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Dedico essa dissertacdo com todo meu amor
aos grandes alicerces da minha existéncia,
sem vocés nada disso seria possivel. Maria

Raimunda e José Mariano (in memorian)...



“ Por vezes sentimos que aquilo que fazemos nao é
sendo uma gota de agua no mar. Mas o mar seria
menor se lhe faltasse uma gota”

(Madre Teresa de Calcuta).

“E melhor tentar e falhar, que preocupar-se e ver a
vida passar. E melhor tentar, ainda que em vao que
sentar-se, fazendo nada até o final. Eu prefiro na
chuva caminhar, que em dias frios em casa me
esconder. Prefiro ser feliz embora louco, que em
conformidade viver”

(Martin Luther King).
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RESUMO

ALMEIDA, Cristiane Aparecida. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro
de 2015. Desenvolvimento de método espectrofotométrico inverso para
determinagao de citrato e aplicacao em sistema de liberagcao controlada.
Orientador: André Fernando de Oliveira. Coorientadores: Maria Eliana Lopes Ribeiro
de Queiroz e Anténio Augusto Neves.

O Citrato € um ligante polidentado muito importante na complexagado de metais. No
solo pode também ser usado como agente quelante em fitoextragdo. Desse modo,
sua determinagdao em solugcdo e em solo € muito importante para a otimizagéo de
sistemas de liberacdo controlada. Assim, foi desenvolvido um método
espectrofotométrico inverso baseado na relacdo entre a concentragcdo analitica de
citrato no meio e a diminuicdo da absorbancia do complexo. Foi estudado
incialmente o complexo de Fe(ll)-ortofenantrolina. Entretanto, mesmo otimizando as
condicdes, a sensibilidade nao foi adequada. Foi necessario trabalhar em uma faixa
analitica formada por concentragdes mais elevadas do analito. Desse modo, julgou-
se adequado a selecdo de outro complexo colorido para a obtencao de um método
adequado para a determinagdo de citrato. Para isso estudou-se o complexo
cromo(ll)-EDTA. As curvas analiticas apresentaram comportamento quadratico de
maneira que, na otimizacdo, foi utilizada a sensibilidade analitica minima como
resposta. Para selegdo dos termos significativamente diferente de zero foram
utilizadas regressées lineares mdltiplas tipo stepwise. Um planejamento fatorial 2°
com ponto central foi realizado para avaliar a influéncia do pH, concentracéo de
cromo(lll) e EDTA no meio. Apenas as duas ultimas variaveis foram significativas
considerando os intervalos das variaveis. Um planejamento baseado na matriz de
Doehlert, para essas duas variaveis com 3 pontos centrais foi realizado. Apds aplicar
uma expans&o da matriz o ponto 6timo foi: concentracdo de Cr(lll) 4,2 mmol L™ e de
EDTA, 5,1 mmol L' em pH 4,0. O método otimizado apresentou um bom ajuste
R?=0,998 e desvio padrdo dos residuos igual 0,0085, na faixa analitica de 0,29
mmol L™ a 5,0 mmol L. O desvio padrdo relativo (N=7) foi inferior a 1,71%. Os
limites de detecgdo e de quantificagdo foram 0,087 e 0,29 mmol L™,
respectivamente. Ensaios de adicdo e recuperacao de citrato em amostras de solo
apresentaram recuperagbes entre 98,0% e 122,0%. Foi proposto um sistema de

liberacdo modulada por equilibrio de precipitagcdo. Foi avaliada a influéncia do pH e
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da concentragao de calcio na solugao receptora do sistema de liberagdo modulada.
A concentracdo de citrato na solucdo desse sistema foi determinada pelo método
espectrofotométrico baseado na competicdo do ligante com o complexo Cr(lll)-
EDTA. Para caracterizar o mecanismo de liberagdo, foram aplicados modelos
cinéticos de pseudo 22 ordem, Noyes-Whitney e difusdo intraparticula, sendo que o
modelo de Noyes foi 0 que apresentou o melhor ajuste, constatando que a liberagéao
ocorre por processos de difusdo. Em todas as condi¢des testadas, as concentragdes
de citrato atingiram o equilibrio apos 25 horas de liberagdo, observando-se
diferentes taxas de liberagdo do citrato de acordo com as condi¢des experimentais.
A influéncia das variaveis foi avaliada por ANOVA, com nivel de confiangca de 95%
usando a concentragdo de citrato no equilibrio como resposta. O pH e a
concentracdo de calcio nao influenciaram significativamente a taxa de liberagao,

assim como a interacao entre os dois fatores.
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ABSTRACT

ALMEIDA, Cristiane Aparecida. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2015. Development of spectrophotometric method for determination of citrate
in the study and application of controlled release. Adviser: André Fernando de
Oliveira. Co-Advisers: Maria Eliana Ribeiro Lopes de Queiroz and Anténio Augusto
Neves.

Citrate is an important polydentate ligand for complexation of metals. It can also be
used as chelating agent in phytoextraction in soil. Thus, determination in solution and
soil is very important for the optimization of controlled release systems. Therefore, it
was developed a inverse spectrophotometric method based on the relationship
between citrate concentration and decreasing absorbance of the complex. It was
initially studied Fe(ll)-1,10-phenantroline complex. However, even with optimization,
the analytical sensitivities obtained were not high enough, it was necessary to work in
an analytical range with higher concentrations of analyte. Thus, it was considered
appropriate to select another colored complex to obtain an adequate method for
determination of citrate. Thereby, it was studied Cr(lll)-EDTA complex. In the
optimization, analytical curves presented quadratic behavior, it was used the
minimum analytical sensitivity. For selection of terms significantly different from zero
were used linear regressions multiple stepwise. A 2° factorial design was made with
a central point to evaluate the influence of pH, chromium(lll) concentration and
EDTA. Considering the ranges of the variables, only the last two variables were
significant. A planning based on Doehlert matrix for these two variables with 3 central
points was performed. After to apply a matrix expanding the optimum concentration
was: concentration of Cr(lll) 4.2 mmol L "' and EDTA, 5.1 mmol L " at pH 4.0. The
optimized method display a good adjustment R?= 0.998 and standard deviation of
residues equal to 0.0085, analitycal range between 0.29 mmol L " to 5.0 mmol L~
! The relative standard deviation (N = 7) was less than 1.71%. The limits of detection
and quantification were 0.087 and 0.29 mmol L ™" respectively. Recovery citrate test
in soil samples presented recoveries between 98,0% and 122,0%. One modulated
delivery system by precipitation equilibrium has been proposed. The influence of pH
and calcium concentration in the receptor solution modulated delivery system was

evaluated. The concentration of citrate in the solution of the system was determined
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by the spectrophotometric method based on the competition between the ligand and
Cr(ll)-EDTA complex. To characterize the releasing mechanism were applied kinetic
models of pseudo 2nd order, Noyes-Whitney and intraparticle diffusion, and the
Noyes model showed the best fitting, noting that the release occurs by diffusion
processes. In all conditions tested, the citrate concentrations reached equilibrium
after 25 hours of release, observing different release rates of citrate according to the
experimental conditions. The influence of the variables was evaluated by ANOVA
with 95% confidence level using the citrate concentration at equilibrium as a
response. The pH and the calcium concentration did not influence the rate of release

as well as the interaction between the two factors.



JUSTIFICATIVA

Algumas substancias em elevadas concentra¢des tanto no organismo, quanto
no meio ambiente podem ser toxicos ocasionando problemas. A remediacdo de
ambientes contaminados, por exemplo por metais em concentragdes toxicas € um
problema bastante atual, seja devido ao passivo ambiental existente devido a
excessos do passado ou mesmo a contaminagao atual por fontes diversas. Dentre
os diversos tipos de remediagao, fitoextracdo € um processo brando, ndo exigindo
remogao do solo ou destruicdo de sua microbiota do solo. Ela é baseada na
absor¢cao mais eficiente de metais téxicos, na forma de complexos, por plantas
chamadas de hiperacumuladoras. Entretanto, a presenca de ligantes polidentados,
em particular aqueles sintéticos, tém sido motivo de preocupacio, pois seu excesso
no solo pode levar a solubilizacido mais rapida do que a absorcdo dos complexos por
plantas. Assim, esses metais toxicos poderiam contaminar lengois freaticos ou
aquiferos com a percolagao da solugao do solo rica nesses metais.

Desta forma, os acidos orgénicos de baixa massa molar, por serem
biodegradaveis, constituem uma alternativa potencialmente viavel como ligante.
Além disso, a liberagdo controlada do ligante polidentado no solo surge como uma
alternativa de evitar essa disponibilizagdo de quantidades excessivas do metal, visto
que a liberagao ocorre lentamente, mantendo a concentragéo de ligante em um valor
baixo o suficiente para que a taxa de absor¢do por plantas seja similar a taxa de
dissolugcdo dos metais evitando assim superdosagens e possibilitando economia do
produto.

Entretanto, devido a variacbes no volume de solugdo de solo associado a
chuvas, irrigacoes, etc., é desejavel que o sistema de liberagdo controlada tenha
uma caracteristica adicional em relagao a sistemas de liberagdo controlada, por
exemplo em organismos, ou seja, € necessario a liberacao seja interrompida quando
uma concentracao limite de ligante esteja no meio.

Dentre os acidos organicos de baixa massa molar, o acido citrico, na sua
forma totalmente desprotonada (citrato) foi escolhido devida ao comportamento
adequado do citrato como ligante, com elevadas constantes de estabilidade. Além
disso, € um produto biodegradavel e com baixos riscos no manuseio, sendo

inclusive utilizado na industria farmacéutica e de alimento.



A determinagao de citrato em baixas concentragdes € um desafio, devido as
suas caracteristicas quimicas. Entretanto, para o seu estudo de liberagcdo controlada
foi necessario o desenvolvimento de métodos analiticos para sua determinacao.
Para a determinacédo por espectrofotometria inversa foram testados dois sistemas

quimicos, o sistema ferro(ll)-fenantrolina e o sistema cromo(lll)-EDTA.



CAPITULO 1: INTRODUGAO
1. Fitoextragao

Os metais estao presentes nos solos como componentes naturais, devido, por
exemplo, ao intemperismo de rochas, ou como poluentes, a atividades antropicas
tais como: a queima de combustiveis fosseis, mineragao, decomposicéo de residuos
domésticos e industriais, adi¢cado de fertilizantes ao solo (GARBISU & ALKORTA,
2001; MEERS et al., 2009).

De acordo com suas concentragdes no solo e exigéncia em processos
metabdlicos, os metais podem ser considerados toxicos, nutrientes ou inertes para
as plantas (ALLEN et al. 1994; KABATA-PENDIAS & PENDIAS, 2001; SURRIYA et
al., 2015). Muitos metais, em concentragbes adequadas sido nutrientes para as
plantas e em concentragdes excessivas podem ser toxicos, enquanto que outros nao
participam de nenhum processo metabdlico.

A fitorremediacdo € um processo no qual se utiliza plantas para remover
poluentes do meio ambiente ou para torna-los inofensivos, promovendo a
recuperacdo do solo ou de aguas naturais (CUNNINGHAM & BERTI, 1993;
CUNNINGHAM et al., 1995; SURRIYA et al., 2015). Ha varios anos vem sendo
considerada uma estratégia promissora para a recuperagao de ambientes poluidos
(GARBISU & ALKORTA, 2001; SURRIYA et al., 2015).

Dentre os processos de fitorremediagao, podem ser citados: a fitoextracao,
fitofiltracdo, fitoestabilizagdo, fitovolatizacdo e fitodegradacdo (GARBISU &
ALKORTA, 2001; SURRIYA et al., 2015). A fitoextracdo é uma técnica que visa a
remogao de metais tdxicos do solo utilizando espécies de plantas capazes de
acumular esses metais, sendo chamada de plantas hiperacumuladoras
(LAMBRECHTS et al., 2011; BHARGAVA et al., 2012; SURRIYA et al., 2015). Essas
plantas absorvem os metais, que usualmente sao acumulados em seus vacuolos,
desintoxicando suas raizes. Possuem como caracteristicas, crescimento lento e
produzem uma menor quantidade de biomassa, o que ndo supre a necessidade do
processo (SURRIYA et al., 2015).

Em muitos casos, a biodisponibilidade desses metais para fitoextragcdo é
limitado, ou seja, suas concentragdes sédo baixas na solu¢do do solo, de modo que
para melhorar a absor¢cdo dos mesmos pelas raizes das plantas, uma das

alternativas é o uso de quelantes nos solos que aumentardo a concentragao total do



metal na solugéo do solo, deslocando equilibrios de precipitacdo (LAMBRECHTS et
al., 2011; BENNERDSEN et al., 2012). Assim, o sucesso da utilizagao dos quelantes
para absorver metais depende de fatores como a disponibilidade de metal para a
absorgdo e a capacidade da planta absorver e acumular metais nas suas partes
aéreas (BHARGAVA et al., 2012).

Entretanto, a adicdo de quelantes no solo pode ter impactos negativos
(LAMBRECHTS et al., 2011, BENNERDSEN et al., 2012), podendo assim aumentar
a lixiviagcao de metais téxicos, ou seja aumentam a concentragcdo analitica dos
metais na solugdo do solo de modo que possam ser transportados até o lengol
freatico ou aquiferos (VANGRONSVELD et al., 2009; BENNERDSEN et al., 2012;
YUAN & VANBRIESEN., 2006). Além disso, por exemplo, o EDTA, que € um 6timo
ligante, mas que possui uma elevada persisténcia ambiental em solos, sendo
considerado recalcitrante, pode, portanto, permanecer no solo indefinidamente, e
assim, continuar a dissolver e aumentar a concentragao dos metais mesmo apos a
remogao das plantas hiperacumuladoras (MEERS et al., 2005; SCHMIDT et al.,
2004).

Desta maneira, para a utilizagdo de quelantes em fitoextragao devem levar
em consideracdo os impactos causados pelo mesmo, de modo que a utilizacdo de
quelantes biodegradaveis pode ser uma alternativa viavel do ponto de vista

ambiental.
2. Liberagao controlada
2.1. Liberagao controlada de medicamentos

Os primeiros estudos de liberacado controlada foram realizados com farmacos,
com objetivo de minimizar os efeitos colaterais relacionados com a administracéo de
doses excessivas do medicamento, assim como diminuir os custos (FOLKMAN &
LONG, 1964).

As aplicacdes convencionais de farmacos visam manter os medicamentos em
uma faixa de concentragao no corpo em que sejam eficazes, porém o farmaco, apos
aplicado (via oral, intradérmica, etc.) apresenta um aumento da concentragdo na
corrente sanguinea, atingindo um maximo e apds algum tempo ha seu declinio, uma
vez que, devido ao processos fisiologicos que consomem o farmaco através sua

modificacdo quimica e a sua excregdo em taxas constantes, sendo necessarias



doses em intervalos regulares para manter o nivel do composto na faixa considerada
eficaz (FREIBERG & ZHU, 2004; LEE & YEO, 2015). Dessa forma, a liberagcéo
controlada surge como uma alternativa para manter a concentragao do farmaco em
niveis eficazes, uma vez que a liberacdo do farmaco é prolongada, requerendo
administracbes menos frequentes do medicamento em relagdo as formas
convencionais (LYRA et al., 2007).

Na Figura 1 é apresentado a comparagao entre a liberagdo convencional e a
liberagcdo controlada de medicamento, associados as taxas terapéuticas (ou seja,
concentragcédo 6tima para o farmaco). Assim, no tratamento convencional, onde nao
ha controle da liberagdo do medicamento (eventualmente apenas na sua
dissolugao, no caso de aplicagao oral), € aplicada uma dose elevada para que, com
a taxa de consumo e de degradacao do farmaco, a concentragcado 6tima do farmaco
na corrente sanguinea seja mantida durante o tempo de tratamento. Se o tempo de
agao (tempo em que a concentracdo 6tima é mantida) nao for suficiente, outras
doses, em tempos regulares sao aplicadas. A figura considera também a existéncia
de um periodo em que a concentracdo na corrente sanguinea pode ser maior que a
otima (aumentando os riscos de efeitos colaterais) e periodos onde a concentragao
esta abaixo da 6tima.

Na liberagao controlada, devido a uma taxa menor de liberagdo do farmaco, a
faixa de concentragao 6tima é atingida, e, por ser similar a taxa de consumo, essa
concentracdo € mantida por um tempo mais prolongado, nao exigindo aplicagbes de
novas doses.

Na liberacao controlada, a espécie quimica de interesse € incorporada a uma
matriz, contendo um ou mais polimeros, dentre outros compostos . A taxa de
liberacdo da espécie quimica de interesse € funcdo da estrutura, composicao e
propriedades quimicas dessa matriz e as propriedades quimicas da espécie de
interesse (FREIBERG & ZHU, 2004). Os perfis de liberagdo sdo, em muitos casos,
caraterizado incialmente por uma liberagdo mais acentuada devido a presenga de
compostos de interesse nas parte externa do polimero (processo de dissolugéao
simples) e posteriormente com liberagdo mais constante com taxas dependentes da
difusdo do composto pela matriz (GHADERI et al., 1996; FREIBERG & ZHU, 2004).
Em alguns casos, a liberagdo ocorre com a degradagao da matriz (FREIBERG &
ZHU, 2004; CRUZ et al., 2006).
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12 dose 22 dose

Figura 1 - Diagrama esquematico da concentragéo de farmaco na corrente
sanguinea em fungao do tempo para formulagdo convencional (1 dose e 2
doses regulares) e para liberagéo controlada.

A Figura 2 mostra alguns tipos de estruturas mais utilizados para liberagéo

controlada de medicamentos.

( Hidrofobico

Hidrofilico

Figura 2 - Varios tipos de estruturas farmacéuticas para administragéo de
farmaco. (A) micro ou nanocapsula; (B) micro ou nanosfera; (C) Lipossomas;
(D) Micela polimérica; (E) hidrogel, e (F) Dendrimero (Fonte: LEE & YEO,
2015).



2.2. Liberagao controlada de insumos agricolas

Grande parte dos nutrientes adicionados ao solo através da aplicacdo de
insumos agricolas, s&o perdidos por lixiviagdo e apenas uma pequena quantidade é
absorvida pelas plantas, sendo portanto, necessarias aplicagdes de doses extras
para suprir a caréncia das mesmas, levando a um alto custo de producédo e
desperdicio de fertilizantes (LYRA et al., 2007; AZEEM et al., 2014), além da
potencial contaminagdo de aquiferos e/ou lengois freaticos, assim como a
contaminagdo do préprio solo, uma vez que os fertilizantes podem estar
contaminados por metais toxicos, como cadmio.

