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CONSTRUCTION OF A FLOW CELL FOR MEASUREMENTS BY SOLID-PHASE SPECTRO-
PHOTOMETRY. A simple and low cost flow cell is proposed for measurements by solid-phase
spectrophotometry employing a conventional spectrophotometer. The flow cell geometry allows the
employment of a large amount of the solid support without causing both excessive attenuation of
the radiation beam and increasing of the back-pressure. The adaptation of the flow cell in the
optical path of the spectrophotometer in order to increase the precision is discussed. The flow cell
characteristics were demonstrated by measurements of Co(II), employing 1-(2-tiazolylazo)-2-naph-
thol (TAN) immobilized on C;g bonded silica as solid support. The apparent molar absorptivity
and coefficient of variation were estimated as 1.86 x 10° L mol'! cm™ and 1.4 % (n=15). A sample
throughput of 40 determinations per hour and a detection limit of 15 ug L' (99.7 % confidence

level) were achieved.
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INTRODUCAO

O uso da espectrofotometria em fase sélida (EFS) vem
crescendo devido a simplicidade, facilidade de automagdo e

baixos limites de detec¢io que podem ser alcangados'. Nesta

técnica, uma matriz s6lida depositada na cela de medida é
utilizada para a retengio da espécie de interesse, sendo a
absorvincia medida diretamente no suporte sdlido®. A con-
centragdo in situ do analito é possivel devido & acumulagio
desta espécie em um pequeno volume da fase sélida. Essas
caracteristicas sdo evidenciadas pelo acoplamento da EFS com
sistemas de andlise em fluxo (FI-EFS)®, Neste caso, um au-
mento de seletividade pode ser alcangado devido as diferen-
cas na cinética de retengdo do analito e das espécies
concomitantes no suporte sélido’**,

Em procedimentos envolvendo EFS, o feixe incidente sofre
tanto absorgio quanto espalhamento de radiagio®. Estes dois
fatores contribuem para a atenuagfo da radiacdo que atinge o
detector, o que diferencia a EFS da espectrofotometria conven-
cional, na qual a atenuagéo ocorre principalmente devido aos
processos de absorgfio. O espalhamento de radiacdo na cela
que contém a fase sélida € a principal desvantagem da EFS,
pois aumenta significativamente os desvios nas medidas. En-
tretanto, essa limitagio vem sendo superada pelo emprego de
lentes para a disperséio da radiagfo incidente, ou pelo posicio-
namento da cela préximo 2 entrada do sistema de detecgao™®’,

Para medidas em fluxo por espectrofotometria em fase séli-
da t&m sido empregadas celas comerciais*'” ou especialmente
construidas para FI-EFS*'!, Entretanto, celas de fluxo disponi-
veis comercialmente apresentam limitagSes na quantidade de
s6lido que pode ser utilizada, podendo comprometer a sensibi-
lidade e a faixa de resposta. O emprego de uma quantidade
excessiva do suporte sélido torna critico o espalhamento de
radia¢do, além de aumentar a impedincia hidrodindmica do
sistema. Neste trabalho, é proposta a construgio e adaptagio
de uma cela de fluxo simples e de baixo custo para medidas
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por FI-EFS, que permite a utilizagio de maiores quantidades
de material sem ocasionar excessivo aumento da impedincia
hidrodindmica e do espalhamento de radiagdo. A reagfo de
cobalto(ll) com 1-(2-tiazolilazo)-2-naftol (TAN) imobilizado
em silica funcionalizada C,y4 foi utilizada para demonstrar as
caracterfsticas da cela de fluxos proposta.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solugoes

Todas as solugdes foram preparadas empregando dgua des-
tilada e deionizada e reagentes de grau analitico. Silica
funcionalizada C;3 (60-100 mm) obtida a partir de colunas Sep-
Pak (Waters) foi utilizada para imobilizagio do reagente
cromogénico. Papel fotossensivel foi usado nas medidas de drea
do feixe luminoso.

