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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE UM METODO DE ANALISE POR INJECAO EM FLUXO
(FIA) PARA DETERMINACAO DE DISSULFETO DE TETRAMETILTIURAM (Tiram)
UTILIZANDO REAGENTE IMOBILIZADO EM REATOR DE FASE SOLIDA (RFS).

No presente trabalho, foi desenvolvido um método analitico destinado a
guantificacdo do fungicida Tiram baseado na capacidade que este possui de
complexar fons Cu?*. A quantificacdo foi efetuada por meio do acoplamento de
espectrofotometria visivel a um reator de fase sélida (RFS) utilizando de técnicas de
analise em fluxo. O RFS utilizado foi constituido por um tubo de plastico (12 cm e 2
mm d.i.) preenchido por resina poliéster finamente triturada contendo fosfato de Cu?*
imobilizado. Durante o contato de 100 pL de Tiram com fons Cu?* imobilizados na
resina, forma-se o complexo Cu?* / Tiram. Nesta etapa, 0 complexo é liberado para a
solucdo carregadora (Agua) a uma vazdo de 2,5 mL min’. Sendo intensamente
colorido esta espécie é a base do presente método de quantificacdo a 439 nm. Com
o desenvolvimento da reacdo, a curva analitica obtida foi linear no intervalo de
concentracdo de 3,0 x 10 a 3,4 x 10 mol L™, com limite de deteccdo de 6,95 x 10

mol L™ e frequiéncia de amostragem de 60 determinacdes por hora.

Palavras-Chaves: Espectrofotometria.Tiram. FIA.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A PROCEDURE FOR FLOW INJECTION ANALYSIS FOR THE
TETRAMETHYLTHIURAM DISSULFIDE (THIRAM) DETERMINATION USING A
SOLID-PHASE REACTOR.

In this dissertation an analytical method for the Thiram fungicide
guantification, based on the capacity which it has a complex copper ions was
developed. The quantification was performed by mean of visible spectrophotometry
coupling a solid-phase reactor using flow techniques. The solid-phase reactor used is
consisting of a plastic tube (12 cm and 2 mm diameter) filled with finely crushed
polyester resin containing copper phosphate immobilized. During the contact of 100
uL Thiram with Cu® * ions immobilized on the resin is formed the complex Cu? */
Thiram. At this stage, the complex is released into the carrier solution (water) with
flow rate of 2,5 mL min™ being intensely colored and this species is the basis of this
method of quantification at 439 nm. With the development of the reaction, analytical
curve was linear on the concentration range of 3,0 x 10™ to 3,0 x 10 mol L™ with a
detection limit of 6,95 x 10 mol L™* and a sampling frequency of 60 determinations
per hour.

Keywords: Spectrophotometry. Thiram. FIA.
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1 Introducéao

1.1 Dissulfeto de Tetrametiltiuram (Tiram)

O Brasil, como um pais de extensa area rural e clima favoravel, € um
dos maiores produtores e exportadores de produtos agricolas do mundo. Entretanto,
muitos agricultores ainda ndo seguem as boas préaticas agricolas e, muitas vezes,
utilizam de forma indiscriminada os agrotoxicos, tanto no que se refere a quantidade
como a qualidade desses produtos. Os ditiocarbamatos pertencem a um grupo de
agrotoxicos organossulfurados empregados na agricultura com acéo fungicida®.

O dissulfeto de tetrametiltiuram (Tiram), apresentado na Figura 1, € um
fungicida da familia dos  N,N-dialquiltiocarbamatos. @ Os  compostos
dialquiltiocarbamatos sé&o usados para o controle de uma variedade de doencas em
frutas, vegetais e plantas ornamentais® e, protege as colheitas de deterioracéo por
fungos no armazenamento ou transporte. O Tiram € usado também como um
repelente de animais, para proteger arvores frutiferas e ornamentais dos danos
causados pelos coelhos, roedores e cervos. Outras aplicagées do Tiram o incluem
como acelerador na wvulcanizacdo da borracha, no tratamento de Escabioses
(sarnas), na composicéo de filtros solares e como bactericida aplicado diretamente

na pele ou incorporado no sab&o®.

H,C
H,C — N H.C
. |
N — CH
S \S‘< °
S

Figura 1 — Estrutura molecular do Tiram. (CgH12N,S, - PM: 240.41 g mol™).

Na literatura sao relatadas dermatites de contato atribuidas a
exposicao excessiva e prolongada ao produto®” ou contato com plantas pulverizadas
com o fungicida. Existem relatos sobre propriedades mutagénicas (alteracdes da

expressdo genética em células de leveduras e mutagenicidade em camundongos)®’



e carcinogénicas do produto®® descobertas através de avaliagdo do potencial
tumorgénico do Tiram apdOs exposicao tépica, que sem duvida, sdo caracteristicas
negativas do fungicida. Assim, por ndo ser um composto in6cuo aos humanos®, é

necessario um controle adequado do fungicida Tiram.
1.2 Principais Métodos para Determinacéo do Tiram

Como os carbamatos geralmente ndo apresentam grupos cromoéforos,
eles ndo podem ser quantificados espectrofotometricamente na forma livre.
Entretanto na forma de complexos com cobalto (lll), alguns podem ser quantificados

espectrofotometricamente na regido do UV'. Assim, os principais métodos para

determinacdo de Tiram e de outros carbamatos sdo baseados em colorimetria'**3,

espectrofotometria*®, cromatografia de camada delgada utiizando um

densitdmetro como detector'®!’

18,19

, cromatografia gasosa com espectroscopia de

massa ~~°, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com fotdlise UV ou

2022 aspectrometria de massas LC/MS?, cromatografia eletrocinética

25, 26

fluorescéncia
micelar (MEKC)?*, imunoensaio enzimatico (ELISA) e voltamétrico utilizando de
um potenciostato®” ?®. Entretanto, alguns desses procedimentos s&o de alto custo,
enquanto outros sao trabalhosos, pois envolvem diversas etapas quimicas e/ou
analiticas.

O desenvolvimento de procedimentos analiticos para determinacéo de
fungicidas da familia dos ditiocarbamatos é importante pois o efeito direto da
exposicao a estes fungicidas pode causar alergia, inflamacéo dos olhos e no trato
respiratério em humanos e, a exposicdo a longo prazo pode causar mudancas
funcionais no sistema cardiovascular.

Cassella et al.?®

propuseram um método para a determinacdo dos
ditiocarbamatos ziram (zinco-bis-dimetilditiocarbamato) e Tiram em amostras solidas
pela da extracdo com cloroférmio. A determinacao foi realizada empregando um
sistema de analise por injecdo em fluxo com detector infravermelho. O
acompanhamento do sinal analitico foi monitorado pela absorbancia na regido entre
1600-1460 cm™ e 1400-1315 cm™ para Ziram e Tiram, respectivamente.

Um sistema de analise por injecdo em fluxo com deteccgéo
amperométrica baseado na oxidacao eletroquimica do Tiram utilizando um eletrodo

de grafite / poli-tetrafluoretileno foi proposto por Pingarrén et. al.*°. Neste método a



curva analitica foi linear no intervalo de concentragéo de 2,0 x 107 a 1,0 x 10 mol
L™,

A determinacdo de Tiram através da formacdo do complexo
tetrametiltiram (Tiram)-Cobre (II) por voltametria usando eletrodo de carbono foi
proposto na literatura para determinacdo do analito em plantas com resultado
satisfatorio®.