Dessa forma, uma alternativa viavel é promover a liberagdo controlada dos
fertilizantes, de modo a disponibilizar de forma gradual os nutrientes para o solo, e,
assim como no caso dos farmaco, visam manter os compostos dentro de uma faixa
de concentragéo otima (FREIBERG & ZHU, 2004; LYRA et al., 2007; AZEEM et al.,
2014). A liberagdo controlada também tém sido proposta para liberacdo de
agrotoxicos.

Na liberagédo controlada de insumos agricolas, ao colocar a matriz polimérica
contendo o composto ativo em contato com o meio receptor (solo, por exemplo), a
agua penetra na matriz polimérica e o processo de difusdo ocorre, obtendo-se um
perfil similar a liberagdo controlada de farmacos no organismo (FREIBERG & ZHU,
2004; AZEEM et al., 2014; LEE & YEO, 2015). Na Figura 3 o processo &

apresentado esquematicamente.

Fertilizante

_ Analito Membrana

4

C

o ®

C

Figura 3 — Mecanismo de liberagao controlada por difusdo. (A) Fertilizante
encapsulado em matriz polimérica. (B) Agua penetra a matriz polimérica. (C)
dissolucao do fertilizantes no interior da matriz. (D) Liberagcdo controlada por



difusdo através da matriz (Fonte: AZEEM et al., 2014).

2.3. Polimeros em liberagao controlada

A melhoria no desenvolvimento de sistemas de liberagao controlada depende
da selecdo de um agente apropriado capaz de controlar a liberagdo do composto,
manté-lo dentro de uma faixa eficaz ao longo do tempo e de disponibiliza-lo ao meio
receptor (FREIBERG & ZHU, 2004; LOPES et al., 2005). Dentre as varias opg¢oes,
os polimeros demonstram ser agentes versateis e promissores para exercer essa
funcéo (LOPES et al., 2005; FREIBERG & ZHU, 2004; CRUZ et al., 2006; LOPES et
al., 2010). Além de serem aplicaveis a uma ampla variedade de substancias, podem
ser alterados visando melhorar suas propriedades quimicas e minimizar os impactos
ambientais (OURIQUE et al., 2008).

As matrizes poliméricas podem controlar a liberacdo das espécies de
interesse através de mecanismos tais como a erosio, intumescimento, degradacéo
e difusdo (AZEEM et al., 2014).

2.4. Modelos cinéticos

Para descrever o mecanismo no qual ocorre a liberagao da espécie quimica
de interesse, do interior da matriz polimérica para o meio receptor, sao utilizados
modelos cinéticos. Varios modelos cinéticos tém sido empregados, tais como
pseudo-primeira ordem; pseudo segunda ordem e difus&o intraparticula.

A forma linearizada da equagao da pseudo segunda ordem pode ser descrita
pela Equacéo 1.

1 1

1
+ —1€ Equacdo 1
q: k2q.  qe

Onde, k; é a constante de velocidade de pseudo-segunda ordem (g mg
minutos™), ge € q; sdo as quantidades adsorvidas (mg g™') no equilibrio e no tempo t
(minutos).

O modelo de difusdo intraparticula é descrito de acordo com a Equacgao 2.

q= Rt%5 Equacéo 2

Em que, q é a quantidade adsorvida em mg g~ no tempo (t) e R ¢é a

constante de transporte intraparticula (mg g™ min"2).



O modelo proposto por Noyes e Whitney (1897), apresenta uma equacgao
similar a equacéo cinética de pseudo primeira ordem, entretanto, é conceitualmente

distinta (Equacéo 3).
C=A+Be™ Equacgéo 3
O modelo foi proposto para explicar a cinética de dissolugao de soélidos, onde
a taxa de dissolugdo de um composto em solugao é proporcional a diferenca entre a
concentracdo da solugcdo num dado tempo e a concentragdo da solugdo no
equilibrio. Posteriormente, esse modelo foi explicado por Nernst a partir das primeira
e segunda lei de difusdo de Fick (Equacéo 4).

dC D
E:WS\N (Cs _C) Equacéao 4

Onde, C representa a concentracédo da espécie dissolvida em um tempo dado
tempo f, Cs a concentracdo da substancia no equilibrio, respectivamente. D, o
coeficiente de difusdo da substancia, Sy, area da superficie exposta do sdlido, V, o

volume da solucgédo e a h, espessura da camada de difusédo, respectivamente.
3. Ligantes para fitorremediacao

Conforme ja apresentado, a absorcdo de metais do solo por plantas é
importante tanto para fins de fertilizacdo quanto para a fitorremediacdo e ocorre
principalmente na forma de complexos de metais.

A formagdo de um complexo ocorre quando um ion metalico, agindo como
acido de Lewis, é coordenado por ligantes, que, sendo espécies quimicas com
grupos doadores de elétrons, agem como base de Lewis (SKOOG, 2007; OLIVEIRA,
2009; HARRIS, 2012). Quanto maior o numero de grupos doadores de elétrons no
ligante, maior a estabilidade do complexo, devido ao chamado efeito quelante. O
ligante, dessa maneira é chamado de ligante polidentado ou de quelato (OLIVEIRA,
2009; TOMA, 2013).

A utilizacdo dos ligantes polidentados € uma das formas mais eficazes de
prevenir e corrigir a maioria das caréncias de micronutrientes em uma ampla
variedade de culturas, pois, forma complexos estaveis com metais, mantendo-os em
solugdo e apresentando cargas elétricas favoraveis a absor¢ao (EVANGELOU et al.,
2007).
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Os ligantes sintéticos tém sido utilizados para melhorar a eficiéncia de
absor¢cado de nutrientes (BRADY,1979), porém em concentragdes elevadas pode
apresentar efeitos deletérios pela solubilizagdo excessiva do metal e seu transporte
para lengois freaticos ou aquiferos (EVANGELOU et al., 2007; VANGRONSVELD et
al., 2009; BENNERDSEN et al., 2012). Desta forma, uma grande preocupacgao para
a aplicagao de processos de fitoextracdo € o uso de doses elevadas do ligante, que
pode solubilizar uma quantidade de metais maior do que as plantas podem absorver
antes que esses metais complexados e em solugao sejam lixiviados ao longo da
coluna do solo, podendo contaminar lengodis freaticos ou aquiferos. Além disso, é
possivel também a persisténcia dos quelantes no solo apds a remogao das plantas,
e que continuardo a solubilizar os metais, como por exemplo, o acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), um 6timo quelante, mas é recalcitrante, ou seja,
nao é biodegradado (MEERS et al., 2009).

Os ligantes usados em fitoextracdo devem ser capazes de formar complexos
altamente estaveis em diversos valores de pH, possuam baixa toxicidade e custo e
uma grande aplicabilidade (MEERS et al., 2009).

Os acidos organicos de baixa massa molar (AOLMM) sdo compostos soluveis
em agua, que apresentam grupos carboxilicos em suas estruturas, e participam, no
solo, de processos quimicos (como a formagéo de complexos) ou biolégicos, sendo
consumidos e metabolizados por microrganismos (MIN & WU et al., 2014). Nos
organismos participam do ciclo de Krebs e do ciclo de glioxilato, em catabolismo e
anabolismo de aminoacido (PINHEIRO et al., 2013). Dentre eles, o acido critico é
interessante do ponto de vista de remediagdo, uma vez que o citrato € um ligante
tridentado, com constante de estabilidade elevada, é biodegradavel e nao toxico,
estando presente em frutas citricas e utilizado como acidulante na industria
alimenticia (KELEBEK et al., 2009).

3.1. Acido Citrico

O &cido citrico (Figura 4) € um &cido organico predominante de frutas citricas,
sendo muito comum relacionar a sua concentragdo com a qualidade dos alimentos
(KELEBEK et al., 2009). Também é um agente antibacteriano, muito utilizado na
industria farmacéutica devido a suas propriedades anticoagulantes e “anti-acidas”

(ou seja, tamponante) e para prevencao de célculos renais (RIBEIRO et al., 2002). E
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muito utilizado para controle de pH na industrias de alimentos (HASHEMINEJAD &
NEZANZADEH-EJHIEH, 2015).

O=._-OH
OH

=
0 OH OH

Figura 4 - Estrutura do acido citrico.
(Figura gerada no software ACD-Labs Chemsketch 12.0).
O sistema acido-base de Bronsted do acido citrico/citrato apresenta trés
hidrogénios ionizaveis provenientes dos seus grupos carboxilicos.
H3Cit(aq)’—_; HZCit-(aq)"' H+(aq) pK1 =3,128
HCit (aq)s Heit* (aq)+ H' aq) PKo= 4,761
Hcit* aq)s Cit¥aq* H g PKs= 6,396

A Figura 5 apresenta a curva de distribuicdo de espécies do sistema acido
citrico/citrato, onde a fragdo de equilibrio (o) de cada espécie do sistema é
apresentado (OLIVEIRA, 2009).

o)

0) (

frag o de equil brio )

log (frag o de equil bri
6 b N & & b b A o
| ) ! 1 1 ! | |
»

T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13
pH P

(A) (B)
Figura 5 — Curvas de distribuicdo de espécies do acido citrico. (A) fracao de
equilibrio em func&o do pH. (B) Log da fragado de equilibrio em fungédo do pH
do meio. (-) Espécie ao. (A) Espécie a4. (O) Espécie ay. (H) Espécie as.
Das quatro espécies que compdem o sistema acido-base de Bronsted do
acido citrico, para fins de fitoremediagdo, a espécie de interesse € o citrato, pois
como ja apresentado, ¢é um ligante tridentado, ou seja pode complexar o ion

metalico através de trés posi¢des de coordenacgao.
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Esse ion existe em solucdo em qualquer valor de pH, porém predomina em
valores de pH acima de 6,4 ( ou seja, sua fragdo de equilibrio € maior que aquelas
das demais espécies) (Figura 5A) e para valores de pH inferiores a 5,5, represente
menos de 10% da concentragéo analitica do acido citrico (Figura 5B). Isto significa
que, para solugdes de solo com valores de pH acima de 5,5, o que usual, grande
parte da concentracido analitica estara na forma de citrato, aumentando a eficiéncia

de complexagao dos metais.
3.1.1.Determinacao de acido citrico

Devido a importancia do acido citrico, varios métodos analiticos tém sido
desenvolvidos para a determinagado de acidos organicos, dentre eles podem ser
citados: eletroforese capilar (PERES et al., 2009), espectrofotometria (KRUG &
KELNNER, 1994), quimiluminescéncia (ZHANG & JIURI, 2009), espectrometria de
emissdo atdbmica com chama (YEBRA & BOLLAIN, 2010) e eletrodo de ions
seletivos (HASHEMINEJAD & NEZANZADEH-EJHIEH, 2015).

Peres et al.(2009), desenvolveram um método de eletroforese capilar para
especiacao de acidos organicos em 23 vinhos brasileiros de consumo popular, com
detecgdo UV indireta, utilizando o acido 3,5-dinitrobenzéico (DNB) em pH 3,6
contendo o brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), que por sua vez tem uma
mobilidade efetiva similares para os acidos organicos investigados e boas
caracteristicas cromoforas para detecgao indireta por UV a 254 nm. Dentre os
acidos organicos investigados, o método apresentou para o acido citrico coeficiente
de determinacgdo (R?) igual a 0,9901, LOD de 1,55 mg L™, LOQ de 5,15 mg L' e
recuperacgao de (102+1) %, demonstrando um bom desempenho do método.

Kelebek et al.(2009) determinaram acidos organicos, acucares, fenodis e
atividade antioxidante de sucos de laranja e vinhos. Os acidos organicos foram
quantificados e separados por um sistema de HPLC com detector

espectrofotométrico em 210 nm.
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4. Espectrofotometria inversa (descolorimetria)

O método espectrofotométrico baseado na diminuicdo da absorbancia da
solugdo com o aumento da concentragdo do analito tem sido chamado de
descolorimetria, ainda que, do ponto de vista seméantico, nao é adequado, pois nao
ha, realmente a medida da cor (sendo possivel inclusive o uso da luz ultravioleta,
que nao apresenta cor), mas da absorbancia em um dado comprimento de onda.
Desta maneira, foi adotado o uso do termo espectrofotometria inversa devido a
diferencga no perfil da curva analitica.

Assim, na espectrofotometria inversa, a absorbancia da solugdo, devido a
presenca de um reagente, diminui com o aumento da concentracdo de analito no
meio (KOLLOF et al., 1960; KRUG & KELNNER,1994; CLESCERI et al., 1998),

conforme representado na Figura 6.

N

A\

8
-

C

Figura 6 — Perfil de curva analitica tipica de espectrofotometria
inversa.

Kolloff et al.(1960) desenvolveram um método para determinacdo de
pirofosfatos em presenca de complexos de tiocianato de ferro (Ill) (que apresenta
uma coloragao vermelho-alaranjado) baseado na formagéo de complexos do ferro
(111) com o pirofosfato, que ndo absorvem na regiao do visivel.

Krug e Kelnner.(1994), desenvolveram um método para determinacdo de
citrato por sistema de injecdo em fluxo com base na capacidade do citrato de formar

complexos com os ions ferro (Ill) em presenga do complexo colorido de [Fe(SCN),]".
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Ao incorporar o ligante ao complexo, ha uma diminuicdo da absorbancia deste em
460 nm.

O método para determinacao de fluoreto com SPADNS baseia-se na reagao
entre o fluoreto e o complexo de zircébnio com SPADNS, que é colorido. O fluor ao
ser adicionado em presenca da solucdo de Zr-SPADNS, ocorre a formacédo de
complexo sem cor ZrF,*" (onde n pode variar de 1 a 6) diminuindo a concentragéo
do complexo colorido. Assim, a medida que aumenta a concentracao de fluoreto na
solucao, dimimui absorbancia da solucdo devido a diminuicdo da concentracdo de
Zr-SPANDS (CLESCERI et al., 1998).

Outro método baseado em espectrofotometria inversa, € para determinacao
de sulfato em presenga do complexo de bario(ll)-azul de metiltimol. Ao adicionar o
sulfato na solugdo contendo o complexo de bario(ll)-azul de metiltimol, acarreta a
formacgao do complexo de sulfato de bario, levando a uma descoloragédo da solugao.
A medida que aumenta a concentragdo de sulfato no meio, acarreta em uma

diminuicdo linear da concentragdo do complexo (CLESCERI et al., 1998).
5. Planejamento e otimizagao de experimentos

Um bom planejamento de experimentos € aquele capaz de permitir que o
conjunto de experimentos fornega as informagdes procuradas, de modo que é uma
etapa muito importante no trabalho experimental. Para isso, € necessario uma
correta selegcdo das variaveis a serem estudadas, dos melhores valores a serem
estudados para cada variavel e quais as respostas a serem analisadas (VALKO,
2000; NETO et al., 2001; FERREIRA et al., 2004; ARAUJO & JANAGAP, 2012).

No planejamento de experimentos, os meétodos utilizados para a interpretacao
das variaveis do sistema sdo: o método univariado e os métodos multivariaveis
(também chamados de multivariados, embora, do ponto de vista semantico ndo seja
adequado, pois ha o estudo envolvendo varias variaveis, mas apenas uma resposta
€ avaliada por vez).

Modelos experimentais multivariaveis podem ser divididos como de primeira
ordem, segunda ordem, etc.. Essa divisdo esta associada como os modelos
estatisticos que podem ser obtidos com os experimentos. Se o0 modelo estatistico for
composto por apenas termos lineares, sdo chamados de primeira ordem. Se contém

termos quadraticos, de segunda ordem, e assim por diante.
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Os modelos experimentais multivariaveis de primeira ordem, como por
exemplo, os planejamentos fatoriais com dois niveis (2") so indicados quando ha a
necessidade de avaliar as variaveis independentes mais importantes e suas
interagdes sobre a resposta (FERREIRA et al., 2004). Em contrapartida, os modelos
de segunda ordem, também chamados de métodos de superficie de respostas, sé&o
utilizados para se explicar melhor as respostas ou otimizar um processo (FERREIRA
et al., 2004). Otimizar nesse caso, significa encontrar as condigdes 6timas para cada
variavel. Do ponto de vista matematico, as condi¢cdes experimentais podem ser vista
como um espago, onde cada variavel € uma dimensdo (eixo), assim como a
resposta. Dessa maneira, o comportamento da resposta nesse espaco pode ser
considerado uma superficie (para duas variaveis, formando o espaco 3D junto com a
resposta) ou uma hipersuperficie (para dimensdes maiores que 3). Os modelos de
ordem 2 ou superiores permitem obter essas superficies (ou hipersuperficies) e
assim, localizar a regido (ou ponto) étima (NETO et al., 2001; MASSART et al, 2003;
BRERETON, 2005; TEOFILO & FERREIRA, 2006; MONTGOMERY, 2009). O
métodos de superficie de resposta mais utilizado em quimica analitica talvez seja o
planejamento composto central, ainda que o uso do Box-Behnken e a Matriz de

Doehlert também sejam utilizados.
5.1. Matriz de Doehlert

O planejamento Doehlert ou Matriz Doehlert € um tipo de planejamento
experimental de segunda ordem. Os pontos da matriz Doehlert correspondem aos
vértices de um hexagono regular, para duas variaveis (FERREIRA et al., 2004;
TEOFILO & FERREIRA, 2006; ARAUJO & JANAGAP, 2012).

Neste planejamento, o numero de niveis para cada variavel ndo € o mesmo, o
que permite analisar as variaveis mais significativas com niveis maiores para obter
mais informacdes do sistema (FERREIRA et al., 2004; ARAUJO & JANAP, 2012).
Esse planejamento é mais adequado quando uma das variaveis € o pH da solugao e
uma faixa ampla deve ser estudada. Isso porque o comportamento dos sistemas
quimicos em relagao ao pH pode ndo ser monétono ou seja, pode aumentar em uma
faixa e diminuir em outra (OLIVEIRA, 2009; OLIVEIRA, 2014; OLIVEIRA et al. 2015).

Outra vantagem da Matriz de Doehlert é a utilizagdo de um menor niumero de
experimentos em relacdo ao planejamento composto central sendo, portanto, mais

eficiente. Além disso, para expandir a regido dos valores das variaveis estudadas
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(dominio experimental) sdo necessario poucos pontos adicionais (COSTA et al.,
1999, VALKO, 2000; FERREIRA, et al.,2004, TEOFILO & FERREIRA, 2006). Por

exemplo, o]
experimentais

um novo hexagono,
explorados no
7).

acréscimo de trés pontos
permite a formacédo de
utilizando pontos  ja

hexagono anterior (Figura

Figura 7 - Planejamento Doehlert para duas variaveis: Hexagono
(—) obtido pelo primeiro planejamento e hexagono (...) obtido

utilizando pontos experimentais

(TEOFILO & FERREIRA, 2006).

ja explorados anteriormente

Uma matriz de Doehlert com trés variaveis é formada por 13 experimentos, de

modo que a sua distribuicido espacial esta localizado nos vértices de cuboctaedro e
um hexagono localizado em seu centro (ARAUJO & JANAGAP, 2012), conforme

representado na Figura 8.