- Solugdes de cobalto contendo 0,25 - 5,0 mg L' foram
preparadas em tampdo hexamina (0,125 mol L™, pH 6,0)
por dilui¢bes apropriadas de uma solugo estoque 1000
mg L™ preparada por dissolugdo de cobalto metdlico em
dcido nitrico.

- Solucio de 1-(2-tiazolilazo)-2-naftol (TAN) 0,03% (m/v),
preparada por dissolugio de 0,03 g de TAN em 5 mL de
etanol e dilui¢do para 100 mL com uma solugdo 1% (m/v)
de triton X-100.

- Solugdo 0,5 mol L' HCI.

- Solugdo para revelagdo das fotografias: solugdo aquosa con-
tendo 0,3% (m/v) sulfato de monometil p-aminofenol; 4,5%
(m/v) sulfito de sédio; 1,2% (m/v) hidroquinona; 8,0% (m/
v) carbonato de sédio; 0,2% (m/v) brometo de potdssio.

- Solugdo para fixagdo das fotografias: solu¢do aquosa con-
tendo 24%(m/v) hipossulfito de sédio; 1,5% (m/v) sulfito
de sédio; 1,4% (m/v) 4cido acético; 0,75% (m/v) acido
bérico; 1,5% (m/v) sulfato de potdssio e alumfinio.
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Equipamentos

As medidas de absorvincia foram feitas utilizando um es-
pectrofotdmetro Cary 1E (Varian), no qual foi adaptada a cela
de fluxo descrita a seguir. A propulsdo dos fluidos foi efetuada
por uma bomba peristéltica Reglo (Ismatec) equipada com tu-
bos de Tygon. Para a inserc¢do das solugbes (amostra e eluente)
foi empregado um injetor proporcional de barra deslizante.
Medidas em solugio foram feitas empregando a cela de fluxos
sem a deposi¢do do suporte sélido, bem como uma cela comer-
cial (Hellma) de 80 pL com 10 mm de caminho 6ptico.

Descrigio da cela de fluxo

A cela de fluxos (Fig. 1) consiste de dois blocos de acrilico
(A) separados por uma tira de borracha (B) de 1 mm de espes-
sura, na qual é feito um corte circular com 10 mm de didmetro
(C). Um dos blocos de acrilico possui dois furos transversais
(0,8 mm), distantes 9 mm entre si, empregados para a entrada
(E) e saida (D) dos fluidos. A tira de borracha € presa entre os
blocos através de quatro parafusos, de forma a evitar vazamen-
tos. O corte circular (C) define o espago no qual é depositado
o suporte sélido. La de vidro é utilizada para evitar o arraste
do material sélido pela passagem dos fluidos. A tira de borra-
cha é posicionada de forma que o corte circular coincida com
a entrada e saida dos fluidos, definindo a posi¢@o de incidéncia
do feixe de radiagio.
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Figura 1. Representa¢do esquemdtica da cela de fluxos para FI-EFS.
(a) Vista frontal e (b) Vista em corte. A - blocos de acrilico; B - tira
de borracha (1 mm de espessura); C - corte circular (10 mm de did-
metro) que define o espago onde é depositado o suporte silido; D -
saida de fluido; E - entrada de fluido.

.

A cela de fluxos é preenchida com ca. 35 mg de silica
funcionalizada C;g e a imobilizagdo do reagente cromogénico
por adsorgdo no suporte € feita pela passagem da solucdo de
TAN pela cela por 2 min a 1,5 mL min’!, Posteriormente, a
cela é lavada com a solugido de HCI e dgua deionizada.

Diagrama de fluxos e procedimento

O diagrama de fluxos empregado é mostrado na Fig. 2. O
mddulo de andlise permite a insercdo simultinea de aliquotas
de amostra e eluente (HCI) no fluido transportador (H,0). Uma
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bobina (B) é empregada para permitir a defasagem temporal
entre a chegada da amostra e do eluente na cela de fluxos. O
analito € retido na fase sé6lida devido a formagdo de um com-
plexo com TAN, sendo posteriormente eluido pela solugio
dcida. Simultaneamente, medidas de absorvadncia na fase sélida
sdo efetuadas em 572 nm.