Foi desenvolvido um método utilizando espectrofotometria vibracional
(FTIR) e FT-Raman para a analise quantitativa de componentes ativos presentes na
formulacdo de pesticidas comerciais, proposto por Armenta e colaboradores®.

O controle em amostras comerciais € necessario principalmente para
minimizar a contaminagao do meio ambiente e no momento do uso na agricultura. O
Tiram € também um produto da degradacédo ambiental de outros dois fungicidas,
Ferbam (ferro (I1l) dimetilditiocarbamato) e Ziram (zinco-bis-dimetilditiocarbamato)>3.

2 Fundamentos Teoéricos

2.1 Andlise por Injecdo em Fluxo (FIA)*

Com a crescente demanda por resultados de analises (de rotina ou de
grande numero de amostras) tornou necessario o0 desenvolvimento e
aperfeicoamento de métodos analiticos, que tenham velocidades analiticas bastante
superiores aos métodos manuais. Esses métodos, quase sempre automatizaveis,
foram desenvolvidos em profusdo. Dentre esses, um dos mais interessantes, por
sua simplicidade, baixo custo tanto na implantacdo quanto na operacdo, sdo 0s
baseados em Andlise por Inje¢cdo em Fluxo (FIA).

A injecdo em fluxo é muito utilizada em andlises clinicas, de produtos
farmacéuticos, na andlise de agua e no controle de processos industriais garantindo
maior precisdo do que operacdes manuais como pipetagens, diluicbes, separacdes
e misturas. A primeira proposta para andlise em fluxo surgiu em 1957, a qual
resultou nos atuais auto-analisadores.

A técnica de Analise por Injecdo em Fluxo, geralmente denominada de
FIA (do nome em inglés: Flow Injection Analysis) proposta por RUZICKA e
HANSEN®* em 1975 e, STEWART® em 1976, baseia-se na injecdo de pequenas



guantidades da amostra em solugdo, dentro de um percurso analitico contendo um
reagente adequado. Apds a injecdo, a amostra € transportada até o detector por um
fluxo carregador ndo segmentado, que pode ser o proprio reagente ou uma solucao
guimicamente inerte, onde o sinal analitico é detectado e registrado.

A Andlise por Injecdo em Fluxo (FIA) constitui uma metodologia em
guimica analitica que permite automatizar a manipulacdo de solucfes utilizando
aparelhagem barata, manejo facil e grande facilidade na obtencdo de resultados.
Além disso, o sistema apresenta vantagens como minimizacdo do consumo de
amostras e reagentes, diminuir ou eliminar a contaminagdo da amostra e do
analista®®. Neste sistema (Figura 2) uma ou mais solu¢bes contendo reagentes
confluem continuamente com o carregador anteriormente a detec¢do. A zona de
amostra injetada sofre dispersao, sendo misturada com as soluc¢des carregadora e
reagente. O produto resultante é transportado em dire¢cdo a um detector no qual
ocorrerdo as medidas e, dai entdo para o descarte. A dispersao ou diluicdo da zona
de amostra pode ser controlada ou adaptada as analises requeridas pela otimizacdo
de varios fatores, tais como: o volume injetado da amostra, as vazdes do fluido
carregador e dos reagentes, o comprimento da bobina de reacdo e o diametro
interno da tubulacdo®. Estas condicées de dispersdo ou diluicdo da zona de

amostra podem ser otimizadas para que se obtenha um melhor sinal analitico.

®
O
1
x
%
=
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i

Figura 2 - Representacdo de um sistema FIA. (a) Apds ser selecionado um volume de solucao
da amostra, o mesmo é introduzido em uma solucao transportadora de amostras C.
(b) Imediatamente, forma-se uma zona de amostra a qual sofre dispersdo continua
enquanto é transportada em direcdo ao detector D. (c) No ponto x ocorre adicdo de
um ou mais reagentes R. O sinal analitico medido pode ser registrado (d), i = instante

de injecdo da amostra®.



Os sistemas FIA fornecem respostas extremamente rapidas pois o
tempo médio de residéncia das amostras é de 20 a 50 segundos. A dispersdo em
sistemas FIA € um processo fisico-quimico dependente de um grande numero de
parametros, ndo podendo, portanto, ser quantificada em termos de um Gnico valor™®.

A dispersao da zona de amostra foi definida por RUZICKA E HANSEN

como:

D=7 1)

Onde D foi denominado como numero de dispersdo, C° a concentracdo real da
espécie contida na amostra e C € a concentracdo da espécie quimica medida no
detector (apds o processo de dispersdo). O valor de C° é obtido bombeando-se o
composto colorido formado pela reacdo da espécie de interesse com 0 reagente
colorimetricamente adequado, diretamente sem sofrer diluicdo na linha. O valor de C
€ obtido injetando-se um volume determinado de composto previamente formado, na
linha usando um carregador para leva-lo ao detector (corresponde ao maximo do
pico registrado)*.

Em sistemas FIA mais simples, em linha anica (Figura 3), o valor de D
pode ser determinado como a razdo entre as medidas relativas a amostra injetada
(altura do pico) e a amostra em situagdo de volume infinito (altura do patamar
registrado), desde que o0s sinais analiticos sejam linearmente proporcionais as

concentracdes®.
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Figura 3 — Determinagédo do valor de D. Inicialmente, uma solugdo colorida A simulando a amostra é
colocada em C,, sendo registrado um patamar correspondente a C°. Posteriormente, Cp €
restaurado e a solucdo A é injetada, sofrendo dispersao na bobina reacional R, atingindo o
detector espectrofotométrico D originando um pico cuja altura reflete a concentracdo C da

porcédo mais concentrada da zona de amostra®*.

Os fatores associados ao processo de dispersédo séo viscosidade dos
fluidos, coeficientes de difusdo das espécies quimicas, rugosidade das paredes
internas das tubulacbes, volume da amostra injetado, dimensdes do percurso
analitico, presenca de fluxos confluentes, etc.

Geralmente os sistemas de analise por injecdo em fluxo (Figura 4) sédo
constituidos por componentes basicos como: unidade propulsora de solucao
(geralmente feita com a utilizacdo de bombas peristalticas), unidade de introducao
da amostra, unidade de mistura/tratamento da amostra, unidade de deteccdo e
unidade de coleta e armazenamento dos sinais obtidos. Estas unidades podem ser
acopladas a um computador, que permite tanto o controle dessas unidades, como a
aquisicdo simultanea e processamento dos dados. A concentracdo do analito na
amostra € determinada pela medida de sua absorbancia em uma célula de fluxo.
Diversos instrumentos que indicam a variacdo de propriedades fisico-quimicas do
sistema podem ser utilizados como detector tais como espectrofotdmetro,
potenciémetro, IR, condutivimetro etc.*%.

As tubulacbes empregadas na construcdo de um sistema devem ser



especificadas (comprimento, diametro interno e tipo de material usado) ja que a sua
natureza pode afetar a aderéncia dos fluidos em um analisador®.

