matriciais semelhantes a amostra. A adicdo de reagentes ocorre
via pontos de confluéncia (Figura 18.b).

As limitacdes dos sistemas em linha Unica foram resolvidas, adotando-se a adi¢édo
do reagente por confluéncia. O reagente adicionado por confluéncia, logo apos o injetor,
permite que cada fracdo da amostra receba a mesma quantidade de reagente.
Evidentemente, adicdo sequencial de reagentes pode ser conseguida em sistemas em
confluéncia.

A partir da confluéncia somam-se as vazoes do carregador e do reagente, entdo a
amostra é distribuida em um espaco maior que o ocupado anteriormente, o qual
corresponde a uma diluicdo. Neste caso, a amostra ocupa uma alca de amostragem mais
longa, e isso aumenta a dispersdo. E conveniente que se conheca em que extensio a

intensidade do fluxo confluente afeta a magnitude da medida (Reis, 1996).

3.4.6.3 Sistema com zonas coalescentes

Nestes sistemas, tanto a amostra como o0 reagente sao introduzidos
simultaneamente, com sua interacdo ocorrendo por confluéncia dos respectivos fluidos
carregadores (Figura 18.c).

O emprego de zonas coalescentes leva a uma economia significativa de reagentes,

uma vez que o reagente somente é consumido em presenca da amostra, sendo
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recuperado durante a lavagem do percurso analitico pelos fluidos carregadores. Zonas
coalescentes tem sido utilizada ainda, visando: maior estabilidade da linha base com
consequente melhoria na precisdo da medida, determinagdes simultaneas utilizando um
unico médulo de analise, sintese de reagentes instaveis fora do percurso analitico,
mecanizacdo do metodo das adi¢cdes de padréo, verificacdo do grau de interferéncia em
métodos analiticos sem a necessidade de se preparar um nimero excessivo de solucdes
padrdo misto, determinacdo de altas concentracdes de espécies quimicas sem preé-
diluicdo de amostras (Reis,1996).

3.5 Quimiluminescéncia

3.5.1 Breve Historico

A Quimiluminescéncia é conhecida desde a antiguidade, fenbmenos de emissao de
luz eram descritos em diferentes culturas e foram por muito tempo associados a mitos e
fantasias. Sendo os Gregos (Aristoteles, 384 — 322 A.C) e romanos 0S primeiros a
classificar e relatar as peculiaridades intrinsecas de seres luminosos como peixes
abissais, bactérias e fungos bioluminescentes.

Em 1669, o médico Hennig Brand, a partir da destilacdo exaustiva de uréia com
salitre, alcool e areia, produziu fésforo branco que, devido a sua interacdo oxidativa pelo
oxigénio do ar, produzia quimiluminescéncia (Stevani & Baader, 1999; Albertin et al.,
1998).

O primeiro composto organico sintético luminescente descrito foi a lofina (2,4,5-
trifenilimidazol), obtida em 1887 por Bronislau Radiziszewski que afirmou “a lofina néo
emite luz quando aquecida’ na auséncia de oxigénio, mas a sua reacao de auto-oxidacao
€ acompanhada por quimiluminescéncia. A partir destes resultados, em 1888, E.
Wiedemann conseguiu distinguir a quimiluminescéncia da incandescéncia, definindo
incandescéncia como “a emisséo de radiacdo pelo corpo negro” que ndo é um processo
guimico, mas fisico e a quimiluminescéncia como “a emissédo de luz que ocorre junto a

processos quimicos”.
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Em 1928, H. O. Albrecht elucida o mecanismo reacional da primeira reacéo
guimiluminescente oxidativa do luminol com peréxido de hidrogénio em meio bésico
(Albertin et al., 1998).

Além da lofina e do luminol existem outra substancias como lucigenina, isoluminol,
etanodioato de bis (2,4,6-triclorofenila), pirogalol e a luciferina participam também como
substratos de reac¢des quimiluminescentes, cujas formulas estruturais sdo apresentadas

na Figura 19.
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Figura 19. Compostos que participam como substrato de reagdes quimiluminescentes: lofina, 2.
Luminol, 3. Lucigenina, 4. Isoluminol, 5. Etanodioato de bis (2,4,6-triclorofenila), 6. Pirogalol e 7.

Luciferina.

3.5.2 Quimiluminescéncia e Quimica Analitica

A Quimiluminescéncia pode ser definida como: processo em que moléculas emitem
radiacdo eletromagnética com comprimentos de onda do ultravioleta ao infravermelho.

Diferentemente da maioria das reacdes que liberam apenas calor, essas reacdes geram
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produtos eletronicamente excitados, que emitem luz quando retornam ao estado
fundamental. Tais rea¢des sdo mais comuns em sistemas biolégicos ou dele derivado,
onde este fendbmeno é denominado de bioluminescéncia (Albertin, et al., 1998).

As reacdes quimiluminescentes podem ocorrer em fase sélida, liquida ou gasosa.
Esta ultima tem sido aplicada para determinacdo de poluentes inorganicos na atmosfera,
explorando reacdes com compostos de enxofre e de fésforo em chama rica em
hidrogénio, ou ainda, reacdes de Oxidos de nitrogénio com ozénio (Stevani & Baader,
1999). Atualmente, as principais aplicagbes da quimiluminescéncia como meio de
deteccdo em procedimentos analiticos, utilizam reacfes em fase liquida em meio aquoso
e ndo-aquoso em matrizes de interesse em diversas areas como biomédica, toxicoldgica
e ambiental (Ferreira & Rossi, 2002).

A quimiluminescéncia destaca-se dos demais métodos devido a ampla faixa de
resposta linear em funcdo da concentracdo. A precisdo e a sensibilidade em geral séao
altas devido a auséncia de fonte de radiacdo externa, reduzindo ou eliminando assim
problemas como luz difusa, espalhamento de luz, e ruidos provenientes da fonte. As
condi¢des do meio reacional ttm uma eficiéncia significativa na quimiluminescéncia como
o tempo de reacdo e a duracdo da radiacdo emitida que oscilam de periodos curtos em
menos de 1 s até periodos mais longo cerca de 1 dia. A mudanca de parametros
experimentais fisicos e quimicos tais como maneira de mistura dos reagentes,
temperatura, concentracfes de espécies reacionais ou interferentes, pH entre outros
fatores podem alterar na integra a emissao, podendo até mesmo extingui-la. Geralmente
ndo necessita de discriminacdo de comprimentos de onda, a instrumentacdo necessaria
para sua implementagcdo € relativamente simples, quando comparada com a de outros
métodos opticos (Ferreira & Rossi, 2002).

Para uma reacdo ser quimiluminescente, uma molécula no estado excitado deve
ser produzida durante o curso da reacdo. Trés fatores essenciais estdo associados ao
fenbmeno: a reacdo deve ser exotérmica, a fim de gerar energia suficiente para a
formacdo do estado eletrbnico excitado; deve existir um caminho de reacdo para a
formacéo do estado excitado; a molécula no estado eletronico excitado deve ser capaz de
perder energia como um féton ou capaz de passar esta energia para uma outra molécula
ativador (Nery & Baader, 2001).

Se uma molécula ou o seu produto de oxidacao for fluorescente, logo existe a
possibilidade de sua oxidacdo gerar quimiluminescéncia. Mas ha varias excecfes para

este principio, e geralmente uma reacdo de quimiluminescéncia ndo pode ser prevista.
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Portanto a exploracdo dessas reacdes na visdo da quimica analitica é restrita a um
limitado namero de sistemas ja estabelecidos, podendo ser destacados as reacdes com o
luminol (5-amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinadiona) e as rea¢cées com peroéxi-oxalatos. (Ferreira
& Rossi, 2002).

Tabela 4. Aspectos fisico-quimicos do luminol.

Formula Formula Massa Solubilidade  Conservagao
Estrutural Molar Molecular
Saolventes Em recipiente
NHy © proticos hermético e
xJn opaco.
s Solventes

| CeHeMsO2 17716 g/mol  gipolares apréticos
S~ _-NH

3.5.3 Sintese e Caracteriza¢cdo do Luminol

O luminol foi primeiramente descrito na literatura em 1928 por H. O. Albrecht e,
apesar de ser o composto luminescente mais familiar e com diversas aplicagfes, seu
mecanismo de reacdo de oxidacdo nao € inteiramente estabelecido. Sua reacdo com
oxidantes fortes, em meio aquoso alcalino, gera uma Iluminescéncia azul, com
comprimento de onda em torno de 431 nm. O oxidante mais utilizado € o perdxido de
hidrogénio e a reagcdo em meio aquoso sO ocorre na presenca de um catalisador (Ferreira
& Rossi, 2002).
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Metodologia:

A reacdo de nitracdo do anidrido ftalico 1 com uma mistura sulfonitrica forneceu
uma mistura dos acidos 4-nitroftalico e 3-nitroftalico 2. O acido 3-nitroftalico 2, apoés
separacao por recristalizacao, foi convertido no composto 5-nitroftalhidrazina 3 através do
aquecimento na presenca de sulfato acido de hidrazina em dietilenoglicol. A posterior
reducdo do composto 3 com estanho e acido cloridrico concentrado sob aquecimento,

forneceu o luminol 4 (5-amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinadiona)(Albertin et al., 1998).

HO, O WH, ©

o NO, ;
H.50 JHNO; COM L aOHH.O i SnHCI conc. s
. NH ] WH
0%, COH ) HaNMNH, H, 80 f=215°0: 100
© o}
1 2 (20%) 3 (50%) 4(22%)

Figura 20. Sintese do luminol a partir de reagentes de baixo custo e acessiveis.

3.5.4 Quimiluminescéncia na Oxida¢cao do Luminol

A reacdo quimiluminescente mais utilizada em aplicacfes analiticas é a oxidacao
de 5-amino-2,3-diidro-1,4-ftalazidiona (luminol). Além do luminol, é necesséario para
ocorréncia de quimiluminescéncia um reagente oxidante como o peroxido de hidrogénio,
oxigénio molecular ou hipoclorito e geralmente um catalisador. A reacdo é mais eficiente
em meio alcalino, podendo ser realizada em solventes proticos como a agua ou solventes
apréticos como o dimetilsulfoxido dentre outros. No entanto, 0 mecanismo da reacdo €
diferente nos dois tipos de solvente. A reacgdo de luminol com perdxido de hidrogénio em
agua necessita de um catalisador redox; como existe uma grande variedade de metais de

transicdo esse pode ser utilizado com essa finalidade. Este catalisador oxida a base

40



S6nia Maria da Cruz

correspondente do luminol 1 em duas etapas de um elétron para a diazoquinona 2 a qual
sofre ataque pelo anion de peroxido de hidrogénio, formando o endo-peroxido 3. Este
ultimo perde nitrogénio uma molécula muito estavel e forma o dianion do &cido 3-
aminoftalico estado excitado 4, o qual decai para o estado fundamental, acompanhado
pela emissdo de fluorescéncia do 3-aminoftalato a 431 nm como mostra a figura 25
(Albertin et al., 1998).

0 NH; ©
NH N (n=1)+
| - - nt 1 2H,0
NH T O20H" + 2M _ @EN + 2M + Z2H
0 0

H0  + ©o—0H

NH,

Figura 21. Proposta mecanistica de Albertin et al. Para a reacdo quimiluminescente do luminol em
meio alcalino e na presenca de um ion de metal de transicdo (M ™), utilizando o perdxido de

hidrogénio como agente oxidante.