10 |
nd

Figura 8 — Representagdo da matriz de Doehlert para 3 variaveis.
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Um indicativo de que a Matriz de Doehlert estda pouco difundida entre os
pesquisadores € o fato de que a maioria dos pacotes comerciais disponiveis nao
disponibilizam algoritmos para céalculos de planejamentos Doehlert (TEOFILO &
FERREIRA, 2006).

Em contrapartida nos ultimos anos vém sendo publicados alguns trabalhos
utilizando a Matriz de Doehlert, como por exemplo, otimizacdo das condi¢des: para
determinar chumbo (BARBOSA et al., 2007), selénio (LIMA et al., 2013), neomicina
(FRUGERI et al., 2014), otimizagdo das condi¢cbes para sistema de analise por

injecao em fluxo para determinacao de sulfeto (LIMA et al., 2011), entre outros.
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OBJETIVOS
1.1  Objetivo geral

Desenvolvimento de um método espectrofométrico inverso para determinagao

de citrato e aplicagdo em sistema de liberagcao controlada.

1.1.1 Objetivos especificos

e Desenvolvimento e validacao de método espectrofotométrico inverso para
determinacao de citrato baseado no complexo ferro(ll)-1,10-fenantrolina
(Capitulo 2)

e Desenvolvimento e validacao de método espectrofotométrico inverso para
determinacao de citrato baseado no complexo cromo(lll)-EDTA (Capitulo
3)

e Proposta e estudo de um sistema de liberacdo sustentada para liberagao

de citrato a partir do citrato de calcio em matriz de agar (Capitulo 4)
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PREPARO DE SOLUGOES

Neste topico sdo apresentadas todas as solugdes utilizadas ao longo de todo
trabalho experimental descrito ao longo dos capitulos seguintes.

As solugdes foram preparadas utilizando agua tipo 1 (Milli Q® Reference A+).

Solugdes simples

Algumas solugdes foram preparadas pela dissolugao (ou diluicdo) de massas
(ou volumes) dos compostos em agua em um béquer, transferidos quantitativamente
para um baldo volumétrico e o volume completado, conforme informacdes descritas

na Tabela 1.
Solugoes Tampao

Para o preparo da solugcdo tampao foi pesada uma massa do composto
adequado (Tabela 2) e dissolvida em um volume de agua. O pH foi ajustado
utilizando-se solugdes de NaOH 1,0 mmol L™ e HCI 1,0 mmol L. A solucdo foi
transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 50,0 mL e o volume
completado. O pH da solugdo foi confirmado utilizando pHmetro (MPA-210,

Tecnopon).
Solugdes de Concomitantes:

Para o preparo da solu¢cdo de concomitantes no estudo de interferéncia, foi
pesada uma massa (ou diluido um volume do composto adequado) (Tabela 3) e
dissolvida em agua. A solugao foi transferida quantitativamente para um baldo

volumétrico de 50,0 mL e o volume completado.
Outras solugodes:

Solugbes estoque de Fe(ll) 10,0 mmol L. Para o preparo da solugéo de ferro (IHfoi
pesada uma massa igual a 3920 mg de sulfato ferroso amoniacal
((NH4)2Fe(S04)2.6H20, Vetec), qual foi dissolvida em uma solu¢do de acido nitrico
0,014 mol L. O volume final da solugao foi de 100,0 mL, completado com a solugdo

de acido nitrico.

Solugbes padrdo (de referéncia) de citrato: As solugdes diluidas de citrato foram

preparadas pela diluicdo de volumes adequados da solugdo de citrato 0,2 mol L



20

com auxilio de micropipeta de volume variavel em baldo volumétrico de 50,0 mL e o

volume completado com agua tipo 1.



Tabela 1 - Informacgdes dos compostos e das solugdes para preparo das solugdes simples.

Composto Solugao
Solugéo Nome Formula Marca Massa Volume | volume/mL
/g /mL
1,10 — fenantrolina 10 1,10 — fenantrolina C1oHgNo* Vetec 0,20 - 100,0
mmol L™
EDTA 0,5 mol L EDTA (sal dissodico) | C1oH14N2OgNay.2H,0** Vetec 0,93 - 50,0
Cr(ll) 0,2 mol L™ cloreto de cromo CrCl3.6H20 Vetec 2,66 - 50,0
hexahidratado
citrato 0,2 mol L™ citrato de sédio NazCegHs507"** Vetec 2,58 - 50,0
NaOH 0,1 mol L™ hidréoxido de sodio NaOH Vetec 1,0 - 250,0
NaOH 1,0 mol L™ hidréxido de sodio NaOH Vetec 2,0 - 50,0
HCI 0,1 mol L™ acido cloridrico HCI Vetec - 0,8 100,0
HCI 1,0 mol L™’ acido cloridrico HCI Vetec - 8,3 100,0
Calcio 7,5.10” mol L™ nitrato de calcio Ca(NO3),.4H,0 Impex 0,09 - 500,0
HNO3 0,014 mol L™ acido cloridrico HNO3 Vetec - 1,0 100,0
*estrutura da 1,10 — fenantrolina apresentada na Figura 9.
** estrutura do EDTA apresentada na Figura 26.
*** estrutura do citrato apresentada na Figura 4.
Tabela 2 - Informagdes dos compostos e das solugdes para preparo das solugdes tampdes.
Composto Ajuste do pH*
Solugao Faixa de Formula Marca | Massa/ | Volume Volume Volume Solugéao
pH g /mL HCI 1,0 NaOH 1,0 | Volume/mL
mol L' /uL | mol L™ /uL
Tampao fosfato 2,0 Nao,H.PO, Vetec 2,84 - 3800,00 - 100,0
Tampao Carbonato | 6,0-7,0 Na,COs; Vetec 2,12 - - 0,16 50,0
0,20 mol L™
Tampao Acetato 3,5-5,0 | CH3COONa.3H,0 | Vetec 6,12 - - 1600,00 250,0
0,18 mol L™
Tampao Acido 8,0-11,0 H3BO3 Vetec 1,24 - 0,90 - 50,0
Bérico 0,2 mol L™
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* estimado pelo balango de carga no pH da solugéo (Oliveira, 2013 — Fungdes de Interesse Quimico). Valores aproximados.

Tabela 3 - Informagdes dos compostos e das solugdes para preparo das solu¢gdes de concomitantes.

Composto ~
Solugéo Formula Marca | Massa/g V(;Iume Vc?lzlrl:\(ée/lr?m
mL
Fe(lll) 0,25 mol L™ FeCl;.6H,0 Vetec 3,30 - 50,0
Cu(Il) 0,25 mol L™ CuS04.5H,0 Vetec 3,12 - 50,0
Mn(11) 0,25 mol L™ MnSQ4.H,O Reagen 2,11 - 50,0
Fosfato 0,1 mol L™ Na,H,PO4 Vetec 0,71 - 50,0
Etilenodiamina NH,CH,CH2oNH, | Vetec - 0,33 50,0
0,1 mol L

Oxalato 0,1 mol L™ K>C204.H,0O Vetec 0,92 - 50,0




23

CAPITULO 2: DESENVOLVIMENTO DE UM METODO PARA DETERMINAGAO
DE CITRATO BASEADO NA COMPETIGAO COM O COMPLEXO DE FERRO (ll) -
1,10-FENANTROLINA

1. Introdugao

O ferro (ll) forma complexos soluveis com a 1,10-fenantrolina (até 3 ligantes)
que possuem uma coloragdo vermelho-alaranjado intensa. Esses complexos sao
utilizados para a determinacéo de ferro(ll), ao redor de 510 nm (CLESCERI et al.,
1998), sendo o principal método espectrofotométrico para determinagéo de ferro(ll).

A Figura 9 apresenta estrutura da 1,10-fenantrolina totalmente protonada (o-

fenH,).

H+
/N“‘M
H+
N
ot
T

Figura 9 — Estrutura da 1,10-fenantrolina totalmente protonada.
(Figura gerada no software ACD-Labs Chemsketch 12.0).

A 1,10 fenantrolina, portanto, participa de equilibrio acido base de Bronsted,
lembrando que a espécie totalmente protonada é considerada forte (pKa menor que

1,0) e assim, usualmente ndo é apresentada participando de equilibrios em solugéo

aquosa.
o-fenH22+(aq)':, H+(aq) + o-fenH+(aq) pK1=10,7
O'fenH+ (aq)l—_r H+(aq) + O'fen(aq) pK2 = 4’98

Na Figura 10 €& apresentado o diagrama de distribuicdo de espécies do
sistema acido-base de Bronsted a 1,10 fenantrolina. Observa-se que a espécie
neutra, que atua como ligante, esta presente no meio em concentragdes acima de

pH ao redor de 4,0 (acima de cerca de 10% da concentragao analitica).
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frag o de equil brio

Figura 10 - Diagrama de distribuicdo de espécies do sistema acido-base
da 1,10 fenantrolina (fragdes de equilibrio: o: o-fenH,**; a. o-fenH"; ay.
o-fenH).

As constantes de equilibrio de complexagao do ferro(ll) com 1,10-fenantrolina
sao bastante estaveis (Harris 2009; Martell et al.,2004).

Fe?* aq) + o-feng= [Fe(o-fen)]** ag) log B4 = 5,86
[Fe(o-fen)]** agy+ O-feniq= [Fe(o-fen)al*" ag) log B2 = 11,11
[Fe(o-fen)a]** aqy*+ 0-fen(q= [Fe(o-fen)s]* ag) log B3 = 21,14

Na Figura 11 é apresentado um diagrama de distribuicdo de espécies desse
equilibrio, calculado para a concentracdo analitica de ferro (I1) igual 1,8.10™ mol/L
(10 mg Fe L™"). Devido ao valores elevados, principalmente da terceira constante de
estabilidade, pode-se observar que a espécie [Fe(o-fen)3]2+ € praticamente unica, em

relacdo aos complexos do ferro(ll) ligado a um ou dois 1,10- fenantrolina.
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——Fe”
——————— [Fe(o-fen)”*
- [Fe(o-fen),I*"

oo [Fe(o-fen)s]2+

frag o de equil brio

-6.0 5.5 -5.0
-log [o-fen]

Figura 11 — Diagrama de distribuicdo de espécies do equilibrio de
complexacao do ferro(ll) e 1,10 fenantrolina. Calculado para
concentracdo nalitica de ferro(ll) igual a 2,0.10* molL™.

A estrutura espacial do complexo de ferro (II) com o maximo de ligagdes com

a 1,10-fenantrolina é apresentada na Figura 12.

Figura 12 — Estrutura espacial do complexo [(fefens)?*].
(Figura gerada no software ACD-Labs Chemsketch 12.0).

Entretanto, o ion ferro(ll), por sua vez, também participa de equilibrios acido-
base de Bronsted, sendo classificado como acido de Bronsted. As moléculas de

agua apresentadas se referem as moléculas de agua de solvatagdo que sao

desprotonadas.
Fe?" (aq + H20() 5 FEOH" (aq) + H' (aq) pK1 =67
FeOH"aq) + H20() = Fe(OH)2 (aq) + H'(aq) pKo=9,5

Fe(OH), @q) H20(|) = Fe(OH)s (aq) H+(aq) pKs= 11,1
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Fe(OH)z ) = Fe(OH)z (aq) -|Og So=3,3

O ferro (Il) ndo apresenta hidroxocomplexos polinucleares (BAES &
MESMER, 1976) e néo estao sendo consideradas as semi-reagdes de oxi-redugao
de nenhuma espécie quimica.

Dessas espécies, duas sao mais importantes para o método
espectrofotométrico,o ion ferro(ll) livre, que sera complexado pela 1,10-fenantrolina
e o hidroxocomplexo neutro (Fe(OH)yaq), que, ao atingir sua concentracdo de
saturacdo (5,01.10* mol L"), formara o precipitado de hidroxido de ferro(ll), que
pode interferir pelo espalhamento de luz.

Assim, pode-se observar na Figura 13 que o ion ferro(ll) sera praticamente a
unica espécie do seu sistema acido-base de Bronsted em valores de pH menores

que 5,7 (quando sua fragédo de equilibrio € superior a 0,9) (Oliveira, 2009).

o.9-f
o.s-f
0.7-f
o.e-f P,
0.5-E -

044

frag o de equil brio ( o)

0.3 ]
0.2

0.1

0.0 Jrrmrprppp e 44
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

pH

Figura 13 — Diagrama de distribuicdo de espécies do sistemas acido-
base de Bronsted para o ferro(ll).

A estratégia para a determinagdo de citrato envolve o deslocamento do
equilibrio dos complexos de ferro(ll)-1,10-fenantrolina, pelo citrato e a medida da

diminuicdo da absorbancia como o0 aumento da concentragéo de citrato no meio.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Parte Experimental
2.1.1. Medidas espectrofotométricas

Os espectros de absorgdo na regido do ultravioleta — visivel do espectro
eletromagnético foram obtidos em um espectrofotdbmetro diode array Agilent 8453.
Foi utilizada uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico e volume de cerca
de 3,0 mL.

2.2. Procedimento Geral

Em um frasco de vidro com rosca de 10,0 mL foi adicionado um volume da
solugdo de 1,10-fenantrolina 10,0 mmol L™, solugdo tampao 0,18 mol L', solugdo
padrao de citrato na concentragcdo adequada, um volume de ferro (II) 10,0 mmol L'e
um volume de agua totalizando 10,0 mL de solugdo. Apdés homogeneizagao, foi
aguardado 20 minutos e a solugao foi medida em triplicata, no comprimento de onda
selecionado, conforme apresentado esquematicamente na Figura 14. O
espectrofotdbmetro foi zerado com uma solugcdo tampéo. Todas as medidas foram

realizadas em triplicatas.

Agua (para o volume total de 10,0 mL)

P 1,10 fenantrolina 10 mmol L* 1
]

ferro(ll) 10 mmol L~
HNO;14 mmolL*

h

6
A A (apos20 minutos)
{cubeta)
I ——

Figura 14 - Diagrama Esquematico para o procedimento do método
espectrofotométrico inverso (descolorimetria) baseado no complexo
ferro(ll)-1,10-fenantrolina. Os numeros representam as etapas
realizadas e ndo estdo associadas a ordem de adi¢ao dos reagentes.

solu¢iotampio| 2

solugdacitrato 1 mmol L] 3

Vtota\ =10,0mL
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2.3. Otimizacao do método

Foi realizada a otimizacdo multivariaveis com auxilio de uma Matriz Doehlert
de 3 variaveis. Os experimentos envolveram a obtencdo de curvas analiticas de
citrato em combinagdes de 7 niveis de pH: 2,0; 3,5; 5,0; 6,5; 8,0; 95 e 11,0 e
concentracdes de ferro (Il) em 5 niveis: 5,0; 8,75; 12,5; 16,25 e 20,0 ymol L™ e 1,10-
fenantrolina em 3 niveis: 5,0; 12,5 e 20,0 ymol L™. As concentracdes de citrato
variaram de 0,0 a 1,0 mmol L. Para o planejamento dos experimentos, os valores
das variaveis foram normalizados para valores entre -1 e 1 (chamados codes).

A normalizacao foi realizada com auxilio da equagao da reta entre os codes
maximos e minimos previstos na matriz de Doehlert e os valores das variaveis para

esses pontos (Equacgao 5).
Ci=SX;—X°)+cC° Equacao 5
S é ainclinagéo da reta (Equacéo 6).

S = (M) Equacao 6
XMax—XMin
Ci é o valor do codigo para o nivel do fator i em um experimento, X; é o valor
real, X° é o valor real em relagéo ao ponto central e C°é valor do codigo em relagdo
ao ponto central.
A Tabela 4 apresenta, para cada experimento, incluindo o ponto central em
triplicata, os valores codificados e seus respectivos valores da Matriz Doehlert para o

pH e as concentragdes de ferro (1) e 1,10-fenatrolina.



Tabela 4 — Valores codificados das concentracao de ferro(ll) (A);
concentragéo de 1,10-fenantrolina (C) utilizados no planejamento de experimentos
€ seus respectivos valores experimentais.
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pH (B) das

Variaveis experimentais

exp(!;\lr(i)rrc]j:ntos Valores Codificados Valores Reais
A B C A/ ymol L™ B C/umol L™
1 0,000 0,000 0,000 12,500 6,500 12,500
2 1,000 0,000 0,000 20,000 6,500 12,500
3 0,500 0,866 0,000 16,250 11,000 12,500
4 0,500 0,289 0,817 16,250 8,000 5,000
5 -1,000 0,000 0,000 5,000 6,500 12,500
6 -0,500 -0,866 0,000 8,750 2,000 12,500
7 -0,500 -0,289 -0,817 8,750 5,000 20,000
8 0,500 -0,866 0,000 16,250 2,000 12,500
9 0,500 -0,289 -0,817 16,250 5,000 20,000
10 -0,500 0,866 0,000 8,750 11,000 12,500
11 0,000 0,577 -0,817 12,500 9,500 20,000
12 -0,500 0,289 0,817 8,750 8,000 5,000
13 0,000 -0,577 0,817 12,500 3,500 5,000
14 0,000 0,000 0,000 12,500 6,500 12,500
15 0,000 0,000 0,000 12,500 6,500 12,500
16 0,000 0,000 0,000 12,500 6,500 12,500
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3. Resultados e Discussao
3.1. Comportamento espectrofotométrico

A Figura 15 apresenta o espectro de uma solugao de ferro (Il) e de 1,10-

fenantrolina (200,0 pmol L") em pH 6,0.

2.5 1
2.0 1

1.5 4

Absorb ncia

1.04

0.5 1

0.0 4

T T T T T T T T T T 1
200 300 400 500 600 700

A/ nm

Figura 15 — Espectro da solugdo dos complexos [(fefens)?*]
(200,0 pmol L™ de ferro (II) e de 1,10-fenantrolina) em pH 6,0.

O espectro dessa solugcdo contendo predominantemente os complexos de
ferro(ll)-1,10- fenantrolina apresentou comprimentos de onda de maxima
absorbancia (Amax) em 201 nm, 267 nm e 512 nm, além de um ombro em 292 nm.
Esses maximos obtidos sdo comparaveis com aqueles observados por Xu et al.
(1996) em 226 nm, 270 nm e 508 nm.

Foram estimadas as absortividades molares para cada maximo, encontrando
os seguintes valores 1,2.10* mol L™ em™; 5,9.10°mol L' cm™; 1,9.103 mol L' cm™ e
684,9 mol L em™ para os maximos 201, 267, 292 e 512 nm respectivamente.