Figura 2, Diagrama de fluxos do méodulo de andlise para medidas de
cobalto(Il) por FI-EFS. A - amostra (625 ou 1250 pL); C - transpor-
tador (H;0); L;, Ly - algas de amostragem; B - bobina de dispersio
(80 ¢cm); D - descarte de solu¢des; DET - cela de fluxos contendo o
suporte solido inserida no caminho dptico do espectrofotémetro. Uma
solugdo 0,5 mol L HCl (400 uL) foi empregada como eluente. A
vazdo do transportador foi mantida em 1,5 mL min’.

Para efeito de comparagdo, medidas de absorvancia em so-
lugdo foram feitas empregando um sistema similar (Fig. 2),
com a introdugdo do reagente cromogénico por confluéncia (0,5
mL min!), reduzindo a vazio do transportador de forma a
manter a vazio total em 1,5 mL min™,

As medidas da drea do feixe luminoso em fungdo do posici-
onamento da cela no compartimento do espectrofotdometro foram
feitas pela exposigdo de tiras de papel fotogrifico'? ao feixe de
radiacdo (400 nm) por 30 s, com posterior revelagdo e fixagdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A cela de fluxos proposta apresenta 78 mm? de segio trans-
versal e caminho Optico de 1 mm (volume = 78 pL). Este
dimensionamento permite a utilizagio de uma maior quantida-
de de suporte sélido, em relagdo as celas comerciais, sem oca-
sionar atenuagdo excessiva do feixe de radiagio incidente. O
emprego de maiores quantidades de material possibilita o au-
mento do nimero de sitios de adsorgdo, ampliando a sensibili-
dade e a faixa de resposta. Outra caracteristica resultante da
geometria da cela é a distribui¢do do fluido por uma maior
drea, minimizando a possibilidade de vazamentos causados pelo
aumento da impedancia hidrodindmica do sistema ocasionada
pelo material sélido.

A geometria da cela pode provocar uma distribui¢do ndo
homogénea do analito, devido a ocorréncia de caminhos prefe-
renciais. Desta forma, a precisdo das medidas pode ser com-
prometida caso a cela de fluxos seja posicionada no foco do
feixe de radiaglio, devido 2 incidéncia de radia¢io em uma
drea limitada do suporte sélido. Este inconveniente pode ser
superado, afastando a cela do foco e posicionando-a préxima 2
entrada do sistema de detecgdo, permitindo que uma maior édrea
da fase sélida seja iluminada. Para o sistema Co(I1)/C;s/TAN,
o coeficiente de variagdo das medidas de absorvincia em fun-
¢do da drea do suporte sélido iluminada pelo feixe de radiagdo
¢ mostrado na Tabela 1. Um compromisso entre a precisiio das
medidas e a magnitude do sinal deve ser observado para o
estabelecimento da 4rea iluminada, ou seja, o posicionamento
da cela no gabinete do espectrofotdmetro’. As medidas da drea
iluminada pelo feixe de radiacdo em fungdo do posicionamento
da cela no compartimento do espectrofotémetro foram feitas
através das fotografias mostradas na Figura 3.
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Tabela 1. Efeito do posicionamento da cela no espectrofotd-
metro, Sinais obtidos para 1 mg L' Co(II) em tampao hexami-
na, pH 6,5,

Posi¢ao® Area do feixe Absorvancia CV(%)°
incidente™cm?
-6,0 (monocromador) 0,77 0,426 2,1
-4,5 0,48 0,428 2,8
-2,5 0,32 0,454 3,7
0 (foco) 0,20 0,532 5,6
2,5 0,32 0,446 3,9
4,5 0,48 0,424 2,6
6,0 (detector) 0,77 0,412 1,2

a. Posicdo da cela em relagdio ao foco (distdncias em cm)
b. Determinadas através das fotografias mostradas na Fig. 3.
c. Coeficiente de variagio das medidas (n = 10)