3.5.5 Aplicacdo Analitica da Quimiluminescéncia do Luminol

As principais aplicacdes analiticas da quimiluminescéncia envolvem reacdes nas
guais o analito participa diretamente da reacdo quimiluminescente como reagente,
catalisador ou modificador, h& casos nos quais a analise é feita de maneira indireta, isto &,
0 analito participa da geracdo ou consumo de espécies que participam da reacdo. Dentre

as principais aplicacdes analiticas destacam-se as determinacdes de ions metalicos,
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anions inorganicos, biomoléculas, substancias carcinogénicas e drogas em diferentes
matrizes ambientais e clinicas, sendo que as analises apresentam resultados bastante
precisos e com baixos limites de deteccao (Ferreira & Rossi, 2002).

Sao inumeras as técnicas analiticas que utilizam a deteccdo de intensidade de
guimiluminescéncia. As técnicas que mais utilizam a quimiluminescéncia do luminol sao
0s métodos de andlise por injecdo em fluxo, inclusive com reagente imobilizado, os
métodos de separacdo cromatografica e os métodos de imunoensaios. Outras técnicas
gue recebem destaquem sdo aquelas que utilizam o monitoramento estatico de

guimiluminescéncia, biossensores e eletroquimiluminescéncia (Ferreira & Rossi, 2002).

42



Sénia Maria da Cruz

CAPITULO IV

Pré-concentragdo e o uso da Silica-gel
organofuncionalizada como agente
sequestrante para metais



So6nia Maria da Cruz

Pré-concentragéo e o uso da Silica-gel Organofuncionalizada como

agente seqlestrante para metais

4.1 Pré - concentragcéo e Extracdo em fase solida

Apesar dos avancos instrumentais ocorridos nas Ultimas décadas, a
determinacdo dos analitos diretamente na solucdo da amostra apresenta varios
inconvenientes e por isso, o desenvolvimento de metodologias analiticas de separagéo
e pré-concentracdo da amostra demonstra ser uma area muito promissora (Bianchin, et
al.,, 2008; Stalikas, 2002).

A extragdo em fase solida (EFS) € uma técnica muito empregada para extragéo
e/ou pré-concentragcdo de analitos presentes em matrizes complexas. O principio da
EFS envolve a partigdo do analito entre duas fases, uma fase liquida (amostra) e uma
fase sélida (sorvente) (Barrionuevo & Langas, 2001). A EFS ocorre em 5 etapas:
ativacao do sorvente para deixar os sitios ativos disponiveis; condicionamento do
sorvente com solvente adequado para ajustar as forgas do solvente de eluigdo com o
solvente da amostra; introdugdo da amostra, quando ocorre a retengdo do analito e as
vezes de alguns interferentes; limpeza da coluna para retirar os interferentes menos
retidos que o analito e por fim a eluicdo do analito (Queiros et al., 2001).

A pré-concentracdo de analitos em fases soélidas utiliza processos que,
primeiramente, envolvem a retengdo dos mesmos em materiais adsorventes, ou seja,
esse analito é retirado de uma solugdo diluida passando para a superficie de um
material adsorvente.

Posteriormente, a retengdo do analito ocorre a eluicdo do mesmo através da
utilizacdo de um solvente apropriado, s6 que em menor volume, quando comparado
com o volume inicial de amostra, desta forma, ocorrendo a pré-concentracao.

Mais especificamente é possivel dizer que a pré-concentragdo ocorre quando

existem interagbes de quimiossorgcao através da formagao de ligagao ibnica originando
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processos de troca ibnica ou formagao de ligagdo covalente (quelagdo) entre o
adsorvente e adsorbato (Ruthven, 1984).

Utiliza-se o processo de quelagcdo para formar um complexo envolvendo o
analito e um ligante, o complexo formado pode ser entdo pré-concentrado utilizando-se
uma coluna preenchida com material adsorvente que retira esse complexo da
suspensao incorporando-o temporariamente para posterior eluigio com um solvente
apropriado (Bianchin, et al., 2008).

Estas diferentes possibilidades permitem uma melhor seletividade para os
analitos, possibilitando a separacao e a pré-concentragdo de uma espécie de interesse
numa matriz de natureza mais complexa (Queiros et al., 2001).

As principais vantagens da pré-concentragdo empregando extracdo em fase
sélida sdo: a concentragcado do analito € significativamente aumentada, melhorando o
limite de deteccédo; a sensibilidade e/ou a seletividade; separagado prévia das espécies
interferentes na matriz da amostra; possibilita a automacdo empregando sistemas em
fluxo e diferentes sorventes podem ser utilizados como: resinas poliméricas trocadoras
de ions, materiais modificados como: ceramicas, feltros, membranas contendo grupos
quelantes, zedlitas, silica gel funcionalizada com grupos quelantes como a

aminopropilsilano dentre outros sorventes (Prado & Faria, 2005).

4.2 Extracdo da fase solida em Sistema de Fluxo

A espectrofotometria UV-vis ndo apresenta sensibilidade consideravel para a
quantificacdo de metais em baixas concentragdes, requerendo desta forma, estratégias
para melhorar seu desempenho analitico. Para solucionar esta limitacédo, etapas de pré-
concentragao tém sido empregadas com éxito ao longo dos anos.

A facil adaptagdo de mini-coluna para pré-concentragdo em sistema em fluxo
recebeu grande destaque devido a facilidade operacional em relagdo as demais

técnicas e a robustez dos equipamentos (Facchin & Pasquini, 1997).
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No Sistema de Analise por Injecdo em Fluxo (FIA), um volume adequado da
solugdo da amostra em condicbes previamente otimizadas, € injetada no sistema
através de uma bomba peristaltica. A espécie analitica presente na amostra ao passar
pela mini-coluna preenchida por silica gel é extraida pelos sitios ativos do material
extrator e a quantidade de analito retido na coluna € proporcional a vazao da amostra e
ao tempo de pré-concentragdo. O analito é extraido da mini-coluna com o auxilio de um
eluente apropriado, onde a solugao resultante contendo o analito € deslocado até um
detector e o sinal analitico € monitorado (Bianchin et al., 2008).

O uso de mini-coluna (como pode ser vista na Figura 22) € um procedimento
utilizado para a extracdo de elementos tragos em varios tipos de amostras. As
vantagens mais importantes deste método sédo a facil adaptacdo em sistema de pré-
concentragao em linha, o uso de pequenas quantidades de eluente e a disponibilidade

de varios sorventes (Bianchin et al., 2008).

T

Figura 22. Diagrama esquematico de uma mini-coluna tipica onde: T € o tubo de Tygone P é o

tubo de polietileno usado como conexao, S é o material sorvente, F é o filtro (1a de vidro).
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4.3 Fundamentos da Adsorc¢ao

A adsorcao é definida como sendo um processo de transferéncia de massa no
qual uma ou mais substancias (adsorvato) presente em uma corrente gasosa ou liquida
é transferida de forma seletiva para a superficie de um sdlido poroso (adsorvente).
Chama-se de adsorvente a fase que adsorve e de adsorvato, o material concentrado ou
adsorvido (Alves, 2007).

A adsorgcdo esta intimamente ligada a tensdo superficial das solugbes e a
intensidade deste fenbmeno depende da temperatura, da natureza e da concentragao
da substéncia adsorvida, da natureza e estado de agregacédo do adsorvente (o soélido
finamente dividido) e do fluido em contato com o adsorvente (o adsortivo) (Ruthven,
1984).

Levando-se em conta que a tensdo superficial € um fenbmeno de superficie,
entdo a influéncia do soluto na tensao superficial de uma solu¢cdo dependera da maior
ou menor concentragao deste soluto na superficie da solugdo. Quanto maior a presenca
de soluto na superficie da solugdo, menor a tensdo superficial da solugado e mais
facilmente o soluto sera adsorvido pelo sdlido. Se for o inverso, quanto menor a
concentragdo do soluto na superficie da solugdo, maior a tensido superficial e
dificiimente o soluto sera adsorvido pelo sélido. Desta forma, quanto maior for a
tendéncia de um soluto em diminuir a tensdo superficial, maior sera a tendéncia do
mesmo em se dirigir a superficie da solugao (Ruthven, 1984).

Na pratica, porém, ndo se faz necessaria a presenca de um solido adsorvente
para que se possa dizer que esta havendo adsorcdo. O fato de o soluto ter a
capacidade de diminuir a tensao superficial da solu¢do em relagdo a do solvente puro ja
faz com que ele possua tendéncia espontanea de dirigir-se para a superficie da
solugao, e so esse simples fato ja caracteriza o fendmeno de adsorgéo. Entdo, o soluto
esta sendo adsorvido pela superficie da solugéo.

No campo da sorgao sélida, podem-se distinguir os processos quimicos e fisicos,

dependendo da natureza das forgas que provocam a adsorgao.
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A adsorcdo quimica, ou quimissorcdo, € assim denominada porque neste
processo envolve a transferéncia ou compartilhamento de elétrons entre o adsorvato e
0 adsorvente, como em compostos quimicos. Como uma reagao quimica ocorre entre o
adsorvato e o adsorvente, um novo composto é formado na superficie do sdélido. A
ligacdo de uma substancia quimissorvida sobre a superficie do adsorvente € em geral
muito forte o que torna o processo praticamente irreversivel. Assim a substancia
quimissorvida ndo pode retornar a condig¢ao inicial através da dessorcdo, seja pelo
aumento da temperatura ou pela diminuicdo da pressao do sistema. Durante a
quimissor¢gao as moléculas das substancias removidas sao ligadas a superficie do
sélido de modo que somente a camada superficial reage e as camadas internas do
adsorvente permanecem inutilizadas (Ruthven, 1997).

A adsorgéo fisica, de acordo com Bretschneider e Kurfurst (1987), ocorre quando
as moléculas de uma substancia sao retidas na superficie de um soélido adsorvente,
devido a existéncia de forgas fisicas, em especial as de Van der Waals (dipolo-dipolo,
dipolo induzido-dipolo e dispersao), sem a ocorréncia de reagao quimica. Neste tipo de
adsorcao, a superficie do adsorvente é coberta com uma camada de moléculas do
adsorvato e sobre esta camada outras podem ser depositadas. Este tipo de fenbmeno é
muito rapido e permite a recuperacdo do adsorvato através do processo inverso
(dessorgdo), por diminuicdo da pressdo ou aumento da temperatura do sistema,
permitindo assim a recuperagao do adsorvato e regeneragdo do adsorvente para
posterior reutilizacdo. Segundo Rousseau (1987), a recuperagao do adsorvato através
da dessorcao é possivel porque na fisica as forgas de atragdo envolvidas sdo mais
fracas que as ligagbes quimicas.

Na adsorcao, a escolha do sélido adsorvente € um ponto determinante para se
alcangar alta eficiéncia no processo. Em geral, todo material sélido tem alguma
capacidade de adsor¢cdo. Entretanto, existem poucos solidos que possuem
propriedades adequadas para serem usados com adsorventes, em processos

industriais de separagao ou no tratamento de efluentes (Heumann, 1997).
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4.3.1 — Materiais adsorventes mais utilizados

De uma maneira geral, um bom adsorvente deve aliar caracteristicas como baixo
custo, seletividade, alta area superficial interna, resisténcia mecanica, etc.

Como a adsorcdo € um fendbmeno essencialmente de superficie e para que um
adsorvente tenha uma capacidade adsortiva significante esse deve apresentar uma
grande area superficial especifica, o que implica em uma estrutura altamente porosa.
As propriedades adsortivas dependem do tamanho dos poros, da distribuicdo do
tamanho dos poros e da natureza da superficie solida. Adsorventes comerciais mais
utilizados atualmente sao: zedlitas, o carvao ativado sendo o mais comumente utilizado,
a silica-gel, a alumina ativada e as peneiras moleculares (Ruthven, 2000).