E importante ressaltar que essas absortividades molares sdo “aparentes”, ou
seja, foram calculadas como se existisse apenas uma espécie quimica absorvente
da radiagdo (chamada neste texto de espécie cromdfora) e os valores numéricos se
referem ao calculo considerando apenas essa condicao experimental. Esses valores
de absortividade molar aparente auxiliam na selecdo do comprimento de onda para

o desenvolvimento do método, uma vez que busca-se a maior sensibilidade analitica
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(OLIVEIRA, 2014; OLIVEIRA, et al., 2015) de maneira a possibilitar uma faixa
analitica em concentracdes tdo baixas quanto possivel.

O espectro dos complexos de ferro(ll)-1,10-fenantrolina na presenca de citrato
(50,0 pmol L") é apresentada na Figura 16A. N&o foi observado o aparecimento de
nenhuma banda de absorgdo adicional, apenas a diminuigdo da absorbancia
(quando comparado com espectro similar a Figura 15.

Considerando que a presenca de uma espécie que absorva a radicdo em
comprimento de onda e que segue a lei de Beer, e que sua concentragao é fungao
do concentragao do analito (Equacao 7) e que na espectrofotometria inversa, essa
espécie seja consumida (direta ou indiretamente) pelo analito, a absorbancia da

solucao pode ser descrita pela Equacéao 8.
A = B + Sc(analito) Equacao 7
A = B' +I.(c(Crom) — rf[analito]) Equacao 8

Onde r é a razdo molar entre o croméforo e o analito e f, a eficiéncia global da
reagcao entre ambos. O fator / € uma fungdo da absortividade molar das diversas
espécies do sistema em equilibrio do croméforo (no caso de um complexo), de a
fatores de diluicdo e do caminho 6ptico. A sensibilidade analitica é o produto /.f.r.

Além disso na busca por elevadas sensibilidade analitica deve-se considerar
que em baixos comprimentos de ondas da regido do espectro do ultravioleta, onde
um numero elevado de compostos absorvem a radiacdo e métodos utilizando essa
faixa de comprimento de onda podera haver uma maior interferéncia pelo numero
maior de espécies que absorvem nesse regiao e assim, talvez ser necessaria uma
etapa prévia eficiente para eliminar interferentes. E possivel também que, com o
aumento de espécies quimicas que sao formadas e destruidas nos métodos de
espectrofotometria inversa, que o comportamento das absorbancias com a variagao
da concentracdo do analito ndo possam ser descritas pela lei de Beer-Lambert-
Bouget.

Assim, as regides de absor¢ao maximas foram ampliadas (Figura 16B, Figura
16C e Figura 16D).
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Figura 16 — Regides do espectro de solugdo equimolar de ferro(ll)-1,10-
fenantrolina em pH 6,0, 20,0 umol L™ de ferro(l1)-1,10-fenantrolina em diferentes
concentragdes de citrato: (W) 0,0 mmol L™"; () 0,5 mmol L"; (®) 1,0 mmol L;
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(A) 2,0 mmol L"; (M) 3,0 mmol L"; (O) 4,0 mmolL" e (A) 5,0 mmol L™"; (A)
espectro em toda regido de 190 a 1100 nm; regido da banda em 201 nm; (B) em
267 nm e (D) em 512 nm.

Tradicionalmente, a interpretacdo dos resultados associados aos maximos
envolve a avaliacdo do maximo de absorgdo. O aumento da concentragao de citrato
aparentemente nao alterou os comprimentos de onda de absorbancia maximos 267
e 512 nm (Figura 16B e Figura 16C), sendo usualmente um indicio de que nao
houve alteragdo na espécie cromofora ou a proporgao entre as espécies croméforas
(complexos ferro(ll)-1,10-fenantrolina e a fenantrolina, por exemplo). Dessa maneira,
nao seria esperado alteragdes na faixa analitica ou na linearidade da curva analitica
devido a fatores espectroscopicos. Por outro lado, ha uma variacdo bastante
acentuada nos comprimentos de onda maximos na regido de 190 a 210 nm,
sugerindo, portanto, curvas analiticas nao lineares.

E importante, considerando os potenciais efeitos anteriormente, avaliar as
regides do espectro que apresentem um comportamento linear da absorbancia com
a concentracao do analito e assim poder determinar o comprimento de onda maximo
onde a sensilidade seja adequada (apresentem qualidade suficiente para o problema
analitico, que é a determinacao de citrato no estudo de liberacdo controlada e
sustentada).

Foi proposto um novo procedimento para avaliar o comportamento da
absorbancia de todos comprimentos de onda em relagao a concentragao do analito.

Para cada comprimento de onda foram obtidos os modelos de regressao
linear para as curvas analiticas do citrato, considerando diferentes faixas analiticas.

Para um dado comprimento de onda, quanto maior a linearidade de uma
curva analitica em uma dada faixa analitica (qualidade do ajuste do modelo de
regressao), o valor de R? se aproxima do valor numérico um. Assim, se o método
apresentar uma ampla faixa analitica, os coeficientes de determinacédo para modelos
obtidos com faixas analiticas menores apresentarao valores proximos entre si.

Na Figura 17A €& apresentada o comportamento do coeficiente de
determinacao (RZ) dos modelos de regressao para cada comprimento de onda para
avaliar indiretamente a faixa analitica em cada comprimento de onda.

Pode ser observado que para uma faixa analitica estreita (até 1,0 mmol L™), o
sistema apresenta boa linearidade em todos comprimentos de onda (R2 maior que

0,9) sendo que a partir de 193 nm, esse valor é superior a 0,99. Para a faixa
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analitica mais ampla (até 5,0 mmol L™), esse valor alto é atingido apenas a partir de
209 nm.

Mudancas na faixa analitica sugerem alteragdes nos equilibrios envolvidos,
que podem determinar a alteragdo na eficiéncia global da reagao entre o croméforo
e o analito ou nas proporgdes (Equacéo 7), que pode ser devido a alteragdo nas
proporgdes dos complexos e do ligante livre devido a concentragdo do analito além
de uma faixa 6tima.

Por outro lado, a sensibilidade analitica (supondo uma curva analitica linear)
obtida para a faixa analitica considerada mais linear (até 2,0 mmol L) apresentou
um maximo em 195 nm (Figura 17B). Além disso, pode-se observar que a
sensibilidade foi positiva em toda faixa de comprimento de onda.

Este resultado sugere que, nessa regiao de comprimento de onda observada
as espeécies quimicas cromoforas estdo aumentando com a concentragao do analito,
nao caracterizando uma espectrofotometria inversa. Por exemplo, a 1,10-
fenantrolina livre pode estar sendo gradualmente liberada no meio, conforme sugere
Xu et al. (1996), que observaram que a 1,10-fenantrolina absorve nas regides de
226 e 270 nm (absortividade molar ao redor 2,4.10* L mol™ cm™) .

Desse modo, na Figura 17C, é apresentada uma curva analitica em 195 nm,
com elevada sensibilidade analitica, mas faixa analitica mais estreita e outra em 201

nm, com menor sensibilidade analitica, mas faixa analitica mais ampla.
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Figura 17 — (A) Comportamento do coeficiente de determinacdo (R?)

considerando diferentes faixas analiticas de concentracbes de: (L) 0,0 a 1,0
mmol L', (@) 0,0 a 2,0 mmol L™, (A) 0,0 a 5,0 mmol L. (B) Faixa analitica
intermediaria até 2,0 mmol L. (C) Curva analitica em (l)195 nm e outra em
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A caracterizagao da regiao ao redor de 267 nm € apresentada na Figura 18.

Observa-se um comportamento bastante irregular com baixos valores de R? (abaixo

de 0,85) em toda essa regido de comprimentos de onda, incluindo uma regido com

valores proximos de zero (Figura 18A). Este resultado indica que ndo ha um

comprimento de onda nessa faixa onde seja possivel encontrar uma relagao linear

(ou proxima de um comportamento linear) entre a absorbancia e a concentragao do

analito adequada para o desenvolvimento de um método analitico.
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As sensibilidades analiticas também foram positivas em toda essa regiéo,

apresentando um minimo em 266 nm e um maximo em 245 nm (Figura 18B). Esse

comportamento pode estar associado ao fato da 1,10-fenantrolina apresentar uma

absortividade molar da mesma ordem de grandeza do que os complexos de

ferro(l1)-1,10 fenantrolina, de maneira que diminuicdo da absorbancia devido aos

complexos consumidos € compensada pelo aumento daquela devido a 1,10-

fenantrolina livre formada, assim como o complexo de Fe(ll)-1,10 fenantrolina que

também absorve em 270 nm.
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Figura 18- A caracterizacdo da regiao ao redor de 267 nm. (A) Comportamento do
coeficiente de determinacdo (R?) em toda essa regido de comprimentos de onda:
(W) 0,0 a 1,0 mmolL™", (O) 0,0 a 2,0 mmolL" e (A) 0,0 a 5,0 mmol L. (B)
Comportamento da sensibilidade na regido ao redor de 267 nm para uma faixa
analitica de 0,0 a 2,0 mmol L™,

O comportamento das curvas analiticas no comprimento de onda com menor

e com maior sensibilidades, sdo apresentadas na Figura 19.
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Figura 19- Curvas analiticas obtidas na regido ao redor de 267 nm. (C) em 245 nm.
(D) em 266 nm.

O comportamento da regidao de 512 nm, é apresentado na Figura 20. Os
elevados valores de R? (ao redor de 0,95) e constantes em toda faixa de
comprimento de onda, assim como a sensibilidade analitica negativa constantes
(Figura 20A) sugere a diminuicdo razoavelmente linear da concentracdo dos
complexos de ferro(ll)-1,10-fenantrolina, com o aumento da concentracao de citrato.
A similaridade do comportamento em diferentes comprimentos de onda dessa regiéo
€ compativel com o fato de apenas os complexos absorverem nessa regidao e
portanto, o comportamento da espectrofotometria inversa ocorrer de acordo com a
Equacao 7. Essa similaridade é ilustrada com as curvas analiticas em 500 e 512 nm

(Figura 20B), sendo que nesse ultimo valor observou-se a maior sensibilidade.
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Figura 20 - Comportamento do complexo com 1,10-fenantrolina na regido de 512.
(A) (W) comportamento do coeficiente de determinagéo (R?) em toda essa regido de
comprimentos de onda e ([L1) comportamento da sensibilidade analitica de 0,0 a 5,0
mmol L. (B) Curvas analiticas de 0,0 a 5,0 mmol L":(l) 512 nm e (O) 500 nm.
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Essa banda de absorgdo ao redor de 512 nm é aquela usualmente utilizada
para determinacdo de ferro (lI) com a formagdo do complexo com 1,10-fenantrolina,
pois, embora apresente uma menor sensibilidade em relagao as duas sensibilidades
aparentes das regides anteriormente descritas.

Do ponto de vista de desenvolvimento de método analitico, embora o valor de
sensibilidade em 195 nm seja muito elevado (1,0 L umol L'1), essa regiao do
espectro € muito suscetivel a interferéncia de concomitantes, pois duplas ligacdes,
carbonilas, dentre outros grupos funcionais presentes em inumeras espécies
quimicas organicas, além de grupos inorganicos, tais como fosfato (SILVERSTEIN et
al., 2006; HARRIS, 2012) absorvem fortemente nessa regido. Seu uso esta restrito a
solucdes onde existam poucos concomitantes e que suas potenciais interferéncias
sejam previamente avaliadas, diminuindo seu valor analitico.

O comprimento de onda de 512 nm, por outro lado, é bastante robusto
considerando a linearidade e sensibilidade constantes em uma ampla faixa de
comprimento de onda. Por outro lado, a sensibilidade mais baixa observada
determinara o uso de faixas analiticas em valores de concentragdo mais elevados.
Assim, esse comprimento de onda foi selecionado para o desenvolvimento do

método.

3.2. Otimizagao do método

Considerando que a dependéncia entre as variaveis e o pH, concentracdes de
1,10-fenantrolina e de ferro (ll), com a sensibilidade analitica ou outra resposta
analitica nao sao facilmente explicadas por modelos simples, a otimizacao
multivariaveis utilizando um planejamento experimental (DOE) baseado na matriz de
Doehlert foi escolhida (FERREIRA et al., 2004). O pH, foi a variavel escolhida para
ser estudada em 7 niveis. A resposta utilizada para a otimizagao foi a sensibilidade
analitica em 512 nm, ou seja, a inclinagdo da curva analitica linear. No dominio do
planejamento, ou seja, considerando os intervalos das variaveis estudadas, a
sensibilidade variou entre - 0,026 e 0,009 L mol™.

Foram obtidos modelos de regressao linear multipla visando explicar as

respostas obtidas em func¢éo das variaveis nas formas codificadas (Equacao 9).

S = bgC*+bgB?*+b,A*+bsCB+bsCA+byBA+b3;C+b,B+b,A+b, Equacgido 9
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Como muitos dos termos da Equagao 9 podem nao auxiliar na explicacao da
resposta, ou seja, alguns dos fatores (b;) podem nao ter diferenga significativa em
relacdo ao zero, foi utilizado um procedimento tipo stepwise (DRAPER & SMITH,
1966) para obter o modelo mais simples que explique a influéncia das variaveis
sobre a resposta estudada. Os termos b; que nao diferem significativamente de zero
eram eliminados do modelo e nova regresséao linear multipla era obtida (e assim a
variancia do sistema era redistribuida entre os termos de acordo com o método dos
quadrados minimos), até que apenas termos significativamente diferentes de zero
estivessem presentes no modelo. Assim, para avaliar os termos da Equacao 9 que
sdo significativamente diferentes de zero, e, portanto auxiliam na explicagdo da
resposta, foi aplicado um teste t-Student a cada termo, utilizando a sua estimativa de
desvio padréo (Equagédo 10). Se o valor do parametro t calculado € menor que o
valor de t critico ou tabelado (95% confianga), o termo nao difere significativamente

de zero (MEIER & ZUND,1993).

Leaic = :_z Equacao 10

Onde s; é a estimativa do desvio padréao do coeficiente b;.

Uma planilha no Microsoft Excel foi desenvolvida para facilitar o procedimento
de obtengdo dos modelos de regressdo e avaliagdo stepwise (Doehlert 3-
variaveis.xls).

Os valores dos coeficientes e suas estimativas do desvio padrao para todos
os termos da Equacéo 9 estdo apresentados na Figura 21. Mesmo avaliando apenas
as estimativas dos desvios-padrao dos termos, apresentadas como barras de erro,
ao invés do intervalo de confianga (a 95% e que sao mais amplos que as estimativas
dos desvios-padréo), pode-se observar, por exemplo, que os termos quadraticos né&o
diferem significativamente de zero assim como alguns termos de interagédo e termos

lineares.
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Figura 21 - Coeficientes dos termos do modelo de regressao linear multipla
(Eq. 6): (A) Concentracao de ferro (ll); (B) pH; (C) Concentragdo de 1,10-
fenantrolina. As barras de erro representam as estimativas do desvio-padrao
de cada termo.

Entretanto, mesmo apds a avaliagdo stepwise, os coeficientes dos termos
avaliados nao foram significativamente diferentes de zero, conforme sao

apresentados na Figura 22.
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Figura 22 - Coeficientes dos termos do modelo de regresséo linear
multipla para a sensibilidade analitica apds avaliagdo Stepwise. (A)
Concentragdo de ferro (llI); (B) pH; (C) Concentragdo de 1,10-
fenantrolina.

A curva analitica do método otimizado (Equagao 11) apresentou um R? de
0,75, LOD de 0,21 mmol L™"e LOQ de 0,68 mmol L™, calculados a partir da Equagao

13. A faixa analitica foi de 0,68 a 1,0 mmol L.

A = (-0,026 + 0,004) c/(mmol L") + (0,050 + 0,002) Equagéo 11
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A Figura 23 apresenta a curva analitica obtida para o método otimizado.
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Figura 23 - Curva analitica obtida para concentracdes de citrato variando de
0,0 a 1,0 mmolL" em presengca dos complexos de ferro (lI)-1,10-
fenantrolina (20,0 pmolL™" para concentracées de ferro (II) e 1,10-
fenantrolina).

Uma vez que, mesmo com a otimizagao, as sensibilidades analiticas obtidas
nao foram elevadas o suficiente para a aplicacéo de interesse, valores de R? baixos
e a faixa analitica obtida foi estreita, foi necessaria trabalhar em uma faixa analitica
formada por concentragdes mais elevadas do analito, como pode ser observado na

Figura 24.
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Figura 24 — Curva analitica obtida para concentragdes de citrato
variando de 0,0 a 0,4 mol L' em presenca dos complexos de ferro(ll)-
1,10-fenantrolina (200,0 umolL™" para concentragdes de ferro (1) e 1,10-
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fenantrolina).

A curva analitica obtida (Equacédo 12) apresentou uma boa qualidade do

ajuste com R? igual a 0,9914 e desvio padrao dos residuos igual a 0,0020.
A= (0,0825+ 0,0011) — (0,1178 + 0,0041) c(citrato) Equacéo 12

O limite de detecgéo (LOD) e de quantificagado (LOQ) foram calculados a partir
dos parémetros da curva analitica (Equacédo 12) (MILLER & MILLER, 1993). Os

valores foram iguais a 0,027 e 0,091 mol L respectivamente.
LOD = —3%‘-" LOQ = —105?” Equacao 13

Onde sg é a estimativa do branco (termo constante) e S, a sensibilidade
analitica (inclinagao).

A faixa analitica selecionada foi de 0,091 a 0,4 mol L' sendo que o limite
inferior dessa faixa analitica se refere a um valor estimado do LOQ nessa condicao.

Desse modo, julgou-se adequado a selegdo de outro complexo colorido para

a obtencao de um método adequado para a determinacao de citrato.
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4. Conclusoes parciais

Foi realizado um novo procedimento para avaliar a linearidade nos
comprimentos de onda de maximas absorbancia, sendo possivel verificar a regido
mais adequada para realizagdo do estudo. O procedimento utilizado foi simples e
permite identificar o comportamento analitico ao longo de todo espectro de
absorcao.

Embora os sistema ferro(ll)-1,10-fenantrolina apresente sensibilidades
aparentes maiores na regido do ultravioleta, apenas a banda de absorgéo no visivel
apresentou qualidades suficiente para o desenvolvimento do método, sendo que o
comprimento de onda mais adequado foi o de 512 nm, apresentando uma faixa de
trabalho mais ampla em termos de sensibilidade e coeficiente de determinacao
constantes em toda faixa estudada.

Foi realizada uma otimizacdo multivariavel baseado na matriz de Doehlert
com 3 variaveis. A regidao estudada nao apresentou influéncia significativa das
varidveis estudadas. Na condigdo otimizada, a curva analitica apresentou R? de
0,75; LOD de 0,21 mmol L' e LOQ de 0,68 mmol L™". A faixa analitica estudada foi
de 0,68 a 1,0 mmol L'1, porém, considerando a sensibilidade maxima obtida, a faixa
analitica de 0,091 a 0,4 mol L™ foi utilizada, com boa qualidade do ajuste com R?
igual a 0,9914 e desvio padréo dos residuos igual a 0,0020.