As bombas peristalticas constituem-se no equipamento mais utilizado
para movimentar solugdes em sistemas de analise em fluxo. Sdo equipamentos
versateis, em geral, com multiplos canais, que possibilitam impulsionar e/ou aspirar
solucdes, emulsdes ou mesmo suspensdes, em ampla faixa de viscosidades, sem
contato direto das mesmas com partes mecanicas da bomba, afora o tubo flexivel
sobre o qual sdo aplicados os movimentos peristalticos pelo rotor da bomba. As
vazbes podem ser ajustadas num amplo intervalo, de forma continua ou em
pequenos incrementos, controlando a rotacdo da bomba e/ou o diametro interno dos

tubos™*.
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Figura 4 - Divisdo dos sistemas FIA: unidade propulsora de fluidos (P), de insercdo de amostra

(S), de reacao/mistura (B) e de deteccao (D), onde(C) é a solugéo carregadora e (R)

reagente. (esquema adaptado do livro de Ruzicka e Hansen36).



2.2 Configuracdes Elementares de um Sistema FIA*

As configuragdes de sistemas FIA mais elementares sé&o os sistemas
de linha Unica, sistemas em confluéncia e sistemas com zonas coalescentes (Figura
5). Os sistemas FIA também podem ser ainda projetados a partir de implementacdes
de outras variaveis nos sistemas elementares. Exemplos dessas implementacdes
sdo os sistemas com fluxos alternativos, fluxos intermitentes, aprisionamento de

zona de amostra, amostragem na zona de amostra, etc®.

Figura 5 — ConfiguracGes elementares de sistemas FIA. (A) sistema linha Unica, (B) sistema em
confluéncia e (C) Sistema com zonas coalescentes. R, reagente; S, amostra; L, bobina

reacional; C, carregador; D, detector e W, descarte®.

2.3 Sistema em Confluéncia®*

Nos sistemas de injecao em fluxo de linha Unica (Figura 5A), a solucéo
reagente é utilizada também como transportadora, assim o consumo de reagentes é
maior do que 0 necessario para promover a reagdo quimica. Para solucionar esse
consumo € possivel fazer a introducdo das solucBes reagentes por confluéncia
(Figura 5B). Adotando esta estratégia, a vazao do reagente pode ser reduzida, sem
afetar a sua disponibilidade na zona de amostra.

Nos sistemas em confluéncia a amostra é 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 5B).

As limitagdes dos sistemas em linha unica foram resolvidas, adotando-
se a adicao do reagente por confluéncia (Figura 5C). O reagente adicionado por
confluéncia, logo ap6s o injetor, permite que cada fracdo da amostra receba a
mesma quantidade de reagente.

A partir da confluéncia somam-se as vazbes do carregador e do
reagente, entdo a amostra € distribuida em um espaco maior que o ocupado
anteriormente, o que corresponde a uma diluicdo. Nesse caso, a amostra ocupa
uma maior fracdo do percurso analitico, o que é equivalente ao emprego de uma
alca de amostragem mais longa, e, consequentemente, isso aumenta a disperséo. E
conveniente que se conheca em que extenséo a vazao confluente afeta a magnitude
da medida®.

2.4 Reator em Fase Sélida

Reatores de fase solida (RFS) sédo geralmente reagentes que
apresentam baixa solubilidade e, em sistemas de analise por inje¢cdo em fluxo (FIA)
envolvem a imobilizacao ou aprisionamento de reagentes sélidos num dado ponto
do sistema onde deve fluir o par amostra-transportador, com a finalidade de facilitar
a reacdo na interface sélido-solucdo**, ocorrendo assim a converséo do analito em
uma espécie detectavel por técnicas espectrofotométricas e/ou eletroquimicas.

O aprisionamento de reagentes em um reator em fase sélida pode ser
realizado pela utilizacdo direta de reagentes insollveis nas solucdes que fluem
através do reator (imobilizacéo natural), ou pela retencédo dos reagentes em suportes
sélidos através de um mecanismo fisico ou quimico®®. A justificativa de se empregar
reagentes solidos ao invés de solugcdes € a economia de reagentes, 0 aumento da
sensibilidade e do sinal analitico devido a menor dispersdo da amostra, a
simplificagéo do sistema em fluxo e, naturalmente, quando o reagente ndo existe na
forma solavel como amalgamas e resinas de troca i6nica. O emprego desses
reatores minimiza a geracdo de residuos quimicos, sendo, portanto, altamente
recomendado por se tratar de metodologia analitica limpa (green chemistry).

A localizagéo e dimensdo do RFS em um sistema em fluxo dependem
do propdsito e da sua funcdo no processo analitico (Figura 6). Tais funcdes podem
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ser: (a) pré tratamento da amostra antes da insercdo no percurso analitico, (b) pré
tratamento de reagente, (c) conversdo da amostra (reator na alca de amostragem),
(d) conversédo de amostra (reator entre o injetor e o detector, posicdo mais comum
dos RFS) e, (e) integracdo reacado-deteccdo (reagente imobilizado no sistema de
deteccdo)?’.

R-—» —

S, Lo

A—» —

Figura 6 — Possiveis localizac6es de um reator em fase solida acoplado no sistema FIA. R, reagente;

A, Amostra; C, solugéo carregadora e D, detector®.

2.5 Caracteristicas dos reagentes imobilizados e dos suportes®

Um reagente imobilizado quer seja naturalmente ou sobre um suporte
sélido, deve apresentar algumas caracteristicas importantes:
a) o tamanho da particula deve ser apropriado para permitir que as solucdes passem
livremente através do reator sem elevar a pressao hidrodindmica acima dos niveis
compativeis com sistemas por injecao em fluxo;
b) a reacdo deve ser rapida para que alcance a maxima conversdo possivel do
analito. Além disso, deve ser quimicamente inerte as solu¢des transportadoras ou
reagentes, caso contrario, isto reduzira o tempo de vida til do reator;
c) as particulas empregadas no preenchimento dos reatores em fase sélida devem
ser mecanicamente resistentes ao fluxo para que ndo ocorra o surgimento de
espacos livres com o decorrer do tempo, 0 que resultaria no aumento da dispersao

da zona de amostra no sistema. Ademais, a fragilidade das particulas poderia
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ocasionar quebra das mesmas e, consequentemente, aumento na pressao
hidrodindmica do sistema, levando assim a variacdes do grau de conversao do
analito causadas pelas alteracGes da superficie de contato solido-solucéo.

Na Tabela 1 séo indicados alguns trabalhos onde diferentes reagentes

sélidos foram imobilizados e acoplados a sistemas FIA.



TABELA 1 — Exemplos de sistemas FIA incluindo o emprego de RFS.

Reagente Analito Detector RDS(%) Linearidade Frequénciade  Ref.
Amostragem/h™

Cuz(POa)2 Aspartame UV-vis 0.2 20280 ug mL* 70 49
Zn3(POy)2 Aspartame UV-vis 0,3 10 a 80 mg mL* 70 50
AgCl Dipirona Turbidimetria 1.8 5x10%a2,5x10° mol L* 45 51
CoCO3 Penicilamina UV-vis 1,3 5a60mg L™ 70 52
Fe(OH)s Acido Ascérbico UV-vis 0,56 5x10%a5x10°mol L* 80 53
Cus(PO.);  Acido Ascorbico UV-vis 0,75 5x10%a4x10°mol L* 80 54
CuCOg3 Acido Salicilico AAS 15 4a75pugmL? 257 55

12
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3 Parte Experimental
3.1lInstrumentacéo

3.1.1 Balanca Analitica

Todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma balanca analitica

Adventurer - OHAUS, com preciséo de +0,1 mg.