Os adsorventes amorfos como: carvao ativado, silica-gel e alumina — apresentam
areas especificas entre 200-1000m?%g, e uma faixa de distribuicdo de tamanho de poros
bem ampla, enquanto que as peneiras moleculares, por serem materiais cristalinos
apresentam um tamanho de poros de ordem de grandeza molecular definido pela

estrutura cristalina, e que praticamente n&o varia.

4.3.2 Equilibrio de Adsorcao

A tecnologia de adsorgdo exige certo conhecimento tanto dos processos de
equilibrio como dos cinéticos.

O tempo necessario para que o sistema atinja o equilibrio € o primeiro passo
para a investigacdo do comportamento deste, e pode ser verificado através do estudo
da cinética da adsorgéo.

O comportamento do sistema em equilibrio pode ser investigado através das
isotermas de adsorc¢ao.

Para elucidar o processo adsortivo, diversas equacdoes de estado foram

propostas para descrever o equilibrio termodindmico, denominado isotermas de
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adsorcao, que correlaciona a temperatura, a pressdo e a concentragcdo da fase
adsorvida (massa adsorvida/massa de adsorvente) em um sistema fechado. As teorias
basicas mais conhecidas sao: Lei de Henry, valida para processos adsortivos de baixa
concentragdo em uma superficie uniforme, onde o equilibrio entre a concentragcao do
fluido e da fase adsorvida pode ser considerado linear; Modelo de Langmuir, que
considera o processo de adsor¢gdo em camadas monomoleculares e em equilibrio
dindmico, ou seja, a taxa de adsorgdo das moléculas é igual a taxa dessorgdo na
superficie; Teoria de Gibbs; que se baseia na lei dos gases ideais, na qual o adsorvato
é tratado como microscépio e bidimensional, ou seja, o volume é trocado pela superficie

e a pressa pela, entdo chamada, pressao bidimensional (Ruthven, 1997).

4.3.3 Cinética de Adsorcao

Depois de conhecido o equilibrio de adsor¢ao entre os componentes da mistura
a ser separado, o proximo passo para a modelagem e projeto de tal processo é
conhecer as resisténcias a transferéncia de massa na particula do adsorvente.

Um adsorvente poroso em contato com uma fase fluida pode apresentar trés
diferentes resisténcia de massa: resisténcia no filme externo a particula, resisténcia a
difusdo nos macroporos e resisténcia a difusdo nos microporos. Dependendo das
caracteristicas de cada sistema particular, uma destas resisténcias pode ser dominante,
sendo as demais despreziveis, ou pode ter-se a necessidade de considerar uma
combinacao de tais fatores (Ruthven, 1984).

A resisténcia a transferéncia de massa no fluido externo relaciona-se com as
caracteristicas hidrodindmicas do sistema, que determinam a camada laminar que
envolve a particula solida. Na regido macroporos os mecanismos de difusdo podem ser
diversos, entre os quais: difusdo molecular, difusdo Knudsen, difusdo na superficie e
fluxo Poiseulle. Em fase gasosa a difusdo Knudsen e a difusdo na superficie sdo os
mecanismos dominantes, enquanto que em fase liquida a difusdo molecular parece ser

a mais importante (Ruthven, 1984). A difusdo nos microporos esta associada com
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efeitos estéricos e interagdes de campo potencial entre a molécula e os canais
microporos que tomam a mesma ordem de grandeza. S&o varios métodos
experimentais e/ ou correlagbes existem na literatura para estimular parametros de
transporte de massa. Deve-se ter um conhecimento prévio das caracteristicas do
sistema que se esta trabalhando para que tais efeitos de resisténcia a transferéncia de
massa possam ser avaliados. E comum em sistemas reais agrupar os efeitos acima em

uma uUnica constante de transferéncia de massa, considerando-se resisténcias em série.

4.4 Aspectos gerais: Silica gel

Nos ultimos anos, o estudo das propriedades de superficie de solidos
inorganicos, principalmente dos porosos, tem aumentado consideravelmente. Varios
trabalhos vém sendo desenvolvidos visando modificar a superficie de sélidos, com o
objetivo de dota-los de propriedades especificas. O que atrai os pesquisadores em
modificar a superficie de um sdlido, aparentemente inerte, € aproveitar-se dessas
propriedades fisicas e quimicas especificas, tornando possivel que se utilizem essas
matrizes solidas modificadas em diversas aplicagdes tecnoldgicas (Sousa et al., 2007).

O interesse nesses materiais € devido a diversidade de aplicagbes encontradas
nos diversos campos da ciéncia como a pré-concentracdo de tracos; catalise;
separagao cromatografica; troca ibnica; biotecnologia; industria de vidro entre outras
areas (Arakaki e Airoldi, 1999).

Os solidos utilizados como suportes nas modificacbes envolvem materiais
organicos, como celulose e quitosana, e inorganicos como o vidro, a argila e a silica.

Dentre os mais variados materiais porosos, grande atencéo esta sendo dado a
silica gel funcionalizada com grupos que apresentam carater ligante. A imobilizagédo
desses grupos geralmente é efetuada através da reagao entre os grupos silandis (Si-
OH) da superficie da silica e o0s compostos organicos derivados de
alquil/ariltrimetodxissilano. Um dos procedimentos mais comuns nessas modificacdes € a

reagao quimica com organossilanos (X3SiR), onde R € um radical organico contendo
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grupos funcionais com caracteristicas especificas, e X € o grupo —OC,;Hs ou —OCHj5
(Arakaki e Airoldi, 1999). Tanto a qualidade como a durabilidade desses materiais
silanizados dependem da natureza da ligagcao dos organossilanos com as superficies, e
as suas propriedades determinam as possiveis aplicagdes ja mencionadas.

As modificagdes ocorrem na superficie da silica-gel de acordo com os grupos
funcionais existentes no material de origem, no caso os grupos hidroxilas (Airoldi e
Farias, 2000).

Entre os materiais obtidos da modificagcdo da superficie da silica-gel, os mais
estudados e usados em maior escala, possuem moléculas organicas dispostas em uma
monocamada sobre a superficie, estando estas moléculas ligadas covalentemente ao
suporte.

Os adsorventes inorganicos modificados vém ganhando destaque devido ao fato
fisico de apresentarem caracteristicas cinéticas mais favoraveis e estabilidade
termodinédmica superior aos adsorventes inorganicos. Dentre esses adsorventes, a
silica-gel modificada quimicamente com compostos organicos tem sido objeto de muita
pesquisa por apresentar-se sob uma grande variedade, com diferentes areas
superficiais e diametros de poros, além de possuir certa facilidade no que se refere as
suas modificacbes quimicas de superficies. Por esse motivo, e diante da diversidade
desses materiais, as investigacbes das caracteristicas quimicas desse sorbente, tanto
em meio aquoso como nNao aquoso, € a elucidagcdo das muitas leis que ministram os
processos de quimissorgdo com a participacado dos centros da silica-gel, sdo de grande
importancia (Airoldi e Farias, 2000).

Outra aplicacdo dos compostos de silicio sdo os zedlitos, uma subclasse de
peneiras moleculares, que sdo exemplos de aluminossilicatos com grande importancia,
ja que podem ser utilizados amplamente como catalisadores heterogéneos.

A silica gel € um polimero inorgéanico, constituido de grupos siloxanos (Si-O-Si)
em seu interior e de grupos silandis (Si-OH) em sua superficie.

Como a superficie da silica gel (SiO,) € recoberta por grupos silandis, que séo
responsaveis pelo comportamento quimico de sua superficie, estes, exercem
importante fungdo nos processos de adsorgéao.

A presencga destes grupos silandis foi detectada pela primeira vez em 1936 por

Kiselev. Muitos estudos foram desenvolvidos, no intuito de se verificar o nimero de
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grupos presentes na superficie da silica gel, representado por aon, que normalmente é
expresso por unidade de area superficial em nm?.

Zhuravlev, ao estudar amostras de silica, utilizando o método de troca de
deutério acoplado a espectrometria de massa, chegou a um valor aproximado de don
que é 5,0 OH/nm?. Este valor é considerado como uma constante fisico-quimica da
silica, uma vez que este resultado independente da origem do material ou das suas
caracteristicas estruturais, como area superficial, tipos de poros, empacotamento das
particulas e tamanho dos poros. Este valor &€ confirmado pela gravimetria (Farias &
Airoldi, 2000).

Um dos principais fatores determinantes da reatividade da superficie da silica é a
distribuicdo dos grupos silandis que ndo se apresenta de forma regular, cuja
representagdo esquematica de distribuicdo aleatéria pode ser vista na Figura 23,
gerando uma irregularidade na densidade eletrénica, acarretando um comportamento
acido, conhecido como acido de Br®nsted, cuja acidez exibe um pk, ~ 7. Os sitios
acidos assim formados sao responsaveis pelo controle de reatividade que ocorre na
superficie da silica (Farias & Airoldi, 2000).

O O |0 O
tamt | () o 8 O O
QO | O O
1 nm?
= superficie da silica gel Q = grupo silanol

Figura 23. Distribuigdo de grupos silandis na superficie de 1 nm? de silica.
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4.5 Modificacbes da superficie da silica gel

As modificagbes da superficie da silica gel através de ligagdo quimica envolvem
uma reagao entre este material, através da reatividade quimica dos grupos silandis e
um agente modificador adequado. Essas reagdes com agentes modificadores envolvem
em geral, moléculas de organossilanos (alcoxissilanos e clorossilanos). Esta reagao de
silanizagdo da superficie possibilita a introdu¢cao de moléculas organicas, que possuem
grupos funcionais coordenantes. Neste trabalho foi realizada reacédo de modificagao da
superficie da silica gel, utilizando como agente modificador (agente sililante) a molécula
3-aminopropiltrimetoxissilano.  Na reagdo entre aminopropiltrietoxisilano (APTES),
que € um dos agentes sililantes mais utilizados com silica, uma monocamada é formada
pela rapida adsorcdo de moléculas do silano na superficie, independente da
concentragao inicial de APTES, sendo que cada molécula deste agente sililante cobre
uma area de 0,64 nm? (Farias & Airoldi, 2000).

Aminas e compostos de estanho sao catalisadores para a reacdo de
alcoxissilanos com superficies de minerais. Silanos aminofuncionais sao auto-
catalisadores, mas alcoxissilanos n&o aminados s&o mais facilmente ligados na
presenga de pequenas quantidades de amina organica ou de um organossilano
aminofuncional.

Alguns cuidados devem ser tomados na ativagao da silica, pois a temperatura
acima de 200°C (473K) os grupos silanodis se condensam formando os grupos siloxanos
(Airoldi e Farias, 2000; Sousa et. al., 2007).

A baixa temperatura de pré-tratamento a superficie da silica apresenta uma
pequena quantidade de grupos silandis, mas aquecendo-se até cerca de 700°C, a
superficie passa a ser formada basicamente por hidroxilas livres, sendo que, acima de
800°C, a condensagao dos silandis ¢ irreversivel.

Os grupos silandis, para a maior parte das moléculas adsorvidas, costumam
apresentarem-se como sitios de adsorcdo mais fortes, e as baixas pressdes, estes
sitios sao responsaveis pela maior parte dos processos de adsorcdo ocorridos. Os

siloxanos também podem mostrar-se reativos em alguns tipos de reagdes, como na
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adsorcao dissociativa do diborano, B;Hg, sendo que apds essa adsor¢gdo do diborano
nos grupos siloxanos, o borano reage com os silandis da silica liberando hidrogénio
(Farias & Airoldi, 2000).