Uma vez que a faixa analitica adequada estd em uma regido muito superior
aquela desejada para a determinacéo de citrato no sistema de liberagao controlada,
decidiu-se nao utilizar o meétodo proposto e desenvolver um segundo meétodo

analitico utilizando o complexo colorido de Cr(ll1)-EDTA.
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CAPITULO 3: METODO ESPECTROFOTOMETRICO INVERSO BASEADO NA
COMPETIGAO COM O COMPLEXO DE CROMO(lIl)-EDTA

1. Introducgao

O cromo (lll) possui numero de coordenagédo igual a 6, podendo, assim se
ligar a seis atomos doadores de elétrons, de modo que seus complexos possuem
geometria octaédrica (SILVA, 2013; TOMA, 2013). O cromo (lll) também apresenta
um comportamento acido-base de Bronsted, podendo formar até o quarto

hidroxocomplexo (Figura 25).

Cr¥(ag) * H20() 5 CrOH>"(ag) + H' (ag) pK; 4.00
CrOH?* (5 + H20¢) 5 Cr(OH)2" (ag) + H' (ag) PK2 5,62
Cr(OH)2" (aq) + H20() = Cr(OH)s(aq) + H'(aq) PKs 7,13
Cr(OH)s(aq) + H20() = Cr(OH)4(ag) + H'(aq) PK4 11,02
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Figura 25 — Curvas de distribuicdo de espécies do sistema acido-base de Bronsted
do cromo (lll). (A) Fragao de equilibrio em fung¢ao do pH. (B) Logartimo da fragao de
equilibrio em fungdo do pH do meio. () Espécie ao.(O) Espécie a4. (A) Espécie ay.
(V) Espécie as. (d) Espécie au.

O hidroxocomplexo neutro, como todos hidroxocomplexos neutros de metais,
é pouco solvel, com uma solubilidade intrinseca (so) igual a 1,12.10° mol L™ e
complexos polinucleares também podem ser formar em solugéo (OLIVEIRA, 2009;
GREENWOOD & EARSHAN, 1997; BAES & MESMER, 1976).
Cr(OH)z(s)= Cr(OH)3(aq) -log s, 4,95

Ou Cr(OH)3)s Cr¥*(aq) + 30H (g pKs 30,2



48

O acido etilenodiaminotetracético (EDTA) é um solido cristalino, que atua
como um ligante forte para um grande numero de metais. E utilizado como quelante
nas industrias farmacéuticas, nas industrias de produtos de limpeza, na industria
alimentar, nas industrias de cosméticos, entre outras (CHIUMINENTO et al., 2015).

A Figura 26 apresenta a estrutura do EDTA em sua forma mais protonada,
ainda que, devido ao pK; abaixo de 1,0, essa espécie praticamente ndo existe em
solugdo aquosa (OLIVEIRA, 2009).

o
OH
\
o
Figura 26 - Estrutura do EDTA na forma totalmente protonada

(HGEDTA2+) (Figura gerada no software ACD-Labs Chemsketch 12.0).

A Figura 27 apresenta as curvas de distribuicdo de espécies do EDTA, com
as fragcbes de equilibrio e com o logaritmo das fragdes de equilibrio em funcdo do

pH. E importante observar que a espécie mais importante é aquela totalmente

desprotonada.

HeEDTA? 5q)— H' (aq) + HSEDTA" () pK;
HsEDTA" aqy5 H' (aq) + HAEDTA g pK2
HEDTAaqs H' (ag) + H3EDTA 5 pKs
H3EDTA (aq)5s H'(aq) + H2EDTAZ (5 pKa
HEDTA? a5 H' (aq)+ HEDTA® 5 pKs

HEDTA% a5 H'(aq)+ EDTAY g pKe
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Figura 27 — Curvas de distribuicdo de espécies do EDTA. (A) Fracdo de equilibrio
em fungdo do pH. (B) Logartimo da fragcao de equilibrio em fungdo do pH do meio.
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Silva (2013) sugeriu que o ion cromo (lll) interage com o EDTA através de
cinco sitios de coordenagdo e uma molécula de agua ocupa a sexta posigao,
apresentado na Figura 28. Essa proposta € bem comum na literatura, embora, o
carboxilato livre possa n&o estar protonado, uma vez que o complexo é aniénico em
pH 5,5. De acordo com Martell & Smith (2004), o complexo Cr(llI1)-EDTA apresenta
um pKa igual a 7,4 (em forca idnica 0,1 mol L"), referente a liberagdo de um préton
da molécula de agua ligada.

Cr(H,O)EDTA (aq) & CF(OH)EDTAZ_(aq) + H+(aq) pKa =74

H,0

Figura 28 — Proposta de coordenacao pentadentada do EDTA
com cromo (lll) e uma molécula de agua ocupando a sexta
posi¢ao. Fonte: (SILVA, 2013).
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Figura 29 - Diagrama de Distribucdo das espécies
Cr(H,O)EDTA e Cr(OH)EDTAZ.

A quimica do cromo (lll) e ferro (lll) apresentam grandes semelhangas, tais
como raios e energias de hidratacdo dos ions similares; geralmente formam
complexos com constantes de estabilidade proximos, com os mesmos ligantes. A
principal diferenga é, como ja dito, a grande inércia quimica dos ions cromo (lll), ou
seja, suas reagdes ocorrem uma velocidade muito mais lenta do que o ferro (lll),
cujas reagdes sao quase instantaneas (YEATES & HEALY, 1975).

A reatividade dos ions de metais de transicdo pode ser explicada pelas
energias de ativacdo do campo ligante (ou do orbital molecular). O mecanismo de
troca de agua, solvatagdo em aquocomplexo, também permite avaliar essa
reatividade. A taxa de troca de agua de solvatavagdo de um aquocomplexo de um
ion de metal de transicdo aumenta com aumenta os elétrons do orbital d e diminui
com o raio idnico.

O cromo (lll) é bastante inerte a temperatura ambiente (COSTA et al., 1999),
devido a sua grande energia de ativagdo do campo ligante que reflete em elevados
valores de entalpia (AH) (HELM & MERBACH, 1999). Além disso, o cromo (lll possui
trés elétrons nos orbitais tog, que podem ser representados por ser (tzg)3 e nenhum
elétron nos orbitais eg para uma configuracdo octaédrica, que confere ao ion
trivalente grande estabilidade, sendo considerado o seu estado redox mais estavel
(SILVA, 2013; CARBONARO et al., 2008).

Nao foram encontradas no banco de dados valores referentes as constantes
de formagao do cromo (lll) com o citrato. Entretanto, como a constante de formacéao

de complexo do ferro (Ill) com o citrato é alta, portanto infere-se que o cromo (lll)
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também possua uma constante de formacao relativamente alta para complexagao
com esse ligante.

O EDTA forma um complexo violeta, muito estavel com o cromo (lll), (log B+
igual a 24,3). Alguns métodos foram propostos para a determinagao
espectrofotométrica do cromo utilizando essa reagdo, porém com diferentes
meétodos de aquecimento (COSTA et al., 1999). Por exemplo, Costa et al. (1999),
utilizou a energia de microondas para acelerar a formagdo do complexo de cromo
(1) com EDTA. O complexo foi formado em 3 minutos e apresentou um maximo de
absorgcdao em 542 nm.

Similarmente ao método utilizando os complexos ferro(ll)-1,10-fenantrolina
como espécies cromoforas, este método baseia na relagdo entre a concentracéo
analitica do citrato com a diminuicdo da absorbancia do complexo de cromo (Ill) com
EDTA devido tanto a competicao deste com o EDTA pelo cromo (lll), como também

ao controle cinético na formagao dos complexos.

2. Procedimento geral

Devido a cinética lenta das reagbes de complexacdo do cromo (lll), as
solucdes desse metal e solugcbes padrao de citrato foram mantidas em frascos de
10,0 mL fechados, em banho-maria a 80° C por um tempo definido, sendo
posteriormente resfriados em banho de gelo. Apds a adicao de EDTA, o sistema foi
novamente aquecido e resfriado e entdo a absorbancia medida. As medidas
espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdbmetro diode array Agilent
8453. Foi utilizada uma cubeta de quartzo da marca StarnaCells, de 1,0 cm de

caminho optico.

3. Procedimento do Método otimizado proposto

Para determinacdo de citrato, foram adicionados 2,0 mL de solucdo de
cromo (Il) 0,02 molL™* e 2,0 mL de amostra e 2,0 mL de agua. A solucdo foi
aguecida por 30 minutos a 80 °C e resfriada em banho de gelo. Em seguida foram
adicionados 1,0 mL de solucdo de EDTA 0,05 mol L™* e 1,0 mL de solucdo tampé&o
acetato 0,18 mol L e novamente realizado o aquecimento por 30 minutos e

resfriamento. A absorbancia foi medida em comprimento de onda adequado.
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A Figura 30 apresenta o diagrama esquemaético do procedimento do método
otimizado proposto.

2 mL Solugdo padrao citrato/amostra

@

2 mL Cr(lll) 0,02 mol Lt ‘ 2 mL EDTA 0,05 mol L™ |®

1 mL tamp3o acetato

@
- / r—‘ 1
’ \il 2 mL Agua \// 0,18 mol L
’ N

\ 4
/
NS ® .
~ - 543 nm

Figura 30 - Diagrama esquematico do procedimento do método otimizado
proposto. Os numeros se referem as etapas do processo de diluicdo.

4.1. Otimizagao do método

4.1.1. Planejamento fatorial

A otimizacdo do método desenvolvido foi realizada inicialmente com o auxilio
de um planejamento fatorial completo de 2° com trés pontos centrais conforme

apresentado na Tabela 5. Todas as medidas foram realizadas em triplicatas.

Tabela 5 — Variaveis utilizadas no planejamento fatorial completo 2° e seus
respectivos niveis estudados, com seus valores reais e seus codes.

Nivel (-) Nivel (+) Nivel (0)
Parametro Valor Code Valor Code Valor Code
real real real
pH 4,0 -1 5,0 +1 4,5 0
Concentracgéo cromo(lll)/(mmol L) 2,0 -1 5,0 +1 3,5 0
Concentragao EDTA */ % 80,0 -1 120,0 +1 100,0 0

* porcentagem em relagdo aquela do cromo

Na Tabela 6 sdo apresentados o planejamento fatorial 23 com ponto central
utilizando valores codificados e seus valores reais.
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Tabela 6 - Experimentos do planejamento fatorial completo de 2% com ponto central.
Valores Codificados Valores Reais

Experimento oH Cr(lly EDTA  pH  Cromo(lly EDTA/%

(mmol L™
1 -1 -1 -1 4,0 2,0 80,0
2 +1 -1 -1 5,0 2,0 80,0
3 -1 +1 -1 4,0 5,0 80,0
4 +1 +1 -1 5,0 5,0 80,0
5 -1 -1 +1 4,0 2,0 120,0
6 +1 -1 +1 5,0 2,0 120,0
7 -1 +1 +1 4,0 5,0 80,0
8 +1 +1 +1 5,0 5,0 120,0
9 0 0 0 4.5 3,5 100,0
10 0 0 0 4,5 3,5 100,0
11 0 0 0 4,5 3,5 100,0

Foram obtidas curvas analiticas de citrato na faixa de concentragao de 0,0 a
5,0 mmol L™ para cada experimento do planejamento fatorial nas combinagdes com
pH e concentragcbes de cromo (lll) e EDTA. Todos os pontos das curvas analiticas

foram realizados em triplicatas.
4.1.2. Planejamento experimental baseado na Matriz de Doehlert

A superficie de resposta e a condicdo 6tima foram obtidas com o auxilio da
Matriz de Doehlert para duas variaveis. A Tabela 7 apresenta o planejamento
considerando niveis codificados de cada variavel, (A, concentracbes de cromo (lll) e
B, concentracbes de EDTA) e seus respectivos valores reais. A partir do
experimento 9 sao apresentados os experimentos para a expansao da matriz. Os

calculos dos codes foram apresentados no item 2.4 do Capitulo 2.
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Tabela 7 — Descrigao dos experimentos do Planejamento Experimental baseado na
Matriz de Doehlert para duas variaveis, usando valores codificados (codes) e seus
respectivos valores reais. (A) Concentragcdo de cromo (lll) e (B) concentragcdo de
EDTA.

Variaveis Codificados Valores Reais
Experimentos

A B A /mmol L™ B (% A)
1 -1,000 0,000 2,000 100,000
2 -0,500 -0,870 2,750 80,000
3 -0,500 0,870 2,750 120,000
4 0,500 -0,870 4,250 80,000
5 0,500 0,870 4,250 120,000
6 1,000 0,000 5,000 100,000
7 0,000 0,000 3,500 100,000
8 0,000 0,000 3,500 100,000
9 0,000 0,000 3,500 100,000
10 -1,000 0,000 2,000 100,000
11 -0,500 -0,866 2,750 120,000
12 -0,500 0,866 2,750 80,000
13 0,500 -0,866 4,250 120,000
14 0,500 0,866 4,250 80,000
15 1,000 0,000 5,000 100,000
16 0,000 0,000 5,000 100,000
17 1,500 0,866 5,750 120,000
18 0,000 1,732 3,500 140,000
19 1,000 1,732 5,000 140,000
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4.2. Estudo dos concomitantes

Foram realizados estudos para avaliar uma possivel interferéncia de
concomitantes no solo, tais como os cations ferro (ll), ferro (lll), manganés (ll) e
cobre (ll), assim como os ligantes fosfato, oxalato e etilenodiamina, na proporcéo de
1, 10, 100 e 1000 vezes.

Para avaliar a concentragdo minima dos possiveis concomitantes na matriz
que podem interferir na determinagéo do citrato, foram adicionados as amostras nas
condi¢bes 6timas, solugdes de ferro (ll), ferro (1l1), manganés (Il) e cobre (lI), oxalato,
fosfato e etilenodiamina, para concentragao de citrato igual a 5,0 mmol L. Os ions
metalicos e ligantes foram considerados interferentes quando foi observada uma
diminuicdo de 10% no valor da absorbancia.

Adicionou-se os concomitantes juntamente com o citrato e o cromo (lll),
realizou-se o aquecimento por 30 minutos e resfriamento em banho de gelo. Em
seguida foi adicionado o EDTA, solugdo tamp&o e aquecido e resfriado novamente.

Posteriormente foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro.

4.3. Uso de coluna quelante

No estudo de remogdo de metais de transigdo, utilizou-se uma coluna
preenchida com resina quelante Chelex® 100 (Bio-Rad), com 5,0 cm de
comprimento e 1,8 cm de largura. A coluna foi condicionada passando solugao
tampao de acetato pH 4,0. No experimento, um volume de 5,0 mL de solugao
contendo os metais foi percolada pela coluna na vazao de cerca de 10 gotas/min, e
lavada com 5,0 mL de solugdo tampao. Apods utilizada, a coluna foi lavada com
solugdo de HCI 2,0 mol L' e acondicionada em solucdo tampdo para posterior

utilizagao.

4.4. Estudo de adi¢ao e recuperagao

Para a realizacdo desse estudo foi utilizado um solo Gleissolo Haplico Tb
Distréfico previamente peneirado pelo Departamento de Solos da Universidade
Federal de Vigosa (UFV).

O solo foi colocado em um recipiente e deixado para secar durante 3 dias em
temperatura ambiente a sombra, obtendo-se assim amostra conhecida por Terra
Fina Seca ao Ar (TFSA).
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Sobre 10,00 g da TFSA para cada ensaio, foram adicionados 1,0 mL de
solugao de citrato em diferentes concentragdes. A mistura foi homogeneizada com o
auxilio do bastdo de vidro e deixada secar a temperatura ambiente. Todos os
estudos foram realizados em triplicatas.

ApOs secagem das amostras, foram adicionados 100,0 mL de agua MilliQ e a
mistura foi novamente homogeneizada com o auxilio do bastdo de vidro. Em
seguida, as misturas foram colocadas sob agitacdo magnética de 200 rpm durante
uma hora e posteriormente deixadas em repouso por 2 horas para decantagao.
Decorrido esse tempo, foi necessario a centrifugacéo por 30 min a 100 rpm.

O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro € 5,0 mL foi percolado na coluna
Chelex® 100 (Bio Rad) e o volume recuperado foi diluido para 12,5 vezes e ent&o o
teor de citrato foi determinado de acordo com o item 3.0. As concentracdes finais

recuperadas foram: 0,5; 1,0; 1,5 € 5,0 mmol L™.

4.5. Figuras de mérito

Para a caracterizacao e validagdo do método proposto, foram avaliadas as
figuras de mérito: sensibilidade minima do método (OLIVEIRA, 2014; OLIVEIRA, et
al., 2015); qualidade do ajuste do modelo; faixa analitica; limite de deteccédo (LOD);
limite de quantificacdo (LOQ), estudo de concomitantes, precisao (através de

medidas de repetibilidade) e exatidao (através do método de adi¢ao e recuperacao).

4.6. Tratamento dos dados

Todos os dados foram tratados em planilhas eletrénicas Microsoft Excel
(2003-2010) ou no software OriginPro 8.0 (LabOrigin). Os testes estatisticos foram

realizados com o auxilio do Statistica 8.0.

5. Resultados e Discussao

5.1. Selegao do comprimento de onda (\)

Para a determinacdo do comprimento de onda adequado para o
desenvolvimento do método analitico, foram obtidos espectros de absor¢édo na
regiao do ultravioleta e do visivel tanto para solu¢gdes contendo complexos de
cromo(lll)-EDTA quanto de cromo(lll)-citrato. Foram utilizadas concentragbes de
EDTA e de cromo (lll) iguais a 2,0 mmol L™ e as concentragdes de citrato variavam
de 0,0 a 0,08 mol L™.
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O complexo de cromo(lll)-EDTA apresenta maiores valores de absorgao em

391 nm e 543 nm, conforme apresentado na Figura 31.
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Figura 31 — Espectro do complexo de cromo(lll)-EDTA
(concentracdes de cromo (Ill) e EDTA de 2,0 mmol L™).