3.1.2 Espectrofotdmetro

No sistema FIA desenvolvido neste trabalho as determinagdes
espectrofotométricas de otimizacdo e analise de amostra foram feitas em um
espectrofotometro de feixe simples Femto, (modelo 600s) conectado a um
microcomputador e gerenciado por programa computacional (FemWin 670 versao
1.2), utilizando uma cela de fluxo de vidro (caminho éptico de 1,00 cm).

As medidas dos espectros de absorcdo molecular foram feitas em um
espectrofotometro de feixe duplo Lambda 25 da Perkin EImer empregando cubetas
de quartzo de 1,0 cm de caminho optico, acoplado a um microcomputador.

3.1.3 Bomba peristaltica

Para propulsdo das solugdes de reagentes e amostras utilizou-se uma

bomba peristéltica Ismatec modelo ISM935.

3.2 Tubos e conexdes

Foram empregados tubos e conexdes de polietileno com diametro
interno de 0,8 mm para confeccéo das bobinas reacionais, alcas de amostragem e
linhas de conducéo das solucdes de referéncia e amostras. Os tubos de propulséao

utilizados foram de Tygon de diferentes diametros internos.
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3.3 Injetor comutador

As amostras e solucfes padréo foram introduzidas no sistema de fluxo

utilizando-se um duplo injetor comutador manual 2-3-2 construido em acrilico.

3.4 Preparacdo e acoplamento do reator contendo ions cobre

O fosfato de cobre (Il) foi preparado de acordo com procedimento
descrito na literatura®. Adicionou-se &cido fosférico concentrado HsPO4 em 20 g de
carbonato basico de cobre (I) CuCO3;.Cu(OH),. O precipitado azul de fosfato de
cobre Cuz(POy,), formado foi lavado diversas vezes com pequenas porcdes de agua
deionizada e seco em estufa a 120°C por duas horas.

O procedimento de confinamento™ de reagentes de baixa solubilidade
mais empregado € a reacdo de polimerizacdo de cadeias lineares de poliéster ndo-
saturado, que permite de certa maneira, o controle da dimensdo das particulas e
comprimento do reator. Reatores em fase solida contendo reagentes imobilizados
nessas matrizes poliméricas possuem boa estabilidade quimica e mecanica, bem
como é resistente a ataques bioldgicos

O sal insoluvel foi imobilizado em resina poliéster na proporcdo 50%
em massa da resina e do fosfato de cobre, misturando-se manualmente 2 gramas de
cada componente em um frasco de polietileno, até a homogeneidade. Na seqiiéncia,
adicionou-se 0,5 mL de peroxido de metiletilicetona (catalisador), deixando-se a
mistura a temperatura ambiente por 24 h para completa polimerizacdo. O sélido
obtido foi resfriado em nitrogénio e, em seguida, triturado em almofariz com auxilio
de um pistilo.

As particulas obtidas pela trituracdo foram separadas em funcédo de
sua granulometria por peneiramento com malha de 0,250 mm pois, a uniformidade
das particulas também afetam a eficiéncia do RFS. Os reatores de fase sélida foram
construidos empacotando-se as particulas (com tamanho menor ou igual a 0,250
mm) do material polimérico, contendo o fosfato de cobre imobilizado, em micro

colunas com diversos comprimentos e diametro interno de 2 mm.



15

3.5 Confeccédo do Reator de Fase Sélida

A confecc¢ao do reator foi executada da seguinte maneira: introduziu-se
o sal imobilizado em resina em tubo de plastico (2 mm d.i, contendo numa das
extremidades um pequeno pedaco de & de vidro destinado a manter o material
polimérico em seu interior). Apds o total preenchimento do tubo inseriu-se na outra
extremidade outro pedaco de |& de vidro destinada a manter material polimérico
contido no interior do reator. O reator de fase sélida foi acoplado ao sistema de
injecdo em fluxo. A Figura 7 apresenta esquematicamente as etapas de imobilizacao

do Cus(P0QO,), em resina poliéster e de preparo do reator de fase sélida.

Figura 7 - Procedimento de imobilizacao do reagente Cuz(PQO,), em resina poliéster e preparo do

reator em fase sélida.

3.6 Reagentes e solucdes

Todas as solucdes foram preparadas com reagentes de pureza
analitica e agua deionizada.
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3.6.1 Solucgdes estoque

A solucdio estoque de Tiram a uma concentracéo de 3,4 x 10* mol L™
foi preparada dissolvendo-se uma massa de 0,0500 g em um bal&o volumétrico de
50,0 mL com uma solucao de brometo de tetrabutilamonio a uma concentragéo de 1
g.L™", completando-se seu volume. A solucdo foi aquecida com agitacdo até a
dissolucdo e em seguida uma aliquota de 4,000 mL dessa solucéo foi transferida
para um baldo volumétrico de 50,0 mL com auxilio de uma micropipeta. O volume do
baldo foi completado com a mesma solucédo de brometo de tetrabutilaménio®’.

Todas estas solugcbes foram preparadas imediatamente antes das
medidas, com o propésito de evitar degradacdo das mesmas.

3.6.2 Solucédo de brometo de tetrabutilamonio

Preparou-se solucdo de brometo de tetrabutilambnio a uma
concentracdo de 1,0000 g.L™ dissolvendo-se uma massa de 1,0000 g com agua
deionizada em um baldo volumétrico de 1000,0 mL completando-se seu volume com

agua.

3.6.3 Preparo das amostras

3.6.3.1 Solucédo de Tiram na amostra de VITAVAX-THIRAM

Preparou-se uma solucdo de Tiram contido na amostra do produto
comercial VITAVAX-THIRAM a uma concentracdo de 1,0 x 10 mol L™ pesando-se
uma massa de 0,24 gramas que foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL
e o volume foi completado com a solugdo de brometo de tetrabutilambnio a uma
concentracdo de 1 g L™. A partir desta solucdo estoque realizaram-se diluicbes para
determinacdo do espectro do complexo formado entre o analito Tiram contido no

produto comercial e o fon Cu®*.
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3.6.3.2 Amostra de milho tratada com VITAVAX-THIRAM

A extracdo do Tiram contido na amostra de milho foi feita pesando-se
uma massa de 35 g de milho tratado com VITAVAX-THIRAM, seguido de lavagem
com 50 mL de a4gua deionizada. A partir dessa agua de lavagem foi possivel realizar

a medida de absorbancia pelo método proposto para a quantificacao de Tiram.

4 Resultados e Discussao

4.1 Estudos preliminares

Na proposta do projeto de mestrado optou-se por estudar a viabilidade
do emprego de um sistema de andlise por injecdo em fluxo para a determinacdo de
Tiram empregando-se reagente imobilizado em reator de fase solida. O método
proposto baseia-se na possivel complexacdo do analito Tiram com cétions
metalicos. O objetivo proposto para a realizagéo do trabalho de mestrado foi estudar
a complexacdo do analito com trés metais distintos cobre, prata e zinco se
estendendo para o estudo com demais metais. Os ions escolhidos e sua
configuracdo na camada de valéncia s&o os seguintes: Cu®* — d°, Fe** (lll) — d°, Ni**
—d® Mn* — d° Cd** — d*¥, cr¥* — d° zn* — d'° Co?*" - d’, Ag* — d'°. Da lista, todos
aqueles com 10 elétrons d ndo apresentam absor¢ao no visivel, mesmo que estejam
complexados, a ndo ser que haja transferéncia de carga Metal-ligante, porém néo foi
observado. S&o eles: Cd**, Zn** e Ag®. Portanto, para estes metais, o0 método
espectrofotométrico ndo é viavel na regido do UV-vis.