Pode-se preparar silica gel pura, dopada ou funcionalizada, através do método
sol-gel, podendo-se controlar o didametro das esferas e area superficial da silica obtida.
Pode-se também preparar silica partindo de solugdes supersaturadas de acido silicico.
A desidratagao ou presenca de moléculas quimissorvidas, exercem um efeito que fica
evidenciado nas propriedades da silica gel (Arakaki & Airoldi, 1999).

Na reacdo de modificagdo da superficie da silica gel, o agente modificador,
genericamente representado por (RO)s Si(CH2)3X, sendo R um radical alquila e X
representa uma fungdo organica do tipo Cl, SH, NH,, NCO, NH(CH),, dentre outros,
pode ligar-se aos grupos silandis de diferentes maneiras, formando ligagbes
monodentada, bidentadas ou tridentadas, conforme pode ser visto na figura 26. No
entanto as formas mais comuns de ligagao sao do tipo mono e bidentadas (Airoldi &
Farias, 2000).

Os suportes inorganicos sintéticos ou naturais contém dispersos por toda
superficie uma elevada densidade de grupos silandis sensiveis ao efeito de reagdo que
pode provocar o agente sililante. Desta forma, a silica gel provinda de varias fontes
sintéticas € uma das superficies inorganicas mais extensivamente investigadas. A esse
fato que impulsionou o notavel avango no campo da imobilizagao, superando facilmente

os demais materiais inorgénicos (Arakaki e Airoldi, 1999).
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Figura 24. Diferentes formas de ancoramento dos organossilanos na superficie de um suporte
contendo grupos silandis: a) monodentados; b) bidentados e c¢) tridentados. Onde o X
representa o grupo funcional pendente na cadeia do organossilano e R representa o grupo

alcoxido.

4.6 Vantagens do uso da silica organofuncionalizados

A silica gel (SiO;) esta entre os adsorventes inorganicos mais utilizados. A
vantagem do uso da silica é ser térmica e mecanicamente estavel, podendo ser
submetida a altas pressdes sem danificar sua estrutura. Uma outra vantagem é o fato
de ser disponivel comercialmente com alto grau de pureza, a custos relativamente
baixos e ter dimensdes de areas e poros variados. Isso vem a facilitar a obtencéo de
silicas quimicamente modificadas com os mais variados grupos funcionais.

A utilizagdo de silica gel como suporte para imobilizar grupos organofuncionais
apresenta algumas vantagens quando comprada com os suportes organicos. Podem-se
destacar alguns aspectos, como: i) a silica pode ser modificada por uma variedade de
agentes sililantes; ii) os grupos organofuncionais ancorados na silica reagem mais

rapidamente do que quando ancorados em suportes organicos; iii) a silica tem pequena
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tendéncia ao inchamento, quando comparado aos suportes organicos poliméricos; iv) a
silica organofuncionalizada possui uma elevada estabilidade térmica, mecénica e
resisténcia a radiagao.

Essas propriedades sao importantes para a aplicagdo especifica do material para
fins analiticos, como a sor¢do de metais, cromatografia, troca idnica, entre outros
(Arakaki & Airoldi, 1999).

4.7 Materiais modificados organofuncionalizados: Aplicacdes

O desenvolvimento do campo de sintese de novos agentes sililantes impulsionou
0 processo de organofuncionalizagdo da superficie de silica gel, sendo envolvida uma
variedade de fungbes orgéanicas inseridas nas cadeias e ancoradas covalentemente ao
suporte (Arakaki & Airoldi, 1999).

A presenca de centros nucleofilicos nos agentes sililantes confere a superficie da
silica organofuncionalizada a capacidade de sequestrar metais, uso em catalise, como
trocador de ions, aplicagdo em cromatografia, aplicagdo industrial, como exemplo
separacdo de misturas, processos cataliticos, purificagcdo da agua e tratamento de
efluentes industriais, entre outros processos.

Entre os agentes sililantes mais simples, o 3-mercaptopropiltrimetoxissilano tem
sido muito utilizado na adsorgdo de cations. Porém as silicas ancoradas com o
cloropropil e o aminopropil sdo mais amplamente utilizados pelas facilidades em ampliar
nao s6 a cadeia organica, como também em aumentar o numero de centros basicos

nas mesmas (Airoldi & Farias, 2000).
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4.8 Imobilizacéo de cations

Uma aplicagao bastante importante esta direcionada em modificar a superficie de
um suporte com grupos funcionais com caracteristicas quelantes para a pré-
concentragao de metais. O procedimento consiste em percolar a solugdo que contém os
ions a serem analisados numa coluna contendo a silica funcionalizada ou dispersar o
suporte na solugdo contendo os ions sob agitagdo. A etapa seguinte € a analise dos
ions retidos que pode ser feita através de espectrofotometria de absorcdo atdémica ou
ainda por titulagdo complexométrica com EDTA (Arakaki, et al., 2002).

A imobilizagdo de cations metdlicos sobre a superficie da silica gel ocorre
quando este suporte tem a sua superficie modificada, geralmente através de processos
sucessivos de reagdes dotados de caracteristicas especiais.

O uso de aminas primarias ligadas covalentemente a superficie da silica gel
desperta bastante interesse devido as possiveis e subseqlientes reacdes que podem
ser feitas no intuito de conferir mais especificidade a silica gel. A silica modificada com
grupo organico, no caso aminopropiltrimetoxissilno — APTES confere a superficie a
capacidade de sequestrar metais devido a presenca do par de elétrons livres do atomo
de nitrogénio. A mais essa superficie pode sofrer reagcdes subsequentes substituintes
nucleofilicos, com a finalidade de aumentar essa capacidade de adsorgdo de metais
(Espinola et al., 2002).
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Objetivos

OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica alternativa a metodologia oficial sugerido
pela AOAC para determinagao do teor de cobre (ll) em amostra de cachaga usando
pré-concentragdo em mini-coluna com silica organofuncionalizada, associado a FIA

com deteccdo Quimiluminescente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a estabilidade do sinal do luminol, reagente quimiluminescente nas
condicdes experimentais para obtencao de maior sensibilidade, vida util do reagente e a
obtencao da curva analitica;

O estudo da variagdo da a eficiéncia da silica 3-aminopropiltrimetoxissilano
(APTES) em cachaga, otimizando o tempo de pré-concentragdo, a vazao com a pré-
concentragcdo do eluente e da solugcdo transportadora e suas influéncias no sinal

analitico, o volume do eluente injetado e obtengao da curva analitica.
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CAPITULO YV

Metodologia Experimental
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Metodologia Experimental

5.1 Equipamentos e Acessoérios:

° Espectrofotdbmetro Fento 600 S;

° Cela de fluxo em espiral;

° Tubos de bombeamento Tygon® de: 0,76; 1,30 e 1,52 mm de didmetro interno;
° Pipetas Eppendorf de volume variavel,

° Ponteiras de pipetas Eppendorf;

° Balancga analitica MICRONAL MARK 200;

° Bomba peristaltica ISMATEC DIGITAL com 8 roletes;

° pHmetro MARTE MARK 2000;

° Vidrarias em geral;

° Espatulas de aco inox.

5.2 Reagentes e Solugoes

Todos os reagentes utilizados s&o de grau analitico, P. A., da Vetec e as
solugdes foram preparadas com agua destilada devido a indisponibilidade da agua
mais pura como a deionizada para analise, pois a agua pura minimiza o efeito de
interferéncia, contudo, a analise do sinal obtido pelo uso das solugbes sem a

presencga do analito (branco) ndo apresentou valores detectaveis.
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5.2.1 Reagentes utilizados no experimento

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Acido cloridrico concentrado, HCI, MM = 36,46 g mol™;

Alcool etilico, CoHsOH, MM = 46,07 g mol™;

Bicarbonato de sédio, NaHCO3;, MM = 84,01 g mol™:

Carbonato de sédio, Na,CO3, MM = 105,99 g mol™;

Cloreto de aménio, NH4CIl, MM = 53,49 g mol™:

Cloreto de ferro (l1) hexa hidratado, FeCls. 6H,0, MM = 270,30 g mol™;
Cloreto de potassio, KCI, MM = 74,56 g mol™;

Cloreto de sodio, NaCl, MM = 58,44 g mol™;

Hidréxido de aménio, NH4OH, MM = 35,05 g mol™;

Luminol, CgH7N302, MM = 177,16 g mol™;

Nitrato de niquel hexa hidratado, NiSO4. 6H,0, MM= 262,86 g mol™;
Nitrato de sédio, NaNO3, MM = 84,99 g mol™;

Sulfato de aménio, (NH4).SO4, MM = 132,14 g mol™:

Sulfato de cobre penta hidratado, CuS0O,.5H,0, MM = 249,69 g mol™;
Sulfato de cromo (Il1) Basico, Cr4(SO4)(OH),, MM = 722,31 g mol™;

Sulfato de ferro (I1) hepta hidratado, FeSO,. 7H,0, MM = 272,02 g mol™.
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5.2.2 Preparo das solugdes para o estudo de otimizagao do
sistema de analise da amostra real

e Solucido hidroalcodlica estoque de ions Cu (II) 500,00 mg L™:

A solucao estoque foi preparada a partir da dissolugao de 1, 96469 de sulfato
de cobre pentahidratado em 200mL de alcool etilico e o volume final completado
com agua destilada, obtendo-se solugdo com concentragdo de cobre de 500 mg L
e teor alcodlico de 40% em volume a 25°C. A partir da solugdo estoque foram
preparadas as solug¢des-trabalho pela diluigdo com solugéo hidroalcodlica a 40% em
volume a temperatura ambiente. A solu¢do foi armazenada em frasco ambar, sob

temperatura ambiente.

e Solucio eluente hidroalcodlica (30% v/v) de acido cloridrico 0,5 mol L™:

A solucao foi preparada por adicdo de 8,30 mL acido cloridrico concentrado,
densidade (d = 1,18 g mL") e 36,5% (m/m) em banho com gelo, em baldo
volumétrico contendo 100 mL de agua destilada e, apos resfriamento, foi ajustado
com 60 mL de alcool etilico P. A., sendo completado com agua destilada para
200,00 mL. A solucdo foi armazenada em frasco de ambar, sob temperatura

ambiente.

e Solucgio estoque de peréxido de hidrogénio 1,0 mol L™:

Preparada por adicdo de 10 mL de peroxido de hidrogénio concentrado,
MM = 34,01 mol L', d = 1,11 Kg L™ e 35 % (m/m) em baldo volumétrico e ajustado

com agua destilada para 100,00 mL. As outras solu¢gdes de concentragdes mais
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baixas foram preparadas a partir da solugao estoque apoés diluicdo. A solucao foi

armazenada em frasco ambar, sob temperatura ambiente.

e Solugao tampao amoniacal NH;OH/ NH,CI 0,1 mol L, pH 9,26:

A solugao tampéo foi preparada por adigao de 6,75 mL de NH,OH (da Vetec)
concentrado e 5,350 g de NH4Cl em baldo volumétrico contendo aproximadamente
900 mL de agua destilada que apods ajuste do pH da solucao feito com o auxilio de
um pHmetro fazendo a corregdo com algumas gotas da base concentrada NH,OH, a
solugédo tampéo teve seu menisco ajustado com agua destilada para 1000,00 mL. A

solucao foi armazenada em frasco de ambar sob temperatura ambiente.

e Solugao tamponada de luminol 1 mM :

A solucado tamponada de luminol foi preparada por adicdo de 0,0355 g de
luminol MP Biomedicals, LLC em baldo volumétrico contendo um pouco da solugao
tampdo amoniacal. Apds a dissolugdo foi ajustada com a solugdo tampao para

200,00 mL. A solucéo foi armazenada em frasco ambar, sob temperatura ambiente.

e Solugao Carbonato de sédio 0,1 mol L, pH 9,5:

Preparada por adi¢cdo de 2,1198 g de Na,CO3; em baldo volumétrico contendo
aproximadamente 150 mL de agua destilada para dissolver o sal. Apds a dissolugéo
com o auxilio do pHmetro foi ajustado o pH da solugdo fazendo a adigdo com
algumas gotas de acido cloridrico concentrado até o pH da mesma estabilizar em

9,5. Posteriormente, ajustado o menisco com agua destilada para 200,00 mL.
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5.2.3 Preparo das solugoes para o estudo de ions interferentes:

e Solugio estoque de NH,Cl contendo 500,00 mg L™ em ions CI":

Preparada a partir da pesagem de 0, 0754 g de NH,4ClI seguida de dissolugao
em agua destilada e ajusta para 100,00 mL com solugéo hidroalcodlica ( 40% v/v ).