As absortividades molares (aparentes) para cada maximo de absorgédo foram
estimadas considerado-se a formagdo completa do complexo, obtendo-se os
valores 122,5 mol L™ cm™ e 201,0 mol L™ cm™ para os comprimentos de onda de 391

e 543 nm, respectivamente.
Na Figura 32 é apresentado o espectro de absorgao da solugao de cromo (lll)

livre 2,0 mmol L.
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Figura 32 — Espectro de absorcéo de solugdo de cromo (1) 2,0 mmol L™,
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O cromo (lll) livre apresentou maximos de absor¢ao em 422 nm e 569 nm, as
absortividades molares estimadas foram de 24,3 molL"cm™ e 20,9 mol L cm™
respectivamente. Esses valores sdo similares aqueles descritos na literatura
(CLESCERI et al., 1998), com 25,0 mol L cm™ em 426 nm e 50,0 mol L cm™ em
604 nm. Essa variagao das absortividades nos comprimentos de onda pode ocorrer
pois além do aquocomplexo desse metal (também chamado de ion livre), outros
complexos pouco estaveis com esse ion podem ser formados, tais como sulfato,
cloreto, etc, no meio descrito por Clesceri et al.(1998). E importante lembrar que as
cinéticas das reacdes envolvendo esse metal sdo muito lentas devido a inércia
quimica do cromo (lll), usualmente atribuido a presenca de orbitais d> (TOMA,
2013). Essa inércia também influéncia a distribuicdo de complexos desse ion em
solucdo. Entretanto, a baixa absortividade molar e constantes de equilibrio de
estabilidade desses complexos permitem a presenca dos mesmos sem grande
influéncia no método analitico proposto.

A fim de avaliar o comprimento de onda mais adequado para o
desenvolvimento do método analitico, obteve-se o espectro de absor¢édo do
complexo de cromo(lll)-EDTA na presenga de diversas concentragdes de citrato,
apos aquecimento da solugdo em banho-maria a 80 °C por 30 min (Figura 33).

A Figura 33 apresenta o espectro do complexo de cromo(lll)-EDTA, para
concentracdes de cromo (lll) e EDTA 2,0 mmol L' em presenca de diferentes

concentracdes de citrato.
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Figura 33 - Espectro de absorgédo do complexo cromo(lll)- EDTA em regides ao redor
dos maximos de absor¢cao na presenga de diferentes concentragdes de citrato. (A)

60,0 mmol L

391 nm e (B) 543 nm. (@) 0,0 mmol L™ (A) 20,0 mmol L"; (M) 40,0 mmol L"; (O)
e (A) 80,0 mmol L.
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Utilizando a mesma estratégia descrita para o método de determinagao de
citrato com auxilio do complexo ferro(ll)-1,10-fenantrolina (capitulo 2), é apresentada
a linearidade do sistema para cada comprimento de onda. Entretanto, ao invés de
apresentar valores de R?foi proposta a funcédo N9 (Equagao 14)

N9 = —log(1 — R?) Equagéo 14

Essa funcdo N9 foi construida para a avaliagdo da linearidade em cada
comprimento de onda, baseado no “numero de noves” que o coeficiente de
determinacdo (R?) contém. Por exemplo, um R? com valor igual a 0,9 contém “um
nove”, enquanto que 0,999 contém “trés noves”, e tem uma qualidade muito mais
elevada.

A Figura 34 apresenta o comportamento do complexo de cromo(lll)-EDTA na

presenca de citrato em funcdo do N9 e da sensibilidade analitica.
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Figura 34 - Avaliacado do comportamento analitico do complexo cromo(lll)-EDTA na

presenga de citrato na regidao de 391 nm. (A) Fungéao N9. (B) sensibilidade analitica.
Faixa analitica: () até 40,0 mmol L™; (O) até 60,0 mmol L™"; (A) 80,0 mmol L.

Pode-se observar através da Figura 34A que o ajuste melhora com o
aumento do comprimento de onda (aumento do numero de noves (N9). Entretanto
ha uma diminuicido do seu valor com o aumento da faixa analitica, indicando um
comportamento nao-linear. A sensibilidade analitica foi negativa em toda regido ao
redor de 391 nm, com minimo (ou seja, maior sensibilidade em maodulo) coincidindo
com o comprimento de onda de maxima absorgao.

O comportamento espectrofotométrico na regido ao redor de 543 nm (Figura
35) apresentou valores constantes do coeficiente de determinacédo em cada faixa

analitica, com valores maiores que 0,99 na faixa analitica mais estreita (N9 maior
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que 2,0). A sensibilidade maxima (valores absolutos) também ocorreu no maximo de

absorcao.
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Figura 35 - Avaliagdo do comportamento analitico dos complexos cromo(lll)-EDTA

na presenca de citrato na regido de 543 nm. (A) Fungdo N9. (B) sensibilidade
analitica.

Ainda que ambas regides tenham caracteristicas adequadas, ambas
apresentaram curvas analiticas nao-lineares (Figura 36), sendo ajustados modelos
quadraticos.

Para facilitar a comparacao das curvas nao-lineares, foram calculadas as
sensibilidades minimas, uma vez que, para modelos quadraticos a sensibilidade
analitica depende da concentracdo do analito (Equacdo 15). Portanto, para
espectrofotometria inversa, a menor sensibilidade ocorre para valores maximos de
concentracdo, no ponto superior da curva analitica quadratica.

_dA _d(B+Ic+Qc?)
5= dc dc

Equacao 15

=1+20Qc

Onde B, branco (termo constante) da curva analitica, |, a inclinagdo (termo
linear) e Q, a curvatura (ou termo quadratico).

A sensibilidade minima em curvas analiticas quadraticas sao necessarias
para estabelecer a regido onde a curva analitica quadratica tenha caracter mais
linear, a fim de evitar sensibilidades no ponto superior da curva analitica muito baixa
(OLIVEIRA, 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

As equacgdes da curva analitica obtidas nos comprimentos de onda de 391 nm

e 543 nm sao apresentadas na Equagao16 e Equacao 17 respectivamente.

A=(146+22)c*—(3,13+0,18) c + (0,2425 + 0,0031)  Equacéo 16
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A= (27,6 +1,5)c*— (6,24 + 0,13)c + (0,4073 + 0,0021) Equaggo 17

A curva analitica em 543 nm, comparada aquela obtida em 391 nm
apresentou maior sensibilidade analitica minima, considerando a concentragcdo de
citrato igual 80,0 mmol L (Tabela 8) e parametros de qualidade de ajustes, tais
como o R? igual a 0,9997 e desvio padrao dos residuos de 0,0023.

A Figura 36 apresenta a absorbancia do complexo de cromo(lll)-EDTA em
presenca de citrato nos comprimentos de onda de maxima absorbancia, para a

concentracdes de cromo (Ill) e EDTA igual a 2,0 mmol L™,
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Figura 36 — Curvas obtidas nos maximos de absor¢ao para concentragdes
de cromo (lIl) e EDTA de 2,0 mmol L™, concentracdes de citrato variando
de 0,0 a 80,0 mmol L™": (A) 391 nm e (o) 543 nm.

Para todos os maximos de absorgdao, foram obtidos os coeficientes de
determinacgao, o desvio padrao de residuos e a inclinagcdo de maneira selecionar a

regido mais adequada. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 8.
Tabela 8 — Parametros de avaliagdo do ajuste da curva analitica nos

comprimentos de onda de maxima absorcdo. Coeficiente de determinacéo
(R?), desvio padrao dos residuos (ses), sensibilidade minima (Smin).

A /nm R2 N9 Smin/(L mol'1) %Smin* Sres**
391 0,9979 2,8 1,97 62,0% 0,0035
543 0,9998 3,8 4,03 64,0% 0,0023

_ Smin100, 44

*%0Smin = = unidades de absorbancia
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Desta maneira, o método foi desenvolvido utilizando o comprimento de onda
de 543 nm.

5.2. Otimizagao do método

5.2.1. Tempo de Formagcao dos complexos cromo(lll)-EDTA e de cromo(lll)

citrato

Devido a conhecida inércia quimica do ion cromo (lll), foi realizado um estudo
para avaliar o tempo necessario para a formagado dos complexos até atingirem o
equilibrio, a temperatura 80 °C, em banho maria.

Na Figura 37 é apresentada o estudo ao longo do tempo para formagao do
complexo cromo(lll)-EDTA para a concentragdes de cromo (lll) e EDTA igual a 2,0

mmol L™, em diferentes pH.
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Figura 37 - Estudo ao longo do tempo de formagao do complexo
cromo(ll)-EDTA, em (m) pH 3,0, (O) pH 4,0 e (4) pH 5,0.

Observa-se um comportamento cinético mais lento para a formacado do
complexo com EDTA em pH 3,0, atingindo o equilibrio apés 30 minutos. O
comportamento nos pH 4,0 e 5,0 foram similares entre si, mas com taxas mais
elevadas de formacgéao, ainda que o equilibrio tenha sido atingido no mesmo tempo
que o pH 3,0.

A diferenga observada entre as absorbancias apods o equilibrio para as
solugdes com valores distintos de pH esta associada ao efeito desse parametro

sobre as concentragdes no equilibrio das espécies livres de EDTA e cromo (lll), que
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pode ser explicada pela influéncia da fracdo de equilbrio sobre a constante
condicional de formacgo (") (SKOOG, 2007; OLIVEIRA, 2009; HARRIS, 2012).

[CrEDTA™] [CrEDTA™] Equag&o 18

L7 [Cr3*t][EDTA*] ~ a,(Cr3+t)cAB(Cr3+)ag(EDTA*)cAB(EDTA%™)

Onde c*® é a concentrac&o analitica do sistema acido-base de Bronsted e o,
a fracdo de equilibrio (razdo entre a concentragdo no equilibrio e concentragao
analitica de uma espécie quimica) da espécie com j protons a menos que a espécie

mais protonada do sistema acido-base de Bronsted.

log ™ = logB, + log(a,(Cr3)) + log(ag(EDTA*)) Equagéo 19

Assim, para concentragdes analiticas constantes, a medida que a constante
de estabilidade condicional diminui (devido a alteracdo do pH), a concentragdao do

complexo tende a diminuir (Tabela 9).

Tabela 9- Valores do logaritmo da constante condicional de estabilidade do
complexo cromo(lll)-EDTA, sem correcdo pelos coeficientes de atividade e
considerando 25 °C e log B1' igual a 23,4.

cond %

pH logB,

5 8.9
4 57
3 1.9

*Valores calculados com auxilio da add-on Alfa® para Microsoft Excel (Oliveira, 2013).
A influéncia do pH pode ser avaliada para o complexo Cr(lll)-citrato, mesmo

nao havendo valor da constante de estabilidade termodinédmica, como pode ser vista

na Equacao 20, através do comportamento do termo f(pH).

log o™ = logpB, + f(pH) Equacéo 20
f(pH) = log(aO(Cr3+)) + log(ag(EDTA*™))

A Tabela 10 apresenta os valores do log da fragdo de equilibrio (a) das

espécies de cromo (lIl), EDTA e citrato nos pH: 3,0; 4,0 e 5,0.
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Tabela 10 — Logaritmo das fragdes de equilibrio e da fungao f(pH) nos pH 3,0; 4,0
e 5,0.

log da fragao de equilibrio (o)

Espécies pH 3,0 pH 4,0 pH 5,0
EDTA -10,60 -8,44 -6,45
Citrato -5,53 -3,27 -1,60
Cromo -0,04 -0,30 -1,12

flpH)
Cr(lll)-EDTA -10,64 -8,74 -7,57
Cr(ll)-citrato -5,57 -3,57 -2,72

Quanto menores as fragdes de equilibrio, mais negativa a funcao f(pH), e
portanto, menor o logaritmo da constante de estabilidade condicional. Pode-se
observar que os valores de pH 4,0 e 5,0, apresentaram constantes de equilibrio

condicional mais elevadas do que no pH 3,0.

f(pH)

-14 T T T T T T T T T
3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

pH

Figura 38-Comportamento da funcdo f(pH) com o pH da solugdo. (M) complexo
Cr(lll)-EDTA; (O) complexo Cr(lll)-citrato.

Devido a baixa absorgdo do complexo de cromo(lll)-citrato, o estudo do
comportamento cinético da formacdo desse complexo foi realizado indiretamente
pelo acompanhamento da absorgao de luz pelo complexo cromo(lll)-EDTA em 543
nm (espectrofotometria inversa). Assim, sobre as solugbes contendo citrato e cromo

(1), que foram mantidas a cerca de 80 °C por 30 minutos, de maneira a formar o
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complexo. Apos esse tempo, o EDTA é adicionado e entdo, novamente aquecido a

80°C para estudo da formagdo do complexo Cr(l11)-EDTA (Figura 39).
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Figura 39 - Comportamento cinético do cromo(lll)-EDTA para a

concentracdes analiticas de cromo (Ill) e EDTA igual a 2,0 mmol L' em
presenca de citrato 0,1 mol L' em solugdes com valores de pH iguais a (m)
3,0; (O)4,0e (4)5,0.

Pode-se observar que nos valores de pH 4,0 e 5,0, houve uma rapida
formacao do complexo Cr(lll)-EDTA, observado pela absorbancia medida em 543
nm. Além disso, a concentracdo desse complexo foi menor do que a absorbancia no
equilibrio no estudo da cinética de formacdo do cromo(lll)-EDTA, concluindo-se
portanto que o complexo Cr(lll)-citrato nao foi destruido ou por efeitos cinéticos ou
termodinamicos.

E interessante lembrar que a constante de estabilidade do complexo
cromo(lll)-citrato ndo € apresentada na literatura. Devido ao carater duro do
cromo(lll) (no sistema HSAB de Pearson), similar ao ferro (lll) e aluminio, as
constantes de estabilidade dos complexos com esses trés ions devem ser similares.
Uma vez que os valores de constantes de estabilidade para os ions ferro (lll) e
aluminio com citrato, sdo elevados (log 1 acima de 20), pode-se supor que o valor
log B1 estara proximo a 20. Apenas por curiosidade as constantes para lantanideos
com esse ligante esta, ao redor de 9,5 e para divalentes, ao redor de 13 (MARTEL et
al., 2004).
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5.2.3. Planejamento fatorial 2° com trés pontos centrais

Um planejamento fatorial 2° com ponto central foi desenhado para avaliar a
importancia do pH, das concentragées de cromo (lll) e de EDTA na sensibilidade
analitica. Uma vez que a curva analitica apresentou um comportamento quadratico,
a resposta utilizada no planejamento foi a sensibilidade minima que represente
70,0% da sensibilidade maxima.

Os resultados foram modelados por regressao linear multipla e refinados pelo
método stepwise (descrito no item 3.2 do Capitulo 2). Os coeficientes de cada termo
do modelo de regressao linear multipla antes e apds a aplicagdo do método stepwise
ao método obtido e suas estimativas do desvio padrdo foram obtidos e séao

apresentados na Figura 40.
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Figura 40 - Coeficientes dos termos do modelo de regresséo linear multipla para
valores codificados. Aplicacdo da avaliacédo por stepwise: (A) sem avaliacédo (B)
apos avaliagao.

Apenas os termos lineares (ou efeitos principais) para a concentragdao de
EDTA e cromo (lll) foram significativos para explicar a sensibilidade minima
observada. O elevado valor do termo constante (CTE) do modelo sugere que todo
experimento foi realizado em uma condi¢do préxima a um 6timo (ao menos local) e
que a faixa utilizada para cada parametro nao foi suficiente para que fossem
observadas diferencas significativas entre os extremos dessas faixas.

Foi utilizado planejamento de experimentos baseado na matriz de Doehlert de

duas variaveis para obtencao de uma superficie de resposta para esse sistema.
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5.2.4. Superficie de Resposta
ApOs a obtengdo do modelo de regresséo linear multipla com avaliagao tipo

stepwise, obteve-se o modelo (Figura 41).
Smin = - (84,61%0,84) — (15,4 + 1,5)A% — (13,3+1,5)B? Equacéo 21

O modelo apresentou coeficiente de determinagdo (R?) igual a 0,9858 e uma
estimativa do desvio-padrao do residuo igual 2,53 L mol™.

E dessa maneira, o ponto 6timo foi obtido para a concentragao de cromo(lll)
foi de 4,25 mmol L"ea concentracdo de EDTA de 5,1 mmol L'1, de maneira que

sensibilidade minima obtida foi de 0,1087 Lmol™.
Uma vez que a condigdo o6tima foi observada em um extremo da matriz de

Doehlert, (Figura 41), foi realizada a sua expansao, com a introducao de outras trés

condi¢cdes experimentais.

(R

I 75
B 90
1 105
B 120

Figura 41 — Superficie de resposta da Matriz de Doehlert
sensibilidade minima em funcdo das concentragdes de cromo (lll) e
EDTA.

A representacdo esquematica do Planejamento da matriz de Doehlert com

sua expansao € mostrada na Figura 42.
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Figura 42 — Diagrama Esquematico do Planejamento da matriz de Doehlert com
valores codificados das concentragdes de cromo (lll) e EDTA. (----) primeiro
conjunto; (-.-.-) expansao da matriz.

Com a expansao da matriz de Doehlert, foi possivel confirmar que a condi¢cao

6tima encontrada foi a concentragdo de cromo (Ill) igual a 4,25 mmolL" e a

concentragdo de EDTA igual a 5,1 mmol L.

A Figura 43 apresenta a superficie de resposta obtida para a expansao da

matriz de Doehlert, de modo que a sensibilidade minima varia em funcdo das

concentracdes de cromo (lll) e EDTA no meio.
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Figura 43 — Superficie de resposta da expansao da matriz de Doehlert,
sensibilidade minima em funcdo das concentragdes de cromo (lll) e
EDTA.
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5.3. Estudo de concomitantes

A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos da concentragdo minima de
concomitante que causam interferéncia em relagao as concentragdes de cromo (lll),
EDTA e citrato.

Tabela 11 — Propor¢cdo da concentracdo minima do concomitante que
causam interferéncia, em relagdo a concentragdao de cromo (lll) igual a 4,25
mmol L'11, EDTA 5,1 mmol L™ para as concentracdes de citrato iguais a 5,0
mmol L.

] CONSTANTE DE FORMAGAO DOS
PROPORGAO DA , ,
, [ONS METALICOS COM OS LIGANTES
CONCENTRAGAO MINIMA

fONS METALICOS PRESENTES NA SOLUGAO

Concentracgao de citrato

. p EDTA citrato
igual a 5,0 mmol L
Fe (Il) 1:1 14,33 3,08
Fe (Il 1:1 24,23 12,5
Mn (Il) 10:1 13,80 3,67
Cu (Il) 1:1 18,7 4,35

Observou-se que, com excecado do Mn (ll) todos os ions metalicos comegam
a interferir na determinagao de citrato quando suas concentragdes séo iguais a 4,25
mmol L™". O Mn () comega a interferir quando sua concentragéo corresponde a
42,5 mmol L™

Esses resultados estdo associados as constantes de formagao de complexos
dos ions metalicos estudados com os ligantes presentes na solugdo, uma vez que
quanto menor a constante de formagdo do complexo menor a sua formacao. Desta
forma, a menor interferéncia do ion Mn (Il) se justifica pelo baixo valor da constante
de formagao dos seus complexos com citrato e EDTA.