Os anexos (1 a 8) ilustram os espectros de absor¢cao molecular dos
metais e metal-Tiram evidenciando que ndo ocorre absor¢éo na regido visivel.

No caso do Cu®", a cor azul do sal precursor em 4gua é devido ao Cu?*
estar coordenado com seis moléculas de agua, numa geometria tetragonal, ja que
sendo d° o fon Cu?®" vai sofrer efeito Jahn-Teller. A cor complementar do fon o Cu®* é
azul esverdeado, e quando este ion se complexa com o Tiram, h& a troca do ligante
agua, bastante labil, pelo ligante polidentado, a partir da coordenacdo com 0s
atomos de enxofre, e ha entdo, um efeito maior de distor¢éo, afastando os orbitais eq
e tyg e, portanto, deslocando a banda de absorcdo para energia maior (no azul-



18

violeta). A cor entdo complementar do complexo formado deve ser amarelo-
alaranjada.

Portanto, o complexo Cu?* / Tiram apresenta variacdo pronunciada de
cor antes e ap0s complexacdo e € usado em metodologia analitica para
guantificacdo. Complementarmente, pelos artigos na literatura, € comprovado que a
constante de formacdo do complexo € altamente favoravel, e torna ainda mais viavel
0 método.

No caso dos metais Ni**, Mn*, Fe**, Cr** e Co?" nao foi observada
diferenca entre os espectros antes e ap0s adicdo do Tiram, portanto, nas condi¢cdes
efetuadas ndo deve ter havido complexagdo, ou se houve, ndo foi perceptivel.
Nitrato de niquel (Il), em agua, gera Ni** coordenado com 6 moléculas de &agua,
octaedro perfeito, absorve em regides de energia maior, portanto apresenta cor
amarelo-alaranjada, ndo ha efeito Janh-Teller. Os ions Mn?* e Fe**, ambos d°, caso
estejam em spin baixo também séo bastante estaveis e ndo apresentam Efeito Jahn-
Teller, se houve alguma complexacdo, ndo foi possivel observar deslocamento
significativo entre o metal antes e depois. Para o fon Cr**, configuracéo d°, também
altamente estabilizado, ndo ha efeito Jahn-Teller, mesmo com diferentes ligantes e,
pelo espectro ndo foi observado complexacdo. O deslocamento de energia nao
foram suficientes para manifestar diferencas entre o ion coordenado ao solvente e
com Tiram. Talvez uma variacdo do pH de reacdo possa a vir deslocar equilibrios e
propiciar a coordenacdo de alguns destes metais, ou seja, Ni**, Mn?*, Fe®", Cr®*. No
caso do Co?", deve ser feita a adicdo de um agente oxidante para que a espécie
Co** venha a estabilizar o complexo, embora ndo seja uma reacdo quantitativa a
ponto de ser usada em um método analitico.

Por fim, Co®", d’, ndo produz complexos octaédricos tdo estaveis
quanto Co*, d® spin baixo, portanto, nas condices, ndo deve ter havido a

coordenacao com o Tiram, permanecendo este complexado ao solvente.
4.2 Estudo do Complexo Cobre-Tiram
4.2.1 Estudo da Solubilidade do Tiram

De acordo com a literatura® Tiram apresenta a solubilidade em agua

de 16,5 mg.L™ a 20°C. Estudou-se a solubilidade do dissulfeto de tetrametiltiram
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(CeH12N2S4) em agua, etanol, acetona, solucao de hidroxido de sédio 0,1 mol/L e
solucdo do surfactante brometo de tetrabutilaménio (TBA) 0,1 g/L. Foram feitos
testes qualitativos com a finalidade de solubilizar diferentes massas em 50 mL de
solvente com aquecimento e agitacdo. As propor¢cdes massa/solvente estédo

descritas na Tabela 2 a seguir:

Tabela 2 — Testes de Solubilidade do Tiram.

Massa de Tiram Solvente (50 mL) Solubilidade
(CeH12N2S,)

5 mg Agua Insolavel
250 mg Etanol Insoltvel
25 mg Etanol Insoluvel
125 mg Acetona Insoluvel
50 mg Hidréxido de sédio 0,1 mol/L Soluvel
50 mg Surfactante (TBA) 0,1 g/L Soluvel

O Tiram foi soluvel em solucdo de hidréxido de sédio 0,1 mol/L e em
solucao surfactante (TBA) 0,1 g/L com aquecimento. O uso de solucdo surfactante
foi mais apropriado devido a formacdo de micelas e, consequentemente, maior

facilidade na solubilizagéo do Tiram.
4.2.2 Determinacao do espectro do complexo formado entre Cobre-Tiram

Tragou-se o espectro em diferentes comprimentos de onda na regiao
do U.V e visivel com as solucBes de Tiram, sulfato de cobre e, solugéo Cu?* / Tiram,
para se obter o espectro e determinar o comprimento de maxima absor¢do do
complexo Cu®* / Tiram. Os espectros de absorcdo do Cu®*, do Tiram e do complexo

Cu?* / Tiram s&o apresentados a seguir (Figuras 8, 9 e 10).



2
Cu”’

0,8 |-

0,6

04

Absorbancia

0,0

1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1

200 300 400 500 600 700
Comprimento de Onda (nm)

Figura 8 — Espectro de absor¢céo do Cu®*em meio aquoso; CuSO, 1,0 x 10” mol L™
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Figura 9 - Espectro de absorcdo do Tiram. Tiram 3,4 x 10 mol L™.
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Figura 10 — Sobreposicao dos espectros de absorcdo de todas as espécies envolvidas. CuSO,4 1,0 x
10“ mol L™ :Tiram 3,4 x 10* mol L™ e Cu®" / Tiram.

O complexo formado pelo Tiram e Cu®" apresentou um maximo de
absorcdo em 439 nm (A = 0,468). O pico de absorcdo apresentado pelo complexo
Cu?'/ Tiram na regido compreendida entre 350 e 550 nm claramente o diferencia dos
espectros das outras espécies quimicas presentes, e permite o estabelecimento de
um método espectrofotométrico destinado a quantificacdo de Tiram baseado na

capacidade desse composto complexar fons Cu?*.

4.3 Diagrama esquematico do sistema de analise por de injecdo em fluxo com
um reator em fase solida (RFS)

A Figura 11 apresenta o diagrama esquematico do sistema FIA de linha
Unica, contendo o reator em fase sélida (RFS) utilizado na determinacao de Tiram.
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Figura 11 - Diagrama esquematico do sistema de injecdo em fluxo para determinacéo
espectrofotométrica de Tiram. Onde: S, solucdes de referéncia ou da amostra; L, alca
de amostragem; ST, solugdo transportadora; RFS, reator em fase soélida; E,

espectrofotdmetro; R, registrador; P, bomba de propulsdo; W, descarte.