A solugao foi armazenada em frasco ambar, sob temperatura ambiente.

e Solugao estoque de NaNO; contendo 500,00 mg L' em ions NO;™:

Obtida a partir da pesagem de 0, 0685 g de NaNOs3 seguido de dissolugdo em
solugéo hidroalcodlica ( 40% v/v ) e ajustado para 100,00 mL em baldo volumétrico.

A solugao foi armazenada em frasco de ambar, sob temperatura ambiente.

e Solucgio estoque de (NH4),SO, contendo 500,00 mg L™ em ions SO,

Preparada a partir da pesagem de 0, 0687 g de (NH4):SO4 seguido de
dissolugdo em solugéo hidroalcodlica ( 40% v/v ) e o volume final ajustado com a
solucao para 100,00 mL em baldo volumétrico. A solucao foi armazenada em frasco

ambar, sob temperatura ambiente.

e Solugio estoque de Na,CO; contendo 500,00 mg L™ em ions CO;

Preparada a partir da pesagem de 0, 0883 g de Na,CO; seguido de

dissolugdo em solugao hidroalcodlica ( 40% v/v ) e ajustado para 100,00 mL com em
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baldo volumétrico. A solucado foi armazenada em frasco ambar, sob temperatura

ambiente.

e Solucgio estoque de NaHCO; contendo 500,00 mg L™ em ions HCO3:

Preparada a partir da pesagem de 0, 0688 g de NaHCOj; seguido de
dissolugdo em solugéo hidroalcodlica ( 40% v/v ) e ajustado para 100,00 mL em
baldo volumétrico. A solucado foi armazenada em frasco ambar, sob temperatura

ambiente.

e Solugao estoque de NaCl contendo 500,00 mg L' emions Na*:

Preparada a partir da pesagem de 0, 1271 g de NaCl seguido de dissolugao
em solugdo hidroalcoodlica ( 40% v/v ) e ajustado para 100,00 mL em baléo

volumétrico. A solugao foi armazenada em frasco &mbar, sob temperatura ambiente.

e Solugao estoque de KCI contendo 500,00 mg L' emions K*:

Preparada a partir da pesagem de 0, 0953 g de KCI seguido de dissolugdo em
solucao hidroalcodlica ( 40% v/v ) e ajustado para 100,00 mL em baldo volumétrico.

A solugao foi armazenada em frasco ambar, sob temperatura ambiente.

e Solugao estoque de FeSO, . 7H,0 contendo 500,00 mg L' em ions Fe?*:

Preparada a partir da pesagem de 0, 2435 g de FeSO, . 7H,0 seguido de

dissolugdo em solugéo hidroalcodlica ( 40% v/v ) e ajustado para 100,00 mL em
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baldo volumétrico. A solucado foi armazenada em frasco ambar, sob temperatura

ambiente.

e Solugio estoque de FeCl; . 6H,0 contendo 500,00 mg L™ em ions Fe**:

Preparada a partir da pesagem de 0, 2420 g de FeCl; . 6H,O seguido de
dissolugdo em solugéo hidroalcodlica ( 40% v/v ) e ajustado para 100,00 mL em
baldo volumétrico. A solugao foi armazenada em frasco ambar, sob temperatura

ambiente.

e Solucio estoque de NiSO, . 6H,0 contendo 500,00 mg L™ em ions Ni**:

Preparada a partir da pesagem de 0, 2239 g de NiSO4 . 6H,0 seguido de
dissolugdo em solugéo hidroalcodlica ( 40% v/v ) e ajustado para 100,00 mL em
baldo volumétrico. A solugao foi armazenada em frasco ambar, sob temperatura

ambiente.

e Solucio estoque de Cr; (SO4)5(OH), contendo 500,00 mg L™ em ions Cr**:

Preparada a partir da pesagem de 0, 2239 g de Cr; (SO4)5(OH), seguido de
dissolugdo em solugdo hidroalcodlica ( 40% v/v ) e ajustado para 100,00 mL em
baldo volumétrico. A solugao foi armazenada em frasco ambar, sob temperatura

ambiente.
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5.3 Métodos de otimizagao de parametros experimentais

O método de otimizagdo mais comumente usada no desenvolvimento de
metodologias analiticas é a otimiza¢do univariada. Neste método, fixam-se todos os
fatores que estdo sendo pesquisados em certo nivel, menos um deles. Este ultimo é
entdo variado até que se encontre a melhor resposta, passando entdo esta condigao
a ser fixada e um novo fator sofre variacdo, sendo cada variavel otimizada
separadamente. O processo se repete até que todos os fatores tenham sido
adequados para fornecer a melhor resposta. Este tipo de otimizacdo oferece como
principal vantagem a facil interpretagcdo de dados obtidos, principalmente por se
tratar de graficos bidimensionais, relacionando a resposta analitica com a variavel
que esta sendo otimizada. Entretanto, as interacbes entre as variaveis ndao sao
consideradas durante os experimentos desenvolvidos € o numero de experimentos

aumenta consideravelmente com o aumento do numero de fatores. Ver figura 25.

Bomba
Peristdltica

R

Confluéncia

Reagente

Transportador

Amostra

J

Lixo

Descarte
do eluente

Figura 25. Esquema ilustrativo do mdédulo de analise proposto para a otimizagao do sistema
analitico

para o estudo da estabilidade dos parametros experimentais.
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O esquema proposto pela figura 25 é de facil montagem e operagao uma vez que

apresenta trés vias de fluxo para otimizagao dos parametros experimentais.

5.4 Preparo da mini-coluna contendo 3-aminopropiltrietoxissilano

O Prof. Dr. José Almir de Almeida Sales, bolsista do projeto de
Desenvolvimento  Cientifico  Regional (DCR), sintetizou a silica 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTES) na UFAL no laboratério de Catalise e Reatividade
Quimica - GCA coordenado pelos Professores Doutores Mario Meneghetti e Simone

Meneghetti.

5.4.1 Reagentes

O 3-aminopropiltrietoxissilano (APTES 99 %, Si(OCH2CHj3)s-(CH2)s-
NH,), foi obtido da ACROS ORGANICS e usado sem purificacdo prévia. A silica
comercial e de grau cromatografico foi adquirida da DINAMICA com tamanho de
poro de 70 — 230 mesh. Os solventes: Etanol Anidro, 99,8 % foi obtido do fabricante
SYNTH e usado sem purificacdo prévia e Tolueno, 99,5 % da marca VETEC foi
previamente tratado e seco com sodio metdlico. Agua destilada foi utilizada para
neutralizagdo durante o procedimento de lavagem da superficie da silica gel. Acido
cloridrico concentrado, 37% do fornecedor VETEC foi usado para preparar a solugao
2,0 mol L™

67



So6nia Maria da Cruz

5.4.2 Purificagao e Ativacao da Superficie da Silica Gel

A superficie da silica gel de origem comercial, normalmente, contém
certas impurezas metalicas em quantidades tragcos que podem interferir no resultado
final quando se deseja utiliza-la como adsorvente metélico. Entretanto, recomenda-
se um tratamento acido para retirada destes metais tracos na superficie do suporte.
O procedimento de purificagdo e ativacéo foi realizado pesando 10,0 g de silica e
adicionada a um bal&do de duas bocas de 500 mL e a essa massa foram adicionados
100 mL de uma solugdo de HCI 2,0 mol L™ que permaneceu sob agitacdo mecanica
por 24 h a temperatura ambiente. Em seguida, o sdélido foi filtrado em funil de placa
porosa e lavado exaustivamente até que o filtrado atingisse o mesmo pH da agua
destilada e, finalmente lavado com etanol. O material foi ativado em linha de vacuo a

uma temperatura de 150°C por 12 h.

5.4.3 Sintese

Silica modificada com 3-aminopropiltrietoxissilano

Em um baldo de fundo redondo de duas bocas de 250 mL foi
conectada uma haste de agitagéo, presa a ela uma pa de teflon para agitagdo da

suspensao, conforme mostra a Figura 26.
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Figura 26. Sistema utilizado para a reagao de funcionalizagdo da superficie da silica

gel com o 3-aminopropiltrietoxissilano.

A reacao de funcionalizagdo da superficie da silica gel foi preparada
adicionando 10,0 g de silica previamente seca no baldo de 250 mL e, em seguida,
pela adicdo de 80 mL de tolueno seco. O sistema foi mantido em atmosfera inerte
através da passagem de fluxo de argbnio e mantido a temperatura proxima a de
refluxo do solvente. Apdés 10 minutos, foram adicionados no meio reacional 10,0 mL
(42,6 mmol) do APTES e a reagdo permaneceu por 72 h nas condigdes descritas
acima para garantir uma completa cobertura da superficie da silica pelo
aminoalcoxissilano. Findo este tempo, o soélido foi filtrado em funil de placa porosa e

lavado com trés por¢des de tolueno e por fim com etanol.

O Esquema abaixo mostra as etapas de reacao entre a superficie da

silica e o 3-aminopropiltrimetoxissilano.
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?CM\ Toluena
5i0, OH + CHaﬂHzo—$i MH

= -
OH 72 h, aprox. 8082

OCHsTH;
Silica J-aminopropiltrietoxissilano (AFTES)
Tolueno 5i0 | O“éI\NH CHzCHz OH
g I i i +
72 h, sprox. 50%C !: o ! z s
silica aminopropiltrietoxissilano (SIAPTES) etanol

Figura 27 . Sequéncia de reagbes de modificagdo da superficie da silica gel com o 3-

aminopropiltrietoxissilano.

O solido foi submetido a uma extracao utilizando um aparelho Sohxlet com
etanol por 6 h para garantir a completa remocao do APTES que n&o reagiu. A Figura
27 mostra o esquema do equipamento utilizado para a extragdo. Finalmente, a silica
modificada e denominada Si-APTES foi seca em linha de vacuo por 12 h sem

aquecimento e por mais 12 h a uma temperatura de 60°C.
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Figura 28. Sistema utilizado para a extragao do excesso do 3-aminopropiltrietoxissilano na

superficie da silica.

5.5 Sistema FIA - Quimiluminescente proposto para a pré-
concentragao e determinacao de tragos de cobre (ll) em cachaga.

O sistema FIA apresenta caracteristicas bastante especificas, sendo que
uma delas é apresentar o mdédulo de analise fechado, onde quando introduzido a
aliquota da amostra no percurso analitico, as reagdes quimicas e a deteccéo
ocorrem sem nenhum contato com o meio externo. Esta caracteristica € de grande
importancia, pois evita o contato do analito com a atmosfera do ambiente,

minimizando as perdas e riscos de contaminagcdo do mesmo (Santos, 2008).