Para eliminar a interferéncia observada, foi utilizada uma resina quelante
Chelex® 100 (Bio-Rad), que possui grupos amiacéticos responsaveis por complexar
com ions metalicos, que por sua vez ficam retidos nessa resina.

Os primeiros estudos com essa resina foram realizados buscando a remocgao

de ions metalicos de solugdes aquosas (RILEY & TAYLOR, 1968) e especiagéo de
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metais (FLORENCE & TAYLOR, 1974), mostrando a grande eficiéncia da Chelex®
100. Desde entdo muitos estudos vém sendo publicados para remocédo de ions
metalicos utilizando essa resina.

ApOs a passagem da amostra pela resina, foi realizado o estudo dos

concomitantes novamente (Tabela 12).

Tabela 12 — Proporgdo da concentragdo minima do concomitante, apos
passagem coluna com resina Chelex® 100 (Bio-Rad), em relacdo &
concentqagéo de cromo (lll), para as concentragbes de citrato igual a 5,0
mmol L.

PROPORCAO DA CONCENTRAGAO MINIMA QUE CAUSA

INTERFERENCIA
iONS METALICOS
Sem a utilizagdo da Com a utilizagcéo da
Chelex® Chelex®
Fe (Il) 1:1 100:1
Fe (ll) 1:1 10:1
Mn (Ill) 10:1 100:1
Cu(ll 1:1 100:1

A resina Chelex® 100 (Bio-Rad) é formada por grupos iminoacéticos e
mostrou-se muito eficiente na eliminagcado da interferéncia dos metais, em pH 4,0. A
Chelex® 100 (Bio-Rad) foi utilizada para eliminar os interferentes na etapa de
aplicagao de método.

Com a utilizacdo da Chelex® 100 (Bio-Rad) para os ions Fe (l1), Mn (ll) e Cu
(I), foi possivel diminuir a interferéncia pra uma propor¢ao de 100:1. Ja o Fe (lll) a
interferéncia foi eliminada pra uma proporg¢ao de 10:1.

Na Tabela 13 € apresentada a propor¢do da concentracdo minima dos
possiveis concomitantes que causam interferéncia na analise, em relacdo a

concentracao de citrato igual a 5,0 mmol L
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Tabela 13 — Proporgdo da concentragdo minima do concomitante que causa
interferéncia, em relagdo & concentracdo de citrato igual a 0,5 mmolL™" e 5,0
mmol L' e concentracdes de cromo (Ill) e de EDTA igual a 4,25 e 5,1 mmol L
respectivamente.

PROPORQAO DA CONCENTRACAO
LIGANTES MINIMA QUE CAUSA
INTERFERENCIA

Concentragao de citrato igual a 5,0

mmol L™
Oxalato 1:1
Fosfato 10:1
Etilenodiamina 10:1

A interferéncia do oxalato foi observada para a mesma concentragcao de
citrato, enquanto que o fosfato e a etilenodiamina interferem em concentragcbées 10

vezes maior.

5.4. Caracterizagao do Método Proposto - Figuras de Mérito

Realizada a otimizagédo, as figuras de mérito do método desenvolvido usando
citrato em agua foram obtidas.

A precisao foi avaliada a partir de medidas de repetibilidade. A repetibilidade
foi medida para sete amostras com as seguintes concentragdes de citrato de 0,0;
1,5; 2,5 e 3,5 mmol L™. O coeficiente de variacdo, ou desvio padrio relativo (%RSD)
variou de 0,78 a 2,12 %.

A Figura 44 apresenta a curva analitica para o método otimizado.
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Figura 44 — Curva analitica para o método otimizado,
com concentragdes de citrato variando de 0,0 a 5,0
mmol L.

O modelo de regressdo da curva analitica apresentou um bom ajuste (R? =

0,998) e estimativa do desvio padrao dos residuos igual a 0,0085 (Equacgéao 20).
A =(0,008110 + 0,0080) ¢ — (0,1330 + 0,0042) ¢ + (0,7660 + 0,0039) Equacso 20
Onde A é a absorbancia da amostra e ¢ é a concentracao de citrato.

Assim, a inclinacao foi igual a -0,133 L mol™ e a sensibilidade minima foi igual
a -0,0925 L mol™, que corresponde a 69,5% da sensibilidade maxima, inclinagdo.

Essa sensibilidade minima foi, em moddulo, quatro vezes maior que aquela
observada para o método utilizando ferro(ll)-1,10-fenantrolina.

O Limite de Detecgdo (LOD) e Limite de Quantificagdo (LOQ) foram
calculados de acordo com a Equacdo 13, porém foram utilizadas trés maneiras
distintas de calcular o desvio padrdo do branco. A primeira foi considerando o
branco experimental, ou seja, pela determinacdo da absorbancia para amostras
isentas do analito. A segunda foi considerando o branco da curva analitica, ou seja,
estimativa do desvio padrdao do branco da curva analitica calculado a partir do
modelo de regresséo) e pelos residuos da curva analitica (ou seja, pela estimativa

do desvio padrao dos residuos do modelo de regressao) (Tabela 14).
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Tabela 14 — Limite de Deteccédo e Limite de Quantificagdo calculados utilizando
trés maneiras distintas de estimar o desvio-padrao do branco.

Tipo de Estimativa do Desvio Padréo LOD/ (mmol L™) LOQpin/( mmol L)
Branco da curva analitica 0,087 0,288
Residuos da curva analitica 0,227 0,756
Branco experimental 0,191 0,638

O resultado apresentado demonstra a necessidade de estudar melhor a
estimativa do LOD e LOQ. A priori, o uso do branco experimental parece mais
adequado quando a determinacao ocorrer pelo uso direto da curva analitica, ou seja,
a absorbancia da amostra apos aplicagcédo do método € obtida com replicatas. No
caso de adicio de padrio, o branco estimado pela curva parece mais eficiente. Além
disso, o uso dos residuos deveria fornecer valores de LOD similares se o sistema
fosse homocedastico. Uma vez que essa questdo nao pode ser resolvida com os
dados apresentados, optou-se, arbitrariamente no uso do LOD e LOQ calculados
pelo branco da curva analitica, como sugerido por Miller e Miller, (1993).

Desta maneira, a faixa analitica foi de 0,29 mmol L™ a 5,0 mmol L™.
5.5. Ensaio de Recuperagao

O método foi aplicado em amostras de solo fortificado com diferentes
concentragdes de citrato. Para avaliar a exatidao a partir do ensaio, foram utilizados
trés métodos: eficiéncia de recuperagao; grafico de comparacdo de métodos e
sobreposi¢ao das curvas analiticas.

A eficiéncia da recuperacao obtida foi calculada de acordo com a Equacéo 22
e é apresentada na Tabela 15. Nao foram encontrados valores significativos de

citrato no solo sem fortificagao.

~ o, _ €@ ~
Recuperacio% = Cpadrio) x100 Equacao 22

Onde ¢; é a concentracdo de citrato calculado para cada replicata e Cpadrao O
valor nominal da solugao padréao utilizada para obtencao da replicata.

Os ensaios de recuperacao apresentaram valores entre 98,0% e 122,0%.
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Tabela 15 — Valores referentes aos estudos de adigao e recuperagao
de citrato e a porcentagem de recuperagao obtida.

Concentragao adicionada/ Concentragao Recuperacao/%
(mmol L) Encontrada/ (mmol L)

0,50 0,52 103,40
0,50 0,58 115,30
0,50 0,74 147,00*
1,00 1,07 106,90
1,00 1,04 104,10
1,00 1,22 122,00
1,50 1,60 106,60
1,50 1,74 115,70
1,50 1,64 109,30
3,00 2,94 97,96

3,00 3,25 108,60
3,00 3,06 102,00

* considerado um outlier, a partir dos métodos

Os resultados obtidos na Tabela 15 foram langados em gréafico (Figura 45),
permitindo a avaliagcdo de efeitos aditivos ou sistematicos (matriz) no método

proposto.
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Figura 45 — Relacdo entre a concentragdo adicionada ao solo e a concentragao

encontrada.

A Equacdo 23 apresenta o modelo de regressdo linear obtido para a

concentracao de citrato adicionado ao solo (caq) € a concentragdo determinada pelo

método proposto (Crec) (Figura 45).

Crec = (0,131 + 0,058) + (0,988 + 0,033)c,y

Equacao 23

O termo linear néo é significativamente diferente de zero (teste t-Student com

95% de confianga), de maneira que n&o foi observada a presencga de erros aditivos,

assim como a inclinagao nao € significativamente diferente de um, ou seja, ndo sao

observados erros matriciais no método.

Na Figura 46, os resultados s&o apresentados em outro tipo de gréfico,

permitindo a comparagao da curva analitica e da curva de adi¢cao de padrao.
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Figura 46 — Comparacao entre a curva analitica (®), ou seja aquela
obtida na otimizagcdo do método e a curva da adi¢ao de padréo (A),
ou seja a curva construida com diferentes concentragbes de citrato
no solo.

Essa comparacado representa uma outra forma de avaliacdo do efeito de
matriz, uma vez que nao foram observadas diferengcas entre as inclinacoes
sugerindo que ndo ha efeitos sistematicos com a presengca do solo para

determinacao de citrato.
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6. Conclusoes parciais

Foi estudado e otimizado um método espectrotométrico inverso
(descolorimetria) para a determinacédo de citrato em solo utilizando a destruigdo do
complexo Cr(lll)-EDTA. Foi proposto a fungdo N9 para avaliar a linearidade em
diversos comprimentos de onda que avalia o “numero de noves” contidos no
coeficiente de determinagdo, sendo que quanto maior o numero de noves mais
linear e quanto mais proximo o numero de noves para faixas analiticas diferentes,
mais ampla (linear) é a faixa.

O comprimento de onda considerado mais adequado foi o de 543 nm, embora
apresenta-se um modelo quadratico, com maior valor de N9, maior sensibilidade
minima e desvio padrao dos residuos menor.

O método proposto apresentou figuras de mérito adequadas para
determinacado de citrato. A otimizagdo foi realizada em fungcdo da sensibilidade
minima. A condicdo 6tima foi concentragdo de cromo (lll) 4,2 mmol L™ e de EDTA,
5,1 mmol L™ em pH 4,0.

O modelo de regressdo da curva analitica apresentou um bom ajuste (R? =
0,998) e estimativa do desvio padrao dos residuos igual a 0,0085. A inclinagao foi
igual a -0,133 L mol”" e a sensibilidade minima foi igual a -0,0925 L mol”, que
corresponde a 69,5% da sensibilidade maxima, inclinacdo. O LOD e LOQ foram
respectivamente de 0,087 e 0,288 mmol L. A faixa analitica foi de 0,29 mmol L™ a
5,0 mmol L. O coeficiente de variagéo, ou desvio padrao relativo (%RSD) variou de
0,78 a 2,12 %. No estudo de interferentes com ions metalicos e ligantes, todos
apresentaram interferéncia considerando uma concentragao 10 vezes maior que o
citrato. Para os ions metalicos a interferéncia foi minimizada utilizando uma coluna
quelante Chelex® 100 (Bio Rad), de maneira que a interferéncia ocorreu apenas para
concentracdo de metais 100 vezes maiores que a concentragao de citrato.

Os ensaios de recuperagcao mostraram que nao ha erros aditivos ou
sistematicos, pelo grafico de comparagao dos métodos, utilizando o teste t-Student
com 95% de confianga.

O método foi considerado adequado para a determinacao de citrato em solo e

para a determinagao de citrato na solucao do estudo de liberacédo controlada.
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CAPITULO 4: PROPOSTA DE UM SISTEMA DE LIBERAGAO SUSTENTADA DE
CITRATO

1. Introdugao

A proposta desse trabalho foi o desenvolvimento de um sistema de liberagao
controlada que permita a liberagdo de ligantes para a solu¢do do solo até
concentragcbes pré-definidas pelo sistema e que essa concentragdo seja mantida
mesmo que o ligante seja consumido na complexagdo de metais, diluido ou
percolado. Dessa maneira, o sistema tem uma caracteristica adicional, comparado
ao sistema de liberagao controlada, de maneira que sera entdo chamado de sistema

de liberagéo sustentada.

2. Parte Experimental

2.1. Materiais e métodos

2.1.1. Preparo das matrizes de agar-agar

Diferentes massas de agar-agar (Kanten) foram pesadas em uma balanga
analitica (resolucédo 0,1 mg), e umidificadas com gotas de agua antes de ser
adicionado todo o volume de agua de maneira a obter 50,0 g de solucgao final. A
dispersao foi aquecida em uma chapa aquecedora até a formagcdo de uma massa
pastosa e massas adequadas do material ativo (citrato de sédio (Nascit) ou de citrato
de calcio (Cas(cit);)) também foram adicionadas a solugéo e dispersas. A solugéo foi
transferida para formas plasticas de formato quadrangular de volume de 25,0 mL e
mantidas em geladeira a 4 °C até que houvesse a formagao do gel. Os géis foram
cortados na forma de pellets de diferentes tamanhos (0,5; 1,0 e 2,0 cm) utilizando
dispositivos home-made, construidos a partir de laminas de estilete colados com
resina epoxi sobre uma superficie plastica, conforme apresentado na Figura 47. Os

pellets obtidos foram armazenados em geladeira até a utilizagao.



80

(A) (B)

Figura 47 — (A) Dispositivos home-made utilizados para o corte dos pellets de agar-
agar, espacamento de 2,0 cm e espacamento de 1,5 cm. (B) Pellets obtidos apds
corte da matriz de agar-agar utilizando dispositivos home-made.

2.2. Sistema de liberagao controlada

Para o estudo da liberagao controlada do citrato, massas de 2,5 g de pellets
de diferentes areas superficiais de 9,0 a 24,0 cm? e porcentagens de agar de 1,0 a
5,0 % contendo o material ativo foram colocadas em contato com 50,0 mL de agua
em béqueres isolados termicamente com isopor e mantidos sob agitacdo constante
com auxilio de um agitador magnético.

As aliquotas foram recolhidas de tempo em tempo e a liberagao de citrato foi
monitorada por condutividade elétrica e por espectrofotometria.

Apds a estabilizagdo da concentragdo no meio, cerca de 50% da solugao foi
retirada e colocada a mesma quantidade de agua MIlli Q e novamente
acompanhada a cinética de liberagao. A liberagao de citrato foi monitorada ao longo
do tempo por condutivimetria. Este experimento foi realizado com a finalidade de
estudar um sistema de liberagdo de sustentagcdo da concentragcdo, uma vez que a
medida que o analito € consumido essa quantidade é reposta no meio, afim de
manter as concentragdes do sistema por um tempo maior em relagcao a liberagao

controlada convencional.
3. Equagoes quimicas que descrevem a solugao final

As equacbes quimicas que descrevem a solugcao final sdo apresentadas
juntamente com suas constantes de equilibrio. Essas equagdes apenas expressam

a relacdo existente entre as espécies quimicas e nao sobre suas concentragdes.



81

Nao foram consideradas as semi-reacbes de oxi-reducdo de nenhuma espécie

quimica.

H20(=H" (ag) + OH (aq) pKw =14,0
CasCitysy53 Ca’ (ag) + 2 Cit¥ ag) pKs~10,8
Ca®*(aq) + Cit*(aq) 5 Cacit (ag) logB = 4,84
Ca®*(aq) + H20g) 5 CaOH" (o) + H'(aq) pKy= 12,67
CaOH’ zg) + H20() = Ca(OH)z (aq) + H'(aq) pK; = 14,0
Ca(OH)2 s) = Ca(OH)2 (aqg) -log s6 9,5
Ou Ca(OH)z 5) 5 Ca®* + 20H" 4 pKs = 9,2
HaCit(aq)5H" (aq) + HaCit (aq) pK; =3,128
HaCit (aqy5H (aq) + HCIt* (ag) pKy = 4,762
Hcit* aqy5H " (aq) + Cit (aq) pK3 = 6,396

4. Monitoramento da liberagcao

A liberacdo do citrato foi estudada monitorando-se a condutividade elétrica
com um condutivimetro (AZ modelo 86503), contendo uma célula de condutividade
com constante de célula igual a 0,1 cm™, calibrado com solugdes padréo de cloreto
de potassio (CLESCERI et al., 1998).

Foram recolhidas aliquotas de 5,0 mL em tempos definidos até que a
liberagcdo de citrato atingisse o equilibrio. Os tempos de coleta foram de 1 em 1
minutos nos 20 primeiros minutos, apos de 10 em 10 minutos e posteriormente de
30 em 30 minutos. Apds a medida da condutividade elétrica das aliquotas, estas
foram devolvidas para o sistema receptor de liberacao.

O monitoramento da liberacdo de citrato por espectrofotometria inversa foi
realizado utilizando um sistema contendo 25,0 mL da solugcédo de liberagéo, cuja
composicdo variou de acordo com um planejamento fatorial 2° com trés pontos

centrais (Tabela 16).

Tabela 16 — Variaveis utilizadas no planejamento fatorial 22 e seus valores para 0s
respectivos niveis.
Paréametro Nivel (+) Nivel (-) Nivel (0)

pH 7,0 5,0 6,0
Concentragao calcio/ (umol L™) 150,0 5,0 77,5
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Na Tabela 17 sao apresentados o0s ensaios para a realizagdo dos

experimentos com os seus respectivos valores codificados e reais.

Tabela 17 - Ensaios do planejamento fatorial completo 22 com
trés pontos centrais.

Ensaio pH Ca(ll)/ (umol L™
Code  Valores reais Code Valores reais
1 -1 5,0 -1 5,0
2 +1 7,0 -1 5,0
3 -1 5,0 +1 150,0
4 +1 7,0 +1 150,0
5 0 6,0 0 77,5
6 0 6,0 0 77,5
7 0 6,0 0 77,5

Para cada tempo de cada ensaio foi realizado um experimento. A solugcéo de
cada experimento foi filtrada em papel de filtro (papel de filtro qualitativo, Qualy 14
um) e realizado o método espectrofotométrico inverso proposto baseado no
complexo de cromo(lll) e EDTA. As medidas espectrofotométricas foram realizadas
em um espectrofotbmetro diode array Agilent 8453, utilizando uma cubeta de

quartzo (StarnaCells) com 1,0 cm de caminho 6ptico e volume de cerca de 3,0 mL.

5. Resultados e Discussao

5.1. Cinética de dissolucao de sais de citrato nao-encapsulados

Foram estudadas a cinética de dissolugdo do citrato a partir de dois sais
solidos, de soédio, muito soluvel e de calcio, pouco soluvel, monitorando a
condutividade elétrica do experimento (Figura 48). Foi adicionada sobre 50,0 mL de
agua uma massa de sal de citrato que contivesse a mesma quantidade de citrato
que foi usada para os testes posteriores com a matriz de agar-agar.