Neste sistema, quando o injetor € deslocado para a posicao de injecao,
o analito na alca de amostragem (100 uL) é inserido na solucéo e desloca-se até o
reator em fase sélida contendo o ion cobre imobilizado, onde ocorre a formacgédo do

complexo Cu?* / Tiram, de coloragédo amarela que é monitorada em 439 nm.
4.4 Estudos dos parametros do sistema em fluxo

Foram estudados os parametros fisicos do sistema FIA de modo a
investigar as condicdes adequadas para a reacdo entre Cu®* / Tiram. Os parametros
do sistema em fluxo foram otimizados para obtencdo dos melhores resultados em
termos de estabilidade da linha base, sensibilidade e freqiéncia de amostragem.
Estabeleceu-se inicialmente alca de amostragem com volume de 375 pL, vazao da
bomba 1,9 mL. min™, bobina reacional de 100 uL e comprimento do reator de fase
solida de 6 cm (2 mm d.i.). Para a otimizag&o do sistema variou-se cada um desses

parametros para obter o melhor sinal analitico.
4.4.1 Estudo da Solucao Transportadora

Um requisito importante para o tempo de vida do RFS é a baixa
solubilidade do reagente imobilizado na solucao transportadora que flui pelo mesmo.
Geralmente sistemas FIA utilizam solugdo tampao como transportadora. Sendo

assim estudou-se o sistema de analise em fluxo utilizando agua e tampao acetato
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como transportadora acreditando-se que a solugdo tampao ocasionaria um melhor
sinal analitico e maior estabilidade da linha base. Nao foi observado diferenca na
utilizacdo de agua ou tampdo acetato como solucdo transportadora. Visando a

simplicidade do sistema optou-se por utilizar &gua como solugéo transportadora.

4.4.2 Estudo do volume da alca de amostragem

O volume da alca de amostragem (L) de 75, 100, 150, 250 e 375 uL
(comprimentos de 15, 20, 30, 50, 75 cm) foi avaliado, como indicado na Figura 12.
Para uma solucéo de Tiram de 3,4 x 10 mol L™, a magnitude do sinal analitico
aumentou até um volume de amostra injetado de 250 uL. Apesar do volume de 375
ML apresentar um erro relativo muito pequeno o volume de 100 uL foi selecionado
(Figura 13) considerando-se que utilizando uma alca menor sera liberado menos
metal do reator para reagir com o analito aumentando a sua durabilidade, além de

apresentar boa sensibilidade e estabilidade da linha base.
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Volume da Alca de Amostragem (ulL)
Figura 12 — Fiagrama obtido utilizando alcas de amostragem de volumes variados e solucdo de
Tiram 3,4 x 10*mol L™, vazao da solucao transportadora de 1,9 mL min™, comprimento
da bobina helicoidal de 20 cm (100pL), RFS 6 cm.



24

0,40 %

0,38 -

0,36 -

0,34 -

0,32 -

Absorbancia

0,30

0,28 -

1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1

100 150 200 250 300 350

Volume da algca de amostragem (uL)

Figura 13 — Efeito do volume da alga de amostragem (L) de 75, 100, 150, 250, 375 uL sobre o sinal
analitico de uma solucéo de Tiram 3,4 x 10 mol L™, vaz&o da solucéo transportadora de
1,9 mL min™, bobina helicoidal de 20 cm (100uL) e RFS 6 cm.

4.4.3 Efeito da vazéo da solucéo transportadora

A influéncia da vazao da solugéo transportadora (dgua) sobre o sinal
analitico foi avaliada no intervalo de 1,3 e 4,4 mL.min™ (Figuras 14 e 15) utilizando-
se uma solucéo de Tiram 3,4 x 10 mol L™.
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Figura 14 — Fiagrama obtido utilizando diferentes vazes da solucdo transportadora (dgua) sobre o
sinal analitico de uma solugéo de Tiram 3,4 x 10 mol L™, alca de amostragem de 375
ML, bobina helicoidal de 20 cm (100uL) e RFS 6 cm.
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Figura 15 - Influéncia da vazao da solucdo transportadora (4gua) avaliada entre 1,3 e 4,4 mL min™

sobre o sinal analitico de uma solugéo de Tiram 3,4 x 10 mol L™, alca de amostragem
de 375 pL, bobina helicoidal de 20 cm (100uL) e RFS 6 cm.
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Observando-se a curva apresentada na Figura 15, constata-se que o
sinal analitico diminuiu para valores de vazdo total maior que 2,5 mL min™. Esse
comportamento pode ser atribuido ao menor tempo de reacdo de formacdo do
complexo Cu?*/Tiram devido ao menor tempo de residéncia da zona de amostra no
sistema. Para se manter uma melhor relacdo entre sensibilidade e frequéncia de

amostragem escolheu-se uma vaz&o de 2,5 mL min™.

4.4.4 Efeito da Bobina Helicoidal

O volume da bobina reacional de 75 a 400 pL na resposta
espectrofotomeétrica para Tiram foi avaliado (Figuras 16 e 17). A magnitude do sinal
analitico decresceu acentuadamente com o aumento do comprimento da bobina,
devido provavelmente ao efeito de dispersao ser mais significativo que uma eventual
homogeneizacdo da zona de amostra com o0 reagente. Por isso, optou-se por
trabalhar com um volume da bobina reacional de 100 uL.

0,8 | 75 100 150 250 400
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Influéncia do Volume da Bobina Helicoidal uL

Figura 16 - Fiagrama obtido utilizando diferentes volumes de bobina helicoidal sobre o sinal analitico
de uma solucéo de Tiram 3,4 x 10” mol L™, alca de amostragem de 375 uL, vazéo da

solugdo transportadora de 1,9 mL min™ e RFS 6 cm.
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Figura 17 - Influéncia do volume da bobina helicoidal no sinal analitico de uma solug¢éo de Tiram 3,4

x 10" mol L?, alca de amostragem de 375 L, vazdo da solucdo transportadora de 1,9

mL min™* e RFS 6 cm.

4.4.5 Estudos dos parametros do reator em fase sélida (RFS)

Os reatores em fase sdlida foram construidos em tubo de plastico com
2 mm de diametro interno devido a maior facilidade para confeccéo e ndo ocasionar
grande pressao hidrodindmica no sistema de analise por injecdo em fluxo. Foram
estudados reatores acoplados ao sistema nos comprimentos de 4, 6, 8, 10 e 12 cm
(Figura 18).
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Figura 18 - Estudo do comprimento do reator em fase soélida (RFS) de 4 a 12 cm sobre o sinal
analitico de uma solucéo de Tiram 3,4 x 10 mol L™, volume da alga de amostragem (L)

375 uL bobina reacional de 100 pL e vazao da solucéo transportadora de 1,9 mL min™.

Como pode ser observado na Figura 18, reatores maiores
proporcionam sinal analitico maior devido a maior disponibilidade de metal para
reagir com o Tiram. Para este sistema o reagente limitante deve ser o Tiram e ndo o
cobre imobilizado, o sinal analitico proporcionado pelo reator menor, foi menor
devido ao pouco tempo de residéncia da zona de amostra dentro do RFS,
diminuindo assim o tempo de contato entre o analito e o reagente imobilizado.

Sendo assim, escolheu-se o RFS de 12 cm para os trabalhos posteriores.