A metodologia experimental para a pré-concentragcdo e determinagdo do
cobre (lI) em cachaca no procedimento foi realizada com as seguintes condi¢des
fisico-quimicas: tubo de polietileno (d. i. 0,8 mm) e tubos Tygon com diferentes
diametros internos. A vazdo do sistema 5,5 mL min™, solugéo transportadora como
luminol tamponado (1 mM) e o peréxido de hidrogénio (9,0 mM). O eluente (HCI 0,5

molar) com volume de 1,8 mL injetado in-line, solugdo condicionadora (Na,COs, pH
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9,5) para silica APTES em fluxo por 5 min. antes da pré-concentracdo, tempo de
pré-concentracado de Cu (ll) de 5 min. sendo o sinal analitico monitorado em unidade

arbitraria.

Etapas experimentais utilizando o sistema proposto:

1. Ap6s montagem do sistema, promover lavagem com &agua destilada por 10
minutos proporcionando a limpeza do percurso analitico e verificar possiveis
vazamentos nas juntas durante as analises;

2. Colocar em fluxo continuo as solu¢gdes contendo reagentes que confluem
continuamente com o carregador para estabilizar o sinal do analitico
simultaneamente seguindo as etapas:

3. Tamponar in-line a silica APTES (3-aminopropiltrietoxissilano) com a solugao
Na,CO3; com pH 9,5 para condiciona-la em meio basico tornando-a seletiva para a
adsorver apenas a espécie cobre (II) em fluxo por 5 min.;

4. Pré-concentrar o cobre (Il) na silica APTES (3-aminopropiltrietoxissilano) em fluxo
continuo por 5 min.;

5. Eluicdo do analito adsorvido na silica funcionalizada injetando no fluxo continuo
1,8 mL de HCI (30% v/v) a 0,5 molar;

6. Em fluxo continuo a solugdo luminol tamponado conflui com a solugao
hidroalcodlica de acido cloridrico a 0,5 molar proveniente da dessor¢gao da mini-

coluna com o ion cobre (Il).

7. O fluxo carregador segue o percurso analitico confluindo com a solugao peroéxido
de hidrogénio a 9,0 mM antes de ser transportada até o detector no UV-vis,

seguindo para o descarte;

O moddulo proposto de pré-concentracéo e determinacdo de cobre (II) em
niveis de tragcos em cachaga empregando FlA-acoplado ao espectrofotémetro de

absor¢cao molecular com deteccdo quimiluminescente apresenta entre as vantagens
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caracteristicas da injecdo em fluxo, a economia de reagentes, baixo custo e
minimizacao de contaminantes. Na figura 29 esta representado o médulo de Analise

por Injecdo em Fluxo desenvolvido para aplicagdo da metodologia proposta.

Bomba Confluéncia
Peristdltica
Ry
cu
HCI
R

Lixe

Descarte
do eluente

Figura 29. Médulo ilustrativo do sistema proposto para a pré-concentragdo e determinagao
de Cu (Il) em cachaga por FlIA-acoplado a Espectroscopia de Absor¢do Molecular com
detecgdo quimiluminescénte, onde R4= Luminol (NHsOH/NH4CI) e Ry=H,0,.

A montagem de um sistema FIA depende da metodologia empregada, do
detector utilizado, de etapas adicionais que em certas circunstancias o sistema pode
exigir a remogao de gas produzido no interior dos tubos, separacao de fases
imisciveis ou pervaporacdo. O analista pode acrescentar procedimentos com
objetivo de aumentar o desempenho do sistema tais como: pré-concentracdo, dialise
de amostras, aquecimento ou resfriamento da mistura reacional dentre outras
técnicas. Em virtude destas variaveis, sistemas simples ou extremamente complexos
podem ser desenvolvidos envolvendo a Analise por Injecdo em Fluxo (Gonsalves,
2007).
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Pré-concentragéo e o uso da Silica-gel Organofuncionalizada como

agente seqlestrante para metais

4.1 Pré - concentragcéo e Extracdo em fase solida

Apesar dos avancos instrumentais ocorridos nas Ultimas décadas, a
determinacdo dos analitos diretamente na solucdo da amostra apresenta varios
inconvenientes e por isso, o desenvolvimento de metodologias analiticas de separagéo
e pré-concentracdo da amostra demonstra ser uma area muito promissora (Bianchin, et
al.,, 2008; Stalikas, 2002).

A extragdo em fase solida (EFS) € uma técnica muito empregada para extragéo
e/ou pré-concentragcdo de analitos presentes em matrizes complexas. O principio da
EFS envolve a partigdo do analito entre duas fases, uma fase liquida (amostra) e uma
fase sélida (sorvente) (Barrionuevo & Langas, 2001). A EFS ocorre em 5 etapas:
ativacao do sorvente para deixar os sitios ativos disponiveis; condicionamento do
sorvente com solvente adequado para ajustar as forgas do solvente de eluigdo com o
solvente da amostra; introdugdo da amostra, quando ocorre a retengdo do analito e as
vezes de alguns interferentes; limpeza da coluna para retirar os interferentes menos
retidos que o analito e por fim a eluicdo do analito (Queiros et al., 2001).

A pré-concentracdo de analitos em fases soélidas utiliza processos que,
primeiramente, envolvem a retengdo dos mesmos em materiais adsorventes, ou seja,
esse analito é retirado de uma solugdo diluida passando para a superficie de um
material adsorvente.

Posteriormente, a retengdo do analito ocorre a eluicdo do mesmo através da
utilizacdo de um solvente apropriado, s6 que em menor volume, quando comparado
com o volume inicial de amostra, desta forma, ocorrendo a pré-concentracao.

Mais especificamente é possivel dizer que a pré-concentragdo ocorre quando

existem interagbes de quimiossorgcao através da formagao de ligagao ibnica originando
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processos de troca ibnica ou formagao de ligagdo covalente (quelagdo) entre o
adsorvente e adsorbato (Ruthven, 1984).

Utiliza-se o processo de quelagcdo para formar um complexo envolvendo o
analito e um ligante, o complexo formado pode ser entdo pré-concentrado utilizando-se
uma coluna preenchida com material adsorvente que retira esse complexo da
suspensao incorporando-o temporariamente para posterior eluigio com um solvente
apropriado (Bianchin, et al., 2008).

Estas diferentes possibilidades permitem uma melhor seletividade para os
analitos, possibilitando a separacao e a pré-concentragdo de uma espécie de interesse
numa matriz de natureza mais complexa (Queiros et al., 2001).

As principais vantagens da pré-concentragdo empregando extracdo em fase
sélida sdo: a concentragcado do analito € significativamente aumentada, melhorando o
limite de deteccédo; a sensibilidade e/ou a seletividade; separagado prévia das espécies
interferentes na matriz da amostra; possibilita a automacdo empregando sistemas em
fluxo e diferentes sorventes podem ser utilizados como: resinas poliméricas trocadoras
de ions, materiais modificados como: ceramicas, feltros, membranas contendo grupos
quelantes, zedlitas, silica gel funcionalizada com grupos quelantes como a

aminopropilsilano dentre outros sorventes (Prado & Faria, 2005).

4.2 Extracdo da fase solida em Sistema de Fluxo

A espectrofotometria UV-vis ndo apresenta sensibilidade consideravel para a
quantificacdo de metais em baixas concentragdes, requerendo desta forma, estratégias
para melhorar seu desempenho analitico. Para solucionar esta limitacédo, etapas de pré-
concentragao tém sido empregadas com éxito ao longo dos anos.

A facil adaptagdo de mini-coluna para pré-concentragdo em sistema em fluxo
recebeu grande destaque devido a facilidade operacional em relagdo as demais

técnicas e a robustez dos equipamentos (Facchin & Pasquini, 1997).
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No Sistema de Analise por Injecdo em Fluxo (FIA), um volume adequado da
solugdo da amostra em condicbes previamente otimizadas, € injetada no sistema
através de uma bomba peristaltica. A espécie analitica presente na amostra ao passar
pela mini-coluna preenchida por silica gel é extraida pelos sitios ativos do material
extrator e a quantidade de analito retido na coluna € proporcional a vazao da amostra e
ao tempo de pré-concentragdo. O analito é extraido da mini-coluna com o auxilio de um
eluente apropriado, onde a solugao resultante contendo o analito € deslocado até um
detector e o sinal analitico € monitorado (Bianchin et al., 2008).

O uso de mini-coluna (como pode ser vista na Figura 22) € um procedimento
utilizado para a extracdo de elementos tragos em varios tipos de amostras. As
vantagens mais importantes deste método sédo a facil adaptacdo em sistema de pré-
concentragao em linha, o uso de pequenas quantidades de eluente e a disponibilidade

de varios sorventes (Bianchin et al., 2008).

T

Figura 22. Diagrama esquematico de uma mini-coluna tipica onde: T € o tubo de Tygone P é o

tubo de polietileno usado como conexao, S é o material sorvente, F é o filtro (1a de vidro).
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4.3 Fundamentos da Adsorc¢ao

A adsorcao é definida como sendo um processo de transferéncia de massa no
qual uma ou mais substancias (adsorvato) presente em uma corrente gasosa ou liquida
é transferida de forma seletiva para a superficie de um sdlido poroso (adsorvente).
Chama-se de adsorvente a fase que adsorve e de adsorvato, o material concentrado ou
adsorvido (Alves, 2007).

A adsorgcdo esta intimamente ligada a tensdo superficial das solugbes e a
intensidade deste fenbmeno depende da temperatura, da natureza e da concentragao
da substéncia adsorvida, da natureza e estado de agregacédo do adsorvente (o soélido
finamente dividido) e do fluido em contato com o adsorvente (o adsortivo) (Ruthven,
1984).

Levando-se em conta que a tensdo superficial € um fenbmeno de superficie,
entdo a influéncia do soluto na tensao superficial de uma solu¢cdo dependera da maior
ou menor concentragao deste soluto na superficie da solugdo. Quanto maior a presenca
de soluto na superficie da solugdo, menor a tensdo superficial da solugado e mais
facilmente o soluto sera adsorvido pelo sdlido. Se for o inverso, quanto menor a
concentragdo do soluto na superficie da solugdo, maior a tensido superficial e
dificiimente o soluto sera adsorvido pelo sélido. Desta forma, quanto maior for a
tendéncia de um soluto em diminuir a tensdo superficial, maior sera a tendéncia do
mesmo em se dirigir a superficie da solugao (Ruthven, 1984).

Na pratica, porém, ndo se faz necessaria a presenca de um solido adsorvente
para que se possa dizer que esta havendo adsorcdo. O fato de o soluto ter a
capacidade de diminuir a tensao superficial da solu¢do em relagdo a do solvente puro ja
faz com que ele possua tendéncia espontanea de dirigir-se para a superficie da
solugao, e so esse simples fato ja caracteriza o fendmeno de adsorgéo. Entdo, o soluto
esta sendo adsorvido pela superficie da solugéo.

No campo da sorgao sélida, podem-se distinguir os processos quimicos e fisicos,

dependendo da natureza das forgas que provocam a adsorgao.
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A adsorcdo quimica, ou quimissorcdo, € assim denominada porque neste
processo envolve a transferéncia ou compartilhamento de elétrons entre o adsorvato e
0 adsorvente, como em compostos quimicos. Como uma reagao quimica ocorre entre o
adsorvato e o adsorvente, um novo composto é formado na superficie do sdélido. A
ligacdo de uma substancia quimissorvida sobre a superficie do adsorvente € em geral
muito forte o que torna o processo praticamente irreversivel. Assim a substancia
quimissorvida ndo pode retornar a condig¢ao inicial através da dessorcdo, seja pelo
aumento da temperatura ou pela diminuicdo da pressao do sistema. Durante a
quimissor¢gao as moléculas das substancias removidas sao ligadas a superficie do
sélido de modo que somente a camada superficial reage e as camadas internas do
adsorvente permanecem inutilizadas (Ruthven, 1997).