A temperatura manteve-se constante e igual a (21,2 £ 0,2) °C.
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Figura 48 — Cinética da Dissolugao de sais de citrato em 50,0 mL de
agua. (W) 66,0 mg de citrato de sodio. (O) 890,0 mg citrato de calcio.

Os perfis de liberacao do citrato livre observados para ambos sais foram

similares. Um modelo de regressao linear semi-empirico foi utilizado para explicar os

dados obtidos (Equacao 24). Foi utilizada a rotina de calculo de regressao néo linear

do programa Origin 8.0, SWeibull1l. Esse modelo é semelhante ao modelo de

dissolucdo de Noyes-Whitney, porém com alguns fatores empiricos de ajuste (fp e d).

Os modelos apresentaram o6timo ajuste e permitiram calcular a condutividade

quando o equilibrio da solucédo foi atingido (R..), ou seja, ndo houve mais alteracao

macroscopica das concentragdes das espécies no meio e o tempo para atingir o

equilibrio (tgs%), ou seja, aquele necessario para que 95% da condutividade fosse

atingida (Equacao 25).

R=R,(1- e(k(t—to)d)

—(In(0,05)Y4 — ¢,

losg, =

k

Equacao 24

Equacéao 25

A condutividade elétrica da solugdo de citrato de sédio quando o estado de

equilibrio foi estabelecido, foi de 45,1 uS cm™. O tempo para atingir o equilibrio, ou

seja, aquele necessario para que 95% da condutividade fosse atingida, tgsy) foi

cerca de 9,4 minutos. Por outro lado, para a solugao contendo o sal de calcio, a
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condutividade elétrica no equilibrio foi de 250,6 uS cm’, e o tempo para atingir o
equilibrio (tgse,) foi 32,6 minutos.
5.2. Liberagao controlada do citrato a partir de matriz de agar-agar

Na Figura 49 é apresentado o perfil de liberagcédo de citrato de sodio disperso
em 6,0 pellets de 1,5 cm de lado totalizando uma area superficial de contato de 9,0

cm? de area e matriz de agar-agar 2%.
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Figura 49 — Condutividade elétrica de solugdo formada pela adigédo de
66,0 mg citrato de sodio a partir (®) 6,0 pellets de agar-agar de 1,5 cm?
de area; (O) do reagente solido.

O tempo de equilibrio (tgs%) foi atingido em 224,5 minutos, e a condutividade
elétrica no equilibrio foi 38,8 uS min”'. Pode-se concluir, portanto, que a matriz de
agar-agar permitiu uma elevagdo mais gradual da concentragdo de citrato na
solugdo devido a difusao pela matriz de agar

Para avaliar a caracteristica do efeito de sustentacdo do sistema de liberacéo,
foi realizado o pulso de concentragao, ou seja, apos o equilibrio ser atingido, metade
da solucao foi retirada e o mesmo volume de agua adicionado. A condutividade
diminuiu e manteve-se estavel, mostrando que o sistema, como esperado, nao

permite a sustentacao do sistema conforme apresentado na Figura 50.
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Figura 50 - Ensaio de pulso de concentragdo para a solugéo formada pela
adicao de 66,0 mg citrato de sodio a partir 6,0 pellets de 1,5 cm? de area.

Buscando essa modulacido foi selecionado o sal de citrato de calcio, que,
devido a baixa solubilidade (pKs=10,4), pode ocorrer o equilibrio de precipitacdo no

meio, controlando, portanto, a concentragao do citrato no meio (Figura 51).

300

250 __5— 0
< ..- O/,,Q/”'/Q' ©
£ [] _—
@ -
= 200
P
Q
@ 150
w
(0]
®
< 100
=
5
2
8 50

0 T T T T T
500 1000 1500
time /min

Figura 51 — Condutidade elétrica de solugédo formada pela adi¢ao
de 890,0 mg citrato de calcio a partir de, (O) 6,0 pellets de agar-
agar de 1,5 cm? de area; (M) do reagente sélido.
Para esse sistema de liberacédo, o tempo de equilibrio (tgsy) foi 21,8 horas
(1305,9 minutos). Esse tempo foi bastante superior a aquele observado para o sélido

livre adicionado a agua (cerca de 0,5 hora).
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Dois processos cinéticos distintos devem estar ocorrendo dentro da matriz de
agar: (i) o processo de difusdo através da matriz polimérica e (ii) o processo de
dissolugcédo do sal pouco soluvel. Devido ao pequeno volume de solugao dentro da
matriz, o equilibrio de precipitacdo pode ter se estabelecido e portanto, mantendo
grande parte do citrato de calcio na forma sdlida, que pode garantir uma grande
capacidade do sistema.

A condutividade elétrica da solug&o no equilibrio foi de 267, 5 uS cm™. Nao ha
diferencga significativa entre este e o valor observado para o citrato de calcio livre em
solugao (pelo teste t-Student com 95% de confianga).

O ensaio de pulso de concentracdo mostrou a sustentacédo do sistema (Figura
52).
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Figura 52 - Ensaio de pulso de concentragédo para a solugéo formada pela
adicao de 890,0 mg de citrato de calcio a partir 6,0 pellets de agar-agar de
1,5 cm? de area.

Através do experimento de pulso, foi possivel a modulagdo do sistema
utilizando o citrato de calcio, uma vez que ao atingir o equilibrio a liberagdo se
mantém estavel e sé havera mais liberagédo de ligante caso esse seja consumido no

meio.

5.3. Estudo do sistema de liberagao sustentado

Diferentes porcentagens de &gar-agar (1 € 5 % (m/m)) no pellet nao

apresentaram comportamento distinto e ndo foi possivel obter pellets com teores de
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agar-agar mais baixos ou superiores. Esse resultado indica a auséncia de interagéo

entre os ions e a estrutura polimérica ou na difusdo dos ions (Figura 53).
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Figura 53 — Comportamento da condutidade elétrica de dois pellets

de 6,0 cm? de area contendo 890,0 mg de citrato de calcio, com

diversos teores de agar-agar. (A) agar-agar 1%; (O) agar-agar 2%;

(IM) agar-agar 3% e (A\) agar-agar 5%.

O efeito da area superficial total dos pellets, mantendo-se a massa total de
pellets constante é apresentado na Figura 54. As areas superficiais totais, ou seja,
considerando todos os pellets dispersos em solugao foram: 9,0 cmz, 12,0 cm?e 24,0
cm?, respectivamente, utilizando 6,0 pellets de 1,5 cm? 2,0 pellets de 6,0 cm? e 1,0

pellet de 24,0 cm?.
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Figura 54 — Comportamento da condutividade elétrica de 50 mL de solugao



88

contendo pellets de diversas areas de agar-agar 2% contendo uma massa de
citrato de calcio de 890,0 mg. Areas superficial total dos pellets: (®) 9,0 cm?;
(A) 12,0 cm?; (M) 24,0 cm?.

Os pellets de superficies total de contato de 12,0 e 24,0 cm? apresentaram
comportamento similar, enquanto que para pellets de 1,5 cm? de area a taxa de
liberagao foi menor do que para aqueles de 6,0 cm? e 24,0 cm?. Como esperado, o
aumento de area superficial total de contato determina uma maior taxa de liberagao
de citrato no meio.

A Figura 55 apresenta o perfil de liberagdo do citrato de calcio livre em
comparagao com os perfis de liberagdo de citrato dispersos em diferentes
porcentagens de &agar-dgar com area superficial total de 12,0 cm? O perfil
apresentado é tipico da curva da cinética de liberacdo controlada, ou seja a

liberacdo do analito € disponibilizada aos poucos para o meio.

N A A
AT I
2004 f
5
2 £
= A
© 150 A N
1 [ I -
1) o ‘\‘ .’/ | V :'/ﬁ |
E ‘ e
[ A e
- 1004 ) =
g | s o .
3 ‘! i Y
T ok ole®
© 1n®
;'
0 ' | | | | | | | '
| ) k - 80 100

Tempo / min

Figura 55 - Comportamento da condutividade elétrica de 5,0 mL de solugao de
citrato livre em comparacao com o perfil de liberagdo de dois pellets de diferentes
porcentagens de agar-agar de 6,0 cm?, contendo uma massa de citrato de calcio
de 890,0 mg. (A) citrato de calcio livre; (A) agar-agar 1%; (M) agar-agar 2%; (@)
agar-agar 3% e (O) agar-agar 5%.

A Figura 56 apresenta um experimento de pulso de concentragéo, ou seja, a
comparagao entre o tempo de dissolugdo do citrato liberado ao longo do tempo
disperso em matriz 4gar-agar, e 0 momento que ocorre a retirada de 50% de

solugdo e sédo colocados a mesma quantidade de agua.
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Figura 56 — Estudo de pulso de concentragdo em 50,0 mL de agua com dois
pellets de agar-agar de 6,0 cm?. O pulso foi causado pela retirada de 25,0 mL da
solugdo e adicionado 25,0 mL de agua. (L) agar-agar 1%; (@) agar-agar 2%;
(A) agar-agar 3% e (M) agar-agar 5%.

Em todas as condigbes estudadas, o equilibrio € atingido em cerca de 2,0
dias (2500 min) e a medida que o citrato € consumido a liberagao continua até atingir
o equilibrio novamente, constituindo-se de um sistema promissor pois aléem de
estabelecer uma concentracdo maxima no meio evita liberagdo de quantidades
excessivas de ligante.

Observou-se também no experimento de pulso para diferentes concentragoes
de agar-agar, que quanto menor a concentracdo de agar-agar dos pellets mais
facilmente o analito se difunde através da matriz para o meio, conforme apresentado

na figura acima.

5.4. Avaliagao do ajuste dos modelos cinéticos as curvas de liberagao até

atingir o equilibrio

Foram avaliados modelos cinéticos para explicar os dados experimentais: (1)
22 ordem, (2) difusao intraparticula e (3) Noyes-Whitney. Foi utilizada regressédo nao-
linear para todos 0 modelo, com excegao ao modelo de 22 ordem.

A Figura 57 apresenta os residuos e a porcentagem dos residuos dos
modelos de regressao obtido apds o ajuste das curvas de liberagcdo aos modelos

cinéticos para pellets de agar-agar 2% e area de 9,0 cm?.
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Figura 57 - (A) Residuo obtido apds ajuste das curvas de liberagao aos modelos
cinéticos. (B) Porcentagem de residuo obtido apds o ajuste das curvas de liberagéo
aos modelos cinéticos para seis pellets de agar-agar 2% de 1,5 cm? de area. (A)
Difusdo intraparticula, (ll) Noyes — Whitney e (O) Pseudo 22 ordem.

Observa-se uma maior dispersao dos residuos dos modelos aplicados (Figura
57) nos primeiros minutos do experimento. Este fato se relaciona a liberagdo ser
mais rapida devido ao citrato presente na superficie dos pellets e portanto nao
apresenta uma cinética mais rapida e provavelmente nao associada a difusdo. Apos
algum tempo, o equilibrio é deslocado e assim o citrato presente na matriz
polimérica é liberado par o meio por processos de difusio.

Para todos os ensaios, o modelo de Noyes-Whtiney foi o que apresentou
melhor ajuste, menor porcentagem de dispersdo dos residuos, constantando que a
liberagdo ocorre por processos de difusdo corroborando com os resultados
encontrados por Grillo et al. (2011), que sugeriu a utilizagdo do modelo de Peppas
para descrever o mecanismo de liberacdo da ametrina.

A Tabela 18 apresenta os valores de constante de velocidade 'k' em fungao

da porcentagem de agar-agar e da area total de pellets.



91

Tabela 18 - Valores da constante de velocidade em funcdo da
porcentagem de agar-agar e area superficial de contato dos pellets.

Ensaio  Porcentagemde  Area Superficial  k.10%min™

agar-agar/% Total /cm?
1 1 24 4,78
2 1 12 2,80
3 1 9 3,98
4 2 24 11,0
5 2 12 1,10
6 2 9 1,59
7 3 24 4,88
8 3 12 2,86
9 3 9 3,56
10 5 24 4,88
11 5 12 4,28
12 5 9 418

5.5. Influéncia de calcio e pH da solugao de liberagcao no sistema de liberagao

modulado

Foi avaliada a influéncia do pH e da concentragdo de calcio na solugao
receptora no sistema de liberagdo modulado. A concentracédo de citrato na solugao
em sistemas de liberacdo sustentada foi determinada pelo método
espectrofotométrico proposto baseado no complexo cromo(lll)-EDTA.

Os modelos cinéticos foram novamente aplicados para confirmar os
resultados obtidos com medidas de condutividade elétrica (Figura 57) e o modelo de
Noyes-Whitney foi novamente selecionado. Na Figura 58 s&o apresentados os
residuos e a porcentagem dos residuos dos modelos para uma condigao

experimental, como exemplo.
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Figura 58 — (A) Residuo obtido apds ajuste das curvas de liberagdo aos modelos
cinéticos. (B) Porcentagem de residuos obtido apds ajuste aos modelos aplicados
a liberagao de citrato em solucéo aquosa a pH 7,0 e 150,0 ymol L™ de Ca?". (A)
Difusao intraparticula, (ll) Noyes — Whitney e (O) Pseudo 2% ordem.

A Tabela 19 apresenta os pardmetros do modelos de Noyes-Whitney em

funcéo do pH do meio e da concentragao de calcio.

Tabela 19 — Parametros do modelo de Noyes-Whitney em fungédo do
pH do meio e da concentragao de calcio

Ensaio pH Ca** Cs k.10% h™
/(umol L™ /(mmol L)
1 5,0 5,0 9,70 0,080
2 7,0 5,0 18,96 0,160
3 5,0 150 13,32 0,055
4 7,0 150 21,99 0,084
5 6,0 77,5 12,71 0,136
6 6,0 77,5 15,94 0,060
7 6,0 77,5 15,52 0,083

A Figura 59 apresenta a comparagao entre os perfis de liberagdo de citrato

em todas as condi¢des estudadas.
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Figura 59 — Perfil de liberacéo de citrato em solu¢do aquosa a um determinado pH
e uma concentragdo de Ca(ll). (®) Ensaio 1: pH 5,0 e Ca(ll) 5,0 pmol L™"; (O)
Ensaio 2: pH 7,0 e Ca(ll) 5,0 ymol L™; (A) Ensaio 3: pH 5,0 e Ca(ll) 150,0 pmol L°
' (A) Ensaio 4: pH 7,0 e Ca(ll) 150,0 umol L"; (M) Ensaio 5: pH 6,0 e Ca(ll) 77,5
umol L™ (O) Ensaio 6: pH 6,0 e Ca(ll) 77,5 ymol L™ e (¥ ) Ensaio 7: pH 6,0 e
Ca(ll) 77,5 umol L™

Em todas as condigdes testadas, as concentragbes de citrato atingiram o
equilibrio apds 25 horas de liberagao. Observa-se diferentes taxas de liberagcao do
citrato de acordo com as condi¢des experimentais.

A influéncia das variaveis foi avaliada por ANOVA, com nivel de confianca de
95% usando a concentragao de citrato no equilibrio e a constante de velocidade “k”
como resposta.

A Figura 60 apresenta a influéncia de cada variavel sobre a concentragcado no

equilibrio a um nivel de confianga de 95%.
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Figura 60 — Diagrama de Pareto para avaliagdo da influéncia das

variaveis sobre a concentragao no equilibrio de citrato.

O pH influenciou significativamente a taxa de liberagdo a nivel de 95% de
confianga. Ja a concentragao de calcio, assim como a interagao entre os dois fatores
nao foram significativos.

A Figura 61 apresenta a influéncia de cada variavel sobre a constante de

velocidade “k” a nivel de confianca de 95%.
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Figura 61 - Diagrama de Pareto para avaliagdo da influéncia das variaveis
sobre a constante de velocidade “k”.

O pH, a concentracéo de calcio (Il), assim como as interagdes entre os dois
fatores a um nivel de confianga de 95% né&o influenciaram significativamente a
constante de velocidade “Kk”.

Devido ao uso de um sistema em equilibrio de precipitacdo aliado ao
processo de liberacdo controlada, foi possivel obter um sistema que, além da
liberacdo controlada, também estabelece uma concentracdo maxima na solugao do
solo. Esse mecanismo € promissor pois evita a liberagdo de grandes quantidades de
ligante no meio. Apds atingir essa concentragao, s6 havera mais liberagdo quando o
citrato for consumido. Além disso, é possivel aumentar a capacidade dos pellets, ou
seja, colocar grande quantidade de citrato sem que isso implique em um aumento na

sua concentracdo na solucéo do solo.
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6. Conclusoes parciais

O citrato de calcio disperso em matriz de &agar-agar possibilitou o
desenvolvimento de um sistema de liberagdo sustentada por equilibrio de
precipitacdo, constituindo-se de um sistema promissor, de modo que ao tingir o
equilibrio, s6 havera mais liberagcdo de citrato caso o analito seja consumido. Esse
sistema é muito util para processos de fitoextragao.

Na caracterizagdo do mecanismo de liberagdo, o modelo de Noyes foi o que
apresentou o melhor ajuste, constatando que a liberagdo ocorre por processos de
difusdo, sem interagdo com a matriz polimérica.

As concentragdes de citrato liberadas atingiram o equilibrio apds 25 horas,
sendo observadas diferentes taxas de liberacdo do citrato de acordo com as
condigdes experimentais.

As concentracbes de calcio, assim como a interagdo entre os fatores na
liberagao de citrato no sistema de liberagdo sustentada proposto, ndo influenciaram
significativamente a taxa de liberagdo a nivel de confianga de 95%. Ja o pH foi
significativo na liberagao de citrato para o meio receptor.

O pH, a concentragao de calcio (ll), assim como a interacdo entre os fatores

nao influenciam a constante de velocidade “k” a um nivel de confianga de 95%.
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CONCLUSAO GERAL

Foram desenvolvidos métodos analiticos para determinagdo de citrato e a
proposta de um sistema de liberagcdo sustentada de citrato.

O método espectrofométrico inverso para determinacao de citrato foi aplicado
em sistema de liberacao controlada sustentada.

O método desenvolvido apresentou figuras de mérito adequadas para

determinacao de citrato em solo e em estudos de liberagdo controlada.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Considerando o sucesso no desenvolvimento do sistema de liberagao
controlada e do método de espectrofotometria inversa para a determinagao de

citrato, sugere-se como futuros trabalhos:
e Avaliacdo da eficiéncia da dispersdao do citrato em outras matrizes
poliméricas, como quitosana e gelatina;

e Aplicacdo dos pellets ou microparticulas contendo o analito em solos

contaminados;
e Determinar as constantes de formag¢ao do complexo cromo(lll) e citrato;

e Verificar o comportamento de outros ligantes em presenga do complexo de

cromo(lll)-EDTA - determinacéo da capacidade complexante do solo.
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