5.0 4.5 -2.5 2.5 4.5 6.0
Figura 3. Fotografias utilizadas para a medida de drea do feixe inci-
dente em fun¢do do posicionamento da cela. Os nimeros indicam a

distancia em cm da posi¢do de foco do feixe incidente, Nimeros nega-
tivos indicam que a cela foi posicionada préoximo ao monocromador.

Uma das principais vantagens da espectrofotometria em fase
s6lida é o aumento de sensibilidade em relagfio a obtida através
de medidas em solucdo. Sinais obtidos com o sistema FI-EFS
foram comparados com os obtidos em um sistema FIA com a
introduciio de reagente por confluéncia, empregando a cela de
fluxo para FI-EFS sem a deposig¢do do suporte sélido ou uma
cela de fluxo comercial (80 L) com 10 mm de caminho Sptico
(Fig. 4). A espectrofotometria em fase s6lida permitiu um au-
mento de sensibilidade em relagcdo a obtida em solugdo, mesmo
quando uma cela com caminho ético 10 vezes maior foi empre-
gada. Além disso, as medidas em solucdo foram feitas em con-
di¢do de dispersio limitada, sendo pouco significativa a varia-
¢do de sensibilidade quando o volume de amostra foi aumentado
de 625 para 1250 pL. Nas mesmas condigbes, um aumento de
sensibilidade de 33% foi observado para medidas por FI-EFS,
devido & concentragio do analito (Fig. 4b). Outra vantagem da
FI-EFS € o reduzido consumo de reagentes. A imobilizagdo de
TAN em silica funcionalizada permitiu que mais de 200 medi-
das fossem efetuadas, sem significativa variagio de sensibilida-
de. Nestas condig¢des, o consumo do reagente cromogénico foi
inferior a 1 mg por determinagio®.

Os registros dos sinais transientes obtidos para solugdes
contendo de 0,25 a 2,0 mg L' de cobalto e no estudo de
repetibilidade para uma solugio 0,5 mg L' Co(II) sdo mostra-
dos na Fig. 5. As medidas sdo caracterizadas por boa estabili-
dade da linha base e repetibilidade (coeficiente de variagfo
estimado em 1,4%). Para solugdes contendo de 0,25 a 3,0 mg
L' Co(I), a correlagdo entre absorvéncia e concentragido do
analito é descrita pela equacdo: A = 0,0386 + 0,316 C (r =
0,9994). A absortividade molar e o limite de detecgdo foram
estimados em 1,86 x 10° L mo!! cm’! ¢ 15 mg L' (nivel de
confianga de 99,7 %). A frequéncia de amostragem foi estima-
da em 40 medidas/h.

Embora o desempenho alcangado em medidas por FI-EFS seja
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Figura 4. Sinais transientes para 1 mg L Co(ll), empregando a cela
de fluxos para FI-EFS com (1) e sem o suporte sélido (3). O sinal 2
foi obtido com um cela comercial com volume similar e 10 mm de
caminho dptico. (a) Volume de amostra = 625 yuL e (b) volume de
amostra = 1250 uL.
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Figura 5. Sinais transientes obtidos para solugdes de Co(ll) empre-
gando FI-EFS. Em a, os nimeros indicam as concentra¢ées de cobalto

em mg L. No estudo de reptibilidade (b), foi empregada uma solugdo
0.5 mg L Co(Il). Volume de amostra = 625 uL.

dependente do sistema quimico (tipo de suporte, reagente imobi-
lizado, eluente empregado etc), as carateristicas e a adaptagio da
cela proposta no compartimento do espectrofotdmetro sdo fatores
importantes para o sucesso de uma aplica¢do em FI-EFS.
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