A adsorgéo fisica, de acordo com Bretschneider e Kurfurst (1987), ocorre quando
as moléculas de uma substancia sao retidas na superficie de um soélido adsorvente,
devido a existéncia de forgas fisicas, em especial as de Van der Waals (dipolo-dipolo,
dipolo induzido-dipolo e dispersao), sem a ocorréncia de reagao quimica. Neste tipo de
adsorcao, a superficie do adsorvente é coberta com uma camada de moléculas do
adsorvato e sobre esta camada outras podem ser depositadas. Este tipo de fenbmeno é
muito rapido e permite a recuperacdo do adsorvato através do processo inverso
(dessorgdo), por diminuicdo da pressdo ou aumento da temperatura do sistema,
permitindo assim a recuperagao do adsorvato e regeneragdo do adsorvente para
posterior reutilizacdo. Segundo Rousseau (1987), a recuperagao do adsorvato através
da dessorcao é possivel porque na fisica as forgas de atragdo envolvidas sdo mais
fracas que as ligagbes quimicas.

Na adsorcao, a escolha do sélido adsorvente € um ponto determinante para se
alcangar alta eficiéncia no processo. Em geral, todo material sélido tem alguma
capacidade de adsor¢cdo. Entretanto, existem poucos solidos que possuem
propriedades adequadas para serem usados com adsorventes, em processos

industriais de separagao ou no tratamento de efluentes (Heumann, 1997).
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4.3.1 — Materiais adsorventes mais utilizados

De uma maneira geral, um bom adsorvente deve aliar caracteristicas como baixo
custo, seletividade, alta area superficial interna, resisténcia mecanica, etc.

Como a adsorcdo € um fendbmeno essencialmente de superficie e para que um
adsorvente tenha uma capacidade adsortiva significante esse deve apresentar uma
grande area superficial especifica, o que implica em uma estrutura altamente porosa.
As propriedades adsortivas dependem do tamanho dos poros, da distribuicdo do
tamanho dos poros e da natureza da superficie solida. Adsorventes comerciais mais
utilizados atualmente sao: zedlitas, o carvao ativado sendo o mais comumente utilizado,
a silica-gel, a alumina ativada e as peneiras moleculares (Ruthven, 2000).

Os adsorventes amorfos como: carvao ativado, silica-gel e alumina — apresentam
areas especificas entre 200-1000m?%g, e uma faixa de distribuicdo de tamanho de poros
bem ampla, enquanto que as peneiras moleculares, por serem materiais cristalinos
apresentam um tamanho de poros de ordem de grandeza molecular definido pela

estrutura cristalina, e que praticamente n&o varia.

4.3.2 Equilibrio de Adsorcao

A tecnologia de adsorgdo exige certo conhecimento tanto dos processos de
equilibrio como dos cinéticos.

O tempo necessario para que o sistema atinja o equilibrio € o primeiro passo
para a investigacdo do comportamento deste, e pode ser verificado através do estudo
da cinética da adsorgéo.

O comportamento do sistema em equilibrio pode ser investigado através das
isotermas de adsorc¢ao.

Para elucidar o processo adsortivo, diversas equacdoes de estado foram

propostas para descrever o equilibrio termodindmico, denominado isotermas de
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adsorcao, que correlaciona a temperatura, a pressdo e a concentragcdo da fase
adsorvida (massa adsorvida/massa de adsorvente) em um sistema fechado. As teorias
basicas mais conhecidas sao: Lei de Henry, valida para processos adsortivos de baixa
concentragdo em uma superficie uniforme, onde o equilibrio entre a concentragcao do
fluido e da fase adsorvida pode ser considerado linear; Modelo de Langmuir, que
considera o processo de adsor¢gdo em camadas monomoleculares e em equilibrio
dindmico, ou seja, a taxa de adsorgdo das moléculas é igual a taxa dessorgdo na
superficie; Teoria de Gibbs; que se baseia na lei dos gases ideais, na qual o adsorvato
é tratado como microscépio e bidimensional, ou seja, o volume é trocado pela superficie

e a pressa pela, entdo chamada, pressao bidimensional (Ruthven, 1997).

4.3.3 Cinética de Adsorcao

Depois de conhecido o equilibrio de adsor¢ao entre os componentes da mistura
a ser separado, o proximo passo para a modelagem e projeto de tal processo é
conhecer as resisténcias a transferéncia de massa na particula do adsorvente.

Um adsorvente poroso em contato com uma fase fluida pode apresentar trés
diferentes resisténcia de massa: resisténcia no filme externo a particula, resisténcia a
difusdo nos macroporos e resisténcia a difusdo nos microporos. Dependendo das
caracteristicas de cada sistema particular, uma destas resisténcias pode ser dominante,
sendo as demais despreziveis, ou pode ter-se a necessidade de considerar uma
combinacao de tais fatores (Ruthven, 1984).

A resisténcia a transferéncia de massa no fluido externo relaciona-se com as
caracteristicas hidrodindmicas do sistema, que determinam a camada laminar que
envolve a particula solida. Na regido macroporos os mecanismos de difusdo podem ser
diversos, entre os quais: difusdo molecular, difusdo Knudsen, difusdo na superficie e
fluxo Poiseulle. Em fase gasosa a difusdo Knudsen e a difusdo na superficie sdo os
mecanismos dominantes, enquanto que em fase liquida a difusdo molecular parece ser

a mais importante (Ruthven, 1984). A difusdo nos microporos esta associada com
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efeitos estéricos e interagdes de campo potencial entre a molécula e os canais
microporos que tomam a mesma ordem de grandeza. S&o varios métodos
experimentais e/ ou correlagbes existem na literatura para estimular parametros de
transporte de massa. Deve-se ter um conhecimento prévio das caracteristicas do
sistema que se esta trabalhando para que tais efeitos de resisténcia a transferéncia de
massa possam ser avaliados. E comum em sistemas reais agrupar os efeitos acima em

uma uUnica constante de transferéncia de massa, considerando-se resisténcias em série.

4.4 Aspectos gerais: Silica gel

Nos ultimos anos, o estudo das propriedades de superficie de solidos
inorganicos, principalmente dos porosos, tem aumentado consideravelmente. Varios
trabalhos vém sendo desenvolvidos visando modificar a superficie de sélidos, com o
objetivo de dota-los de propriedades especificas. O que atrai os pesquisadores em
modificar a superficie de um sdlido, aparentemente inerte, € aproveitar-se dessas
propriedades fisicas e quimicas especificas, tornando possivel que se utilizem essas
matrizes solidas modificadas em diversas aplicagdes tecnoldgicas (Sousa et al., 2007).

O interesse nesses materiais € devido a diversidade de aplicagbes encontradas
nos diversos campos da ciéncia como a pré-concentracdo de tracos; catalise;
separagao cromatografica; troca ibnica; biotecnologia; industria de vidro entre outras
areas (Arakaki e Airoldi, 1999).

Os solidos utilizados como suportes nas modificacbes envolvem materiais
organicos, como celulose e quitosana, e inorganicos como o vidro, a argila e a silica.

Dentre os mais variados materiais porosos, grande atencéo esta sendo dado a
silica gel funcionalizada com grupos que apresentam carater ligante. A imobilizagédo
desses grupos geralmente é efetuada através da reagao entre os grupos silandis (Si-
OH) da superficie da silica e o0s compostos organicos derivados de
alquil/ariltrimetodxissilano. Um dos procedimentos mais comuns nessas modificacdes € a

reagao quimica com organossilanos (X3SiR), onde R € um radical organico contendo
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grupos funcionais com caracteristicas especificas, e X € o grupo —OC,;Hs ou —OCHj5
(Arakaki e Airoldi, 1999). Tanto a qualidade como a durabilidade desses materiais
silanizados dependem da natureza da ligagcao dos organossilanos com as superficies, e
as suas propriedades determinam as possiveis aplicagdes ja mencionadas.

As modificagdes ocorrem na superficie da silica-gel de acordo com os grupos
funcionais existentes no material de origem, no caso os grupos hidroxilas (Airoldi e
Farias, 2000).

Entre os materiais obtidos da modificagcdo da superficie da silica-gel, os mais
estudados e usados em maior escala, possuem moléculas organicas dispostas em uma
monocamada sobre a superficie, estando estas moléculas ligadas covalentemente ao
suporte.

Os adsorventes inorganicos modificados vém ganhando destaque devido ao fato
fisico de apresentarem caracteristicas cinéticas mais favoraveis e estabilidade
termodinédmica superior aos adsorventes inorganicos. Dentre esses adsorventes, a
silica-gel modificada quimicamente com compostos organicos tem sido objeto de muita
pesquisa por apresentar-se sob uma grande variedade, com diferentes areas
superficiais e diametros de poros, além de possuir certa facilidade no que se refere as
suas modificacbes quimicas de superficies. Por esse motivo, e diante da diversidade
desses materiais, as investigacbes das caracteristicas quimicas desse sorbente, tanto
em meio aquoso como nNao aquoso, € a elucidagcdo das muitas leis que ministram os
processos de quimissorgdo com a participacado dos centros da silica-gel, sdo de grande
importancia (Airoldi e Farias, 2000).

Outra aplicacdo dos compostos de silicio sdo os zedlitos, uma subclasse de
peneiras moleculares, que sdo exemplos de aluminossilicatos com grande importancia,
ja que podem ser utilizados amplamente como catalisadores heterogéneos.

A silica gel € um polimero inorgéanico, constituido de grupos siloxanos (Si-O-Si)
em seu interior e de grupos silandis (Si-OH) em sua superficie.

Como a superficie da silica gel (SiO,) € recoberta por grupos silandis, que séo
responsaveis pelo comportamento quimico de sua superficie, estes, exercem
importante fungdo nos processos de adsorgéao.

A presencga destes grupos silandis foi detectada pela primeira vez em 1936 por

Kiselev. Muitos estudos foram desenvolvidos, no intuito de se verificar o nimero de
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grupos presentes na superficie da silica gel, representado por aon, que normalmente é
expresso por unidade de area superficial em nm?.

Zhuravlev, ao estudar amostras de silica, utilizando o método de troca de
deutério acoplado a espectrometria de massa, chegou a um valor aproximado de don
que é 5,0 OH/nm?. Este valor é considerado como uma constante fisico-quimica da
silica, uma vez que este resultado independente da origem do material ou das suas
caracteristicas estruturais, como area superficial, tipos de poros, empacotamento das
particulas e tamanho dos poros. Este valor &€ confirmado pela gravimetria (Farias &
Airoldi, 2000).

Um dos principais fatores determinantes da reatividade da superficie da silica é a
distribuicdo dos grupos silandis que ndo se apresenta de forma regular, cuja
representagdo esquematica de distribuicdo aleatéria pode ser vista na Figura 23,
gerando uma irregularidade na densidade eletrénica, acarretando um comportamento
acido, conhecido como acido de Br®nsted, cuja acidez exibe um pk, ~ 7. Os sitios
acidos assim formados sao responsaveis pelo controle de reatividade que ocorre na
superficie da silica (Farias & Airoldi, 2000).