4.4.6 Estudo da repetibilidade e frequéncia de amostragem

Estudou-se a repetibilidade do procedimento proposto realizando 10
injecbes consecutivas para a concentracdo de Tiram de 1,5 x 10 mol L™, obtendo-
se baixo desvio padréao relativos (0,00561). Foi utilizado alca de amostragem de 100
uL, vazdo da solucdo transportadora 2,5 mL min™, bobina reacional de 100 pL e
RFS de 12 cm.
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A freqiéncia de amostragem do método proposto foi de 60
determinacdes por hora (Figura 19). Os dois primeiros picos obtiveram um sinal um
pouco maior devido ao excesso de metal disponivel no RFS para reagir com o

analito. ApoOs a terceira injecao houve uma melhor estabilizacdo do sinal.
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Figura 19 - Estudo da repetibilidade para solucéo de referéncia de Tiram a uma concentracéo de 1,5
x 10 mol L™, alca de amostragem de 100 pL, vazado da solucéo transportadora 2,5 mL

min™*, bobina reacional de 100 pL e RFS de 12 cm.

4.4.7 Estudo da Reprodutibilidade do RFS

Uma avaliacdo da reprodutibilidade entre os RFS foi estudada
construindo-se trés reatores (2 mm d.i. X 12 cm), em dias distintos, contendo o sal
insoluvel (fosfato de cobre) imobilizado em resina. Estes reatores em fase sélida
foram acoplados ao sistema de analise por injecdo em fluxo proposto e os sinais
transientes em triplicata foram obtidos em diferentes dias, injetando-se solucdes de

referéncia a uma concentracéo de 3,4 x 10 mol L™ (Figura 20).
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Figura 20 - Avaliagdo da Reprodutibilidade entre RFS distintos.

Pelos valores das sensibilidades obtidas Tabela 3 empregando-se
esses diferentes RFS, ndo ha diferenca significativa entre os valores de
absorbancia. A pequena variagcao se deu devido a diferenca no empacotamento dos
RFS, como os trés ndo tinham a mesma massa, nao tinham a mesma quantidade de
metal disponivel para reagir com o analito.

A assimetria entre RFS 1, RFS 2 e RFS 3 é uma forma de avaliar o
alargamento dos picos para o RFS 3 como sendo uma medida da maior disperséao

da zona de amostra o que ocasiona a formacgéao de uma cauda no pico.

Tabela 3 — Avaliacdo da reprodutibilidade entre RFS distintos.

RFS Média de Desvio Padrao

Absorbancia

1 0,224 0,00252
2 0,209 0,00361

3 0,184 0,004
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4.5 Curva Analitica

As diluicbes para a obtengéo da curva analitica foram feitas a partir de
uma solucdo estoque de Tiram a uma concentracdo de 3,4 x 10 mol L™.

ApoOs a otimizagdo das condicbes operacionais para 0 processo FIA
proposto, medidas espectrofotométricas foram realizadas utilizando-se solucdes de
Tiram em diferentes concentracfes a fim de se obter a curva analitica. A Figura 21
ilustra os sinais transientes obtidos em triplicata para diferentes concentracdes de

Tiram injetadas no sistema em fluxo.
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Figura 21 - Sinais transientes obtidos em triplicata das solu¢cdes de Tiram em diferentes
concentracdes (mol L) A: 3,0 x 10 B: 0,5 x 10, C: 1,0 x 10 D: 1,5 x 10™; E: 2,0 x
10*% F: 2,5 x 10" G: 3,4 x 10™. Alca de amostragem de 100 pL, vazdo da solugdo

transportadora 2,5 mL min™, bobina reacional de 100 uL e RFS de 12 cm.

Os sinais analiticos (Figura 22) geraram uma relacdo linear com as
concentracdes de Tiram no intervalo de 3,0 x 10® a 3,4 x 10 mol L™ representada
pela equacao

A=a+b.c (2)
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Onde: ¢ é a concentracéo de Tiram em mol L™ com um coeficiente de correlacdo de

0,99653 apresentando um limite de deteccéo de 6,95 x 10™ mol L™ (trés vezes o

desvio padréo do branco / inclinacédo da curva analitica).

Figura 22 -
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Curva Analitica para determinacdo espectrofotométrica de Tiram baseada em sua
complexacao com o cation cu® empregando sistema em fluxo. Concentracdo de Tiram
de 3,0 x 10®° a 3,4 x 10” mol L™, Alca de amostragem de 100 L, vazdo da solucéo

transportadora 2,5 mL min™, bobina reacional de 100 L e RFS de 12 cm.

4.6 Determinacao de Tiram

4.6.1 Andlise da amostra de milho tratadas com VITAVAX-THIRAM

4.6.1.1 Amostra de VITAVAX-THIRAM

fungicida

VITAVAX®-THIRAM 200 SC é uma formulacdo que contém um
sistémico 5,6-dihidro-2-metil-1,4-oxati-in-3-carboxanilida (CARBOXINA),

200 g L™ e um fungicida de contato dissulfeto de tetrametiltiuram (Tiram), 200 g L™
destinado ao tratamento de sementes. VITAVAX-THIRAM 200 SC protege a

semente contra fungos durante o armazenamento e também durante os estagios

susceptiveis da plantula, principalmente em condi¢cdes desfavoraveis ao

desenvolvimento da cultura.
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Um frasco de VITAVAX®-THIRAM 200 SC contendo o analito foi
adquirido no comércio local para tratamento das amostras conforme especificacéo
(vide bula) e ensaio experimental utilizando o método proposto.

4.6.2 Determinacdo do espectro do complexo formado entre Cobre-Tiram na
amostra de VITAVAX-THIRAM 200 SC

Foi feito a leitura de absorbancia em diferentes comprimentos de onda
na regido do U.V. e visivel com uma solugdo de VITAVAX-THIRAM 200 SC, e uma
solucdo Cu®" / VITAVAX-THIRAM 200 SC, para se obter o espectro e determinar o
comprimento de méaxima absorcdo do complexo Cu?* / Tiram. Os espectros de
absorcéo do VITAVAX-THIRAM e do complexo com Cu®* sdo apresentados a seguir

Figura 23.
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Figura 23 - Espectro de absorcdo do VITAVAX-THIRAM 200 SC e do complexo Cu** / Tiram na
amostra de VITAVAX-THIRAM. Tiram 1,0 x 10 mol L™"; CuSO,4 1,0 x 10 mol L™.

No estudo da complexacdo do analito presente na formulagao
comercial é possivel observar (Figura 23) que ocorre a formacdo de uma banda
entre 350 e 450 nm com comprimento de onda de maxima absorcdo 417,36 nm

evidenciando a formac&o do complexo Cu?* / Tiram.
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4.6.3 Analise da amostra

Uma amostra de milho foi adquirida no comércio local e foi tratada com
VITAVAX-THIRAM conforme as especificagdes do rotulo (250 - 300 mL / 100 Kg de
sementes). Tomou-se o0 cuidado para que a distribuicio do produto fosse
homogénea. Apés a aplicacdo e secagem do produto (VITAVAX-THIRAM) lavou-se
35 g de milho com pequenas por¢cdes de agua (50m mL) e foi possivel realizar a
quantificagdo de Tiram contido na amostra. Nesse caso foi necessario acoplar ao
sistema de andlise em fluxo um banho termostatizado (37°C) apés o RFS (Figura
24) para acelerar a velocidade da reacdo de formacdo do complexo entre o Cu®" e

Tiram.