O O |0 O
tamt | () o 8 O O
QO | O O
1 nm?
= superficie da silica gel Q = grupo silanol

Figura 23. Distribuigdo de grupos silandis na superficie de 1 nm? de silica.
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4.5 Modificacbes da superficie da silica gel

As modificagbes da superficie da silica gel através de ligagdo quimica envolvem
uma reagao entre este material, através da reatividade quimica dos grupos silandis e
um agente modificador adequado. Essas reagdes com agentes modificadores envolvem
em geral, moléculas de organossilanos (alcoxissilanos e clorossilanos). Esta reagao de
silanizagdo da superficie possibilita a introdu¢cao de moléculas organicas, que possuem
grupos funcionais coordenantes. Neste trabalho foi realizada reacédo de modificagao da
superficie da silica gel, utilizando como agente modificador (agente sililante) a molécula
3-aminopropiltrimetoxissilano.  Na reagdo entre aminopropiltrietoxisilano (APTES),
que € um dos agentes sililantes mais utilizados com silica, uma monocamada é formada
pela rapida adsorcdo de moléculas do silano na superficie, independente da
concentragao inicial de APTES, sendo que cada molécula deste agente sililante cobre
uma area de 0,64 nm? (Farias & Airoldi, 2000).

Aminas e compostos de estanho sao catalisadores para a reacdo de
alcoxissilanos com superficies de minerais. Silanos aminofuncionais sao auto-
catalisadores, mas alcoxissilanos n&o aminados s&o mais facilmente ligados na
presenga de pequenas quantidades de amina organica ou de um organossilano
aminofuncional.

Alguns cuidados devem ser tomados na ativagao da silica, pois a temperatura
acima de 200°C (473K) os grupos silanodis se condensam formando os grupos siloxanos
(Airoldi e Farias, 2000; Sousa et. al., 2007).

A baixa temperatura de pré-tratamento a superficie da silica apresenta uma
pequena quantidade de grupos silandis, mas aquecendo-se até cerca de 700°C, a
superficie passa a ser formada basicamente por hidroxilas livres, sendo que, acima de
800°C, a condensagao dos silandis ¢ irreversivel.

Os grupos silandis, para a maior parte das moléculas adsorvidas, costumam
apresentarem-se como sitios de adsorcdo mais fortes, e as baixas pressdes, estes
sitios sao responsaveis pela maior parte dos processos de adsorcdo ocorridos. Os

siloxanos também podem mostrar-se reativos em alguns tipos de reagdes, como na
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adsorcao dissociativa do diborano, B;Hg, sendo que apds essa adsor¢gdo do diborano
nos grupos siloxanos, o borano reage com os silandis da silica liberando hidrogénio
(Farias & Airoldi, 2000).

Pode-se preparar silica gel pura, dopada ou funcionalizada, através do método
sol-gel, podendo-se controlar o didametro das esferas e area superficial da silica obtida.
Pode-se também preparar silica partindo de solugdes supersaturadas de acido silicico.
A desidratagao ou presenca de moléculas quimissorvidas, exercem um efeito que fica
evidenciado nas propriedades da silica gel (Arakaki & Airoldi, 1999).

Na reacdo de modificagdo da superficie da silica gel, o agente modificador,
genericamente representado por (RO)s Si(CH2)3X, sendo R um radical alquila e X
representa uma fungdo organica do tipo Cl, SH, NH,, NCO, NH(CH),, dentre outros,
pode ligar-se aos grupos silandis de diferentes maneiras, formando ligagbes
monodentada, bidentadas ou tridentadas, conforme pode ser visto na figura 26. No
entanto as formas mais comuns de ligagao sao do tipo mono e bidentadas (Airoldi &
Farias, 2000).

Os suportes inorganicos sintéticos ou naturais contém dispersos por toda
superficie uma elevada densidade de grupos silandis sensiveis ao efeito de reagdo que
pode provocar o agente sililante. Desta forma, a silica gel provinda de varias fontes
sintéticas € uma das superficies inorganicas mais extensivamente investigadas. A esse
fato que impulsionou o notavel avango no campo da imobilizagao, superando facilmente

os demais materiais inorgénicos (Arakaki e Airoldi, 1999).
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Figura 24. Diferentes formas de ancoramento dos organossilanos na superficie de um suporte
contendo grupos silandis: a) monodentados; b) bidentados e c¢) tridentados. Onde o X
representa o grupo funcional pendente na cadeia do organossilano e R representa o grupo

alcoxido.

4.6 Vantagens do uso da silica organofuncionalizados

A silica gel (SiO;) esta entre os adsorventes inorganicos mais utilizados. A
vantagem do uso da silica é ser térmica e mecanicamente estavel, podendo ser
submetida a altas pressdes sem danificar sua estrutura. Uma outra vantagem é o fato
de ser disponivel comercialmente com alto grau de pureza, a custos relativamente
baixos e ter dimensdes de areas e poros variados. Isso vem a facilitar a obtencéo de
silicas quimicamente modificadas com os mais variados grupos funcionais.

A utilizagdo de silica gel como suporte para imobilizar grupos organofuncionais
apresenta algumas vantagens quando comprada com os suportes organicos. Podem-se
destacar alguns aspectos, como: i) a silica pode ser modificada por uma variedade de
agentes sililantes; ii) os grupos organofuncionais ancorados na silica reagem mais

rapidamente do que quando ancorados em suportes organicos; iii) a silica tem pequena
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tendéncia ao inchamento, quando comparado aos suportes organicos poliméricos; iv) a
silica organofuncionalizada possui uma elevada estabilidade térmica, mecénica e
resisténcia a radiagao.

Essas propriedades sao importantes para a aplicagdo especifica do material para
fins analiticos, como a sor¢do de metais, cromatografia, troca idnica, entre outros
(Arakaki & Airoldi, 1999).

4.7 Materiais modificados organofuncionalizados: Aplicacdes

O desenvolvimento do campo de sintese de novos agentes sililantes impulsionou
0 processo de organofuncionalizagdo da superficie de silica gel, sendo envolvida uma
variedade de fungbes orgéanicas inseridas nas cadeias e ancoradas covalentemente ao
suporte (Arakaki & Airoldi, 1999).

A presenca de centros nucleofilicos nos agentes sililantes confere a superficie da
silica organofuncionalizada a capacidade de sequestrar metais, uso em catalise, como
trocador de ions, aplicagdo em cromatografia, aplicagdo industrial, como exemplo
separacdo de misturas, processos cataliticos, purificagcdo da agua e tratamento de
efluentes industriais, entre outros processos.

Entre os agentes sililantes mais simples, o 3-mercaptopropiltrimetoxissilano tem
sido muito utilizado na adsorgdo de cations. Porém as silicas ancoradas com o
cloropropil e o aminopropil sdo mais amplamente utilizados pelas facilidades em ampliar
nao s6 a cadeia organica, como também em aumentar o numero de centros basicos

nas mesmas (Airoldi & Farias, 2000).
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4.8 Imobilizacéo de cations

Uma aplicagao bastante importante esta direcionada em modificar a superficie de
um suporte com grupos funcionais com caracteristicas quelantes para a pré-
concentragao de metais. O procedimento consiste em percolar a solugdo que contém os
ions a serem analisados numa coluna contendo a silica funcionalizada ou dispersar o
suporte na solugdo contendo os ions sob agitagdo. A etapa seguinte € a analise dos
ions retidos que pode ser feita através de espectrofotometria de absorcdo atdémica ou
ainda por titulagdo complexométrica com EDTA (Arakaki, et al., 2002).

A imobilizagdo de cations metdlicos sobre a superficie da silica gel ocorre
quando este suporte tem a sua superficie modificada, geralmente através de processos
sucessivos de reagdes dotados de caracteristicas especiais.

O uso de aminas primarias ligadas covalentemente a superficie da silica gel
desperta bastante interesse devido as possiveis e subseqlientes reacdes que podem
ser feitas no intuito de conferir mais especificidade a silica gel. A silica modificada com
grupo organico, no caso aminopropiltrimetoxissilno — APTES confere a superficie a
capacidade de sequestrar metais devido a presenca do par de elétrons livres do atomo
de nitrogénio. A mais essa superficie pode sofrer reagcdes subsequentes substituintes
nucleofilicos, com a finalidade de aumentar essa capacidade de adsorgdo de metais
(Espinola et al., 2002).
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Objetivos

OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica alternativa a metodologia oficial sugerido
pela AOAC para determinagao do teor de cobre (ll) em amostra de cachaga usando
pré-concentragdo em mini-coluna com silica organofuncionalizada, associado a FIA

com deteccdo Quimiluminescente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a estabilidade do sinal do luminol, reagente quimiluminescente nas
condicdes experimentais para obtencao de maior sensibilidade, vida util do reagente e a
obtencao da curva analitica;

O estudo da variagdo da a eficiéncia da silica 3-aminopropiltrimetoxissilano
(APTES) em cachaga, otimizando o tempo de pré-concentragdo, a vazao com a pré-
concentragcdo do eluente e da solugcdo transportadora e suas influéncias no sinal

analitico, o volume do eluente injetado e obtengao da curva analitica.
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7.0 Concluséao

Apés estudos realizados constatamos que 0 método proposto apresentou
uma boa sensibilidade, seletividade para a mini-coluna de pré-concentragéo,
sendo de baixo custo e de facil manuseio na determinacdo do ion cobre (lI) em

nivel de tracos em cachaca.

O estudo da silica 3-aminopropiltrietoxissilano como adsorvedor para ions
cobre (Il) tornou 0 método mais seletivo e sensivel na determinacdo do metal
supracitado. A seletividade da silica esta ligado ao condicionamento dela através
da solucdo recuperadora em pH (9,5) béasico. A sensibilidade do método esta
relacionada ao tempo de pré-concentracdo e ao volume de amostra que passa
pela a mini-coluna ou massa de eloato retido na substancia adsorvedora, pois
quanto maior for o tempo e o volume de pré-concentragdo maior a sensibilidade

do sinal detectado.

No estudo do tempo de pré-concentracdo realizado nesta dissertacédo
encontrou 0s seguintes fatores de pré-concentracdo e concentracdo do padrdo
usado: 806 vezes, usando um padrdo de 1,0 mg L* em um tempo de pré-
concentracdo de 10 minutos; 403 vezes, usando um padrdo de 0,35 mg L™ em um
tempo de pré-concentracdo de 5 minutos; 161 vezes, usando um padrdo de 2,0

mg L™* em um tempo de pré-concentracdo de 2 minutos.

O estudo de interferentes, os quais foram escolhidos devido a probabilidade
de encontra-los em agua potavel essa que entra no processo industrial no preparo
do mosto fermentado de cana de acglcar que em concentrac6es na ordem de 10

vezes a de cobre (Il) os ions.
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O desenvolvimento da metodologia analitica envolvendo pré-concentracao
e determinacdo do ion Cu (Il) em cachaca com deteccdo quimiluminescente
acoplada ao FIA, deixa comprovado seu potencial para quantificagdo de ions de
cobre em cachaca.

A cachaca envelhecida em tonéis de madeira ou na presenca de corantes
ou raizes ndo apresentou resultado satisfatério, pois o corante se impregna nos
sitios ativo da coluna impedindo a pré-concentragdo. Portanto o método
desenvolvido para a determinacdo de cobre (II) é aplicavel somente diretamente
para cachaga ou aguardente branca.
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8.0 Perspectivas Futuras

+ Estudar métodos de minimizacdo das espécies interferentes sobre o sinal
analitico na determinacdo de cobre (lI) pelo método proposto nessa

dissertacao;

+ Avaliar a seletividade e a pré-concentracdo do procedimento proposto frente ao
analito de interesse visando aumentar a freqiéncia analitica do procedimento

proposto desenvolvido;

+ Validacdo da metodologia proposta comparando com o método oficial do Brasil

e o internacional pela AOAC.
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