Figura 24 - Diagrama esquematico do sistema de injecdo em fluxo para determinagéo
espectrofotométrica de Tiram em amostras. Onde: S, solugdes de referéncia ou da
amostra; L, alca de amostragem; ST, solucdo transportadora; RFS, reator em fase sélida;
E, espectrofotbmetro; R, registrador; P, bomba de propulséo; W, descarte e B, banho
termostatizado (linha tracejada).

A temperatura foi explorada no sentido de se ajustar a sensibilidade. A
partir de 30°C variou-se a temperatura de 1 em 1 °C e este parametro foi entdo
definido como 37°C pois para temperaturas menores a amostra passava pelo
detector antes que ocorresse a formacdo do complexo Cu?*/ Tiram e o sinal analitico
nao era detectado.

4.7 Teste de recuperacao

No teste de recuperacéo, trés concentracdes de Tiram, a saber: 2,0 x

10%, 2,5 x 10* e 3,4 x 10 mol L* foram adicionadas a uma amostra de VITAVAX-
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THIRAM e os resultados obtidos (descontados daqueles originalmente presentes na
amostra sem a adicdo de analito) foram comparados com as concentracdes
adicionadas. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4. Como pode ser
observado nessa tabela, a recuperacdo variou de 95 a 100%, indicando assim
auséncia de interferéncia da matriz dessas amostras sobre o sinal analitico e

também boa exatiddo do procedimento em fluxo proposto.

Tabela 4 — Estudo do teste de recuperacao de Tiram na amostra de VITAVAX-THIRAM.

Amostra de Adicionado/mol L* Recuperado/mol L % Recuperacéo
VITAVAX-THIRAM 2,0x10* 1,9 x 10™ 95%
2,5x10* 2,5x 10" 100%
3,4x10™ 3,4x10" 100%
4.8 Aplicagéo

O método proposto foi aplicado na determinacdo de Tiram em uma
amostra de milho tratada com VITAVAX-THIRAM. A Figura 25 apresenta a curva e
sinais transientes obtidos na analise empregando o método do padrdao externo. A
amostra foi injetada 3 vezes no sistema FIA proposto e utilizou-se a média aritmética
dos valores de absorbancia para obtencédo da concentracdo de Tiram na amostra
obtendo-se uma concentracéo final de Tiram de 8,57 x 10 mol L™.
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Figura 25 - Sinais transientes obtidos em triplicata da curva de padrdo externo da amostra de milho

tratada com VITAVAX-THIRAM. Alca de amostragem de 100 pL, vazdo da solucéo
transportadora 2,5 mL min™, bobina reacional de 100 uyL e RFS de 12 cm, banho
termostatizado (37°C).
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5 Concluséao

Inicialmente, foram estudados os parametros fisicos e quimicos do
sistema FIA de modo a investigar as condicbes adequadas para a reagcao entre
Cu?*/Tiram. Os parametros do sistema em fluxo foram otimizados para a obtencao
dos melhores resultados em termos de repetibilidade e magnitude do sinal analitico.
Foi testado inicialmente tampéo acetato e agua como solucdes transportadoras
optando-se por trabalhar com agua deionizada. Os experimentos foram realizados
em um sistema FIA com volume das alcas de amostragem de 100 L, vazdo da
solucao transportadora de 2,5 mL min™, bobina reacional de 100 pL e reator de fase
sélida de 12 cm contendo cobre imobilizado.

Os estudos realizados neste trabalho evidenciaram a viabilidade do
emprego do sistema de analise por injecdo em fluxo para determinacdo de Tiram.
Neste sistema, o ion cobre imobilizado reage com a solucdo de Tiram formando um
complexo de coloracdo amarela que absorve na faixa espectral de 439 nm e
monitorado espectrofotometricamente.

O procedimento de andlise por injecdo em fluxo com deteccéo
espectrofotométrica de Tiram permitiu a analise da solucdo estoque a uma
concentracéo de 3,4 x 10“*mol L™ com preciséo satisfatéria e uma boa frequéncia de
amostragem com limite de deteccéo de 6,95 x 10™ mol L™.

O método proposto foi aplicado na determinacdo espectrofotométrica
de Tiram em semente de milho tratada com um produto comercial. Este
procedimento de andlise por injecdo em fluxo permitiu a quantificacdo de Tiram
utilizando-se o0 método do padrédo externo com resultados satisfatorios, sensibilidade
e frequéncia de amostragem de 60 determinacgdes por hora.
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6 Atividades Futuras

Durante o desenvolvimento desse trabalho e apéds analise dos
resultados obtidos, surgiram algumas perspectivas de trabalhos futuros seguindo a
mesma linha de pesquisa.

Ha possibilidade de estudo do tempo de vida do reator de fase sélida
(RFS) observando-se as inclinagbes das curvas analiticas (sensibilidade do
procedimento em fluxo) obtidas em um determinado periodo utilizando-se 0 mesmo
RFS.

Realizar andlises de amostras por um método comparativo e validar a
aplicacdo do método proposto.

Tentar aumentar a sensibilidade do método para quantificar residuo de
Tiram em amostras de diversos alimentos.

Estudo da degradacédo do produto durante a estocagem de amostras
tratadas com produto comercial.

O sistema de analise por injecdo contendo RFS com Cuz(POy)2
imobilizado poderia ser utilizado para a determinacdo de medicamentos contendo
dissulfeto de tetraetiltiuram (dissulfiram).
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Anexo - Espectros de absor¢cdo molecular metal / Tiram
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Anexo 1 — Espectro de absorcdo Fe / Tiram em meio aquoso; Tiram 3,4 x 10 mol L™, FeCl; 1,0 x 10

“mol L™
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Anexo 2 — Espectro de absorcdo Ni / Tiram em meio aquoso; Tiram 3,4 x 10 mol L™, Ni(NO3), 1,0 x
10" mol L™.



45

—— Tiram
4r — M
2+ prs
—— Mn“ /Tiram
@ 3r
o
c
«T
o 2}
| -
@)
)
o
< ir
O -
1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
200 300 400 500 600 700

Comprimento de Onda (nm)

Anexo 3 — Espectro de absorcédo Mn / Tiram em meio aquoso; Tiram 3,4 x 10 mol L™, MnCl, 1,0 x

10* mol L™
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Anexo 4 — Espectro de absor¢éo Cd / Tiram em meio aquoso; Tiram 3,4 x 10 mol L™, Cd(NO3), 1,0 x
10 mol L™.
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Anexo 5 — Espectro de absorcdo Cr / Tiram em meio aquoso; Tiram 3,4 x 10 mol L™, Cr(NO3); 1,0 X

10* mol L™
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Anexo 6 — Espectro de absorcéo Zn / Tiram em meio aquoso, Tiram 3,4 x 10 mol L™, Zn(NO3), 1,0 x
10 mol L™.
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Anexo 7 — Espectro de absor¢éo Co / Tiram em meio aquoso, Tiram 3,4 x 10 mol L™, Co(NO3), 1,0 x

10" mol L™.
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Anexo 8 — Espectro de absorcdo Ag / Tiram em meio aquoso, Tiram 3,4 x 10 mol L™, AgNO3 1,0 x 10™

mol L.
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