de medida existente e um aumento. da rentabilidade do
trabalho laboratorial, além de uma economia apreciivel
por ndo ser necessrio recorrer a material comercial im-
portado. Na generalidade, estes resultados confirmam os
obtidos anteriormente com a construgio local de eletrodos
seletivos, isto é, as vantagens que podem ser retiradas do
esfor¢o desenvolvido no sentido de se construir a propria
aparelhagem.

Os bons resultados obtidos com as unidades cuja cons-
tiugdo se descreve neste artigo incentivaram-nos a desen-
volver comutadores de ‘eletrodos automatizados, presen-
temente em construcdo.
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UM FOTOMETRO SIMPLES PARA ANALISE POR INJECAO EM FLUXO
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A técnica denominada Andlise por Inje¢do em Fluxo
(AIF) passou a ser largamente empregada em andlises de
rotina a partir dos trabalhos de Riizicka e Hansen publi-
cados em 1975 (1). Dentro de suas principais caracteristicas
se encontram a grande precisdo, alta velocidade analitica,
economia de reagentes e amostra aliadas a simplicidade
do sistema analftico. Na versdo mais simples da AIF, cha-
mada Linha Unica, a amostra € injetada com volume
definido e reprodutivel em um fluido carregador mo-
vendo-se com fluxo constante. Este fluido contém o reagen-
te com o qual a espécie a ser analisada entra em contato
por dispersdo, sendo colocada em forma apropriada i
detecgdo e simultaneamente levada a cela acoplada ao
detector.

Por se tratar de um método de andlise em fluxo, o ins-
trumento analitico utilizado em AIF pode ser simplificado
no que diz respeito aos pardametros mecinicos envolvidos,
pois a cela na qual se efetua a detec¢do se encontra fixa,
assegurando, sobre este aspecto, a precisio das medidas.
De fato, simplficacGes envolvendo o processo de detecgdo
fotométrico sdo conhecidas (2,3). Estas se baseiam na
utilizagdo de um Diodo Emissor de Luz (DEL) como fonte
luminosa apropriada devido a sua resolugdo espectral
(~ 30 nm) e disponibilidade em praticamente toda a faixa
da regido do espectro visfvel.

Betteridge e colaboradores (2) descreveram um instru-
mento semelhante ao deste trabalho utilizando um DEL
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como fonte de luz e um fototransistor como detector.
O fototransistor exige tratamento eletrdnico mais com-
plexo do sinal, obtido originalmente na forma de uma
corrente proporcional 4 intensidade da luz nele incidente,
necessitando posteriormente ser convertido em variagdo
de potencial que serd apresentado a um registrador poten-
ciométrico.

O presente trabalho descreve um instrumento simples
construfdo para ser utilizado pela técnica de AIF com
detecgdo fotométrica na regido do visivel. As principais
modificages introduzidas em relagdo a instrumentos
semelhantes previamente descritos estdo no detector,
que neste caso é constituido de um fotorresistor que per-
mite a utilizagdo de eletronica extremamente simples,
na utilizagdo de um DEL bicolor que permite trabalhar
em duas regides de comprimento de onda sem modifi-
cagGes no instrumento e na construgio de uma cela de
detec¢do de desenho bastante simples.

O comportamento do instrumento aqui descrito foi
verificado com relagdio a dois objetivos. O primeiro se
relaciona com a sua utilizagdo em andlises fotométricas
de rotina pela técnica AIF e a segunda com seu emprego
em atividades diditicas de ilustragdo pritica dos conceitos
desta técnica. Para isto estudou-se inicialmente o desem-
penho do instrumento através da inje¢do de substancia
colorida (solugdo aquosa de Cu(ll)) e em seguida empre-
gando-se a reagdo de CH(VI) com difenilcarbazida (DFC)



em meio 4cido, por ser um sistema cujo comportamento
em fluxo ¢ conhecido (4).

PARTE EXPERIMENTAL

Instrumentacdo. O fotdmetro desenvolvido é mos-
trado na Fig. 1. O sistema de detecgdo é constituido de
uma ponte de Wheatstone formada por trés resisténcias
fixas, de um potencidmetro e um fotorresistor de sul-
fosseleneto de cddmio. Os seguintes fotorresistores co-
merciais podem ser utilizados devido ao tamanho ade-
quado de suas superficies sensiveis: Siemens RPY61 e
Philips, versdo 2322 600 93001. O potencidmetro permite
anular a saida da ponte colocando-a na condi¢do dita
balanceada, na qual se efetuam as medidas. O circuito
¢ alimentado por uma pilha alcalina (Duracell, tipo AA).
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Fig.1 1, vista frontal do fotdmetro. a, protetor contra luz externa;

b, suporte e cela de detecgdo. II, circuitos da ponte de
Wheatstone e de alimentagdo do DEL. F, fotoresistor,
P; e P, sdo potenciometros de fio para controle da inten-
sidade de emisséo do DEL e para balanceamento da ponte
de Wheatstone, respectivamente. C;, C,, C3 sdo chaves
para ligar/desligar o circuito do DEL, selecionar a regido
de comprimento de onda de emissdo ¢ ligar/desligar o
circuito de detecgdo, respectivamente. VS = saida para o
registrador potenciométrico.

A fonte de luz é constitufda simplesmente de um DEL
bicolor (Amax = 560 ou 660 nm) cuja selegdo de emissdo
¢ feita por uma chave de duas posigdes. A intensidade
luminosa é controlada por um potencidmetro. A alimen-
tagdo do DEL foi suprida ora por uma fonte de 3V, CC, 1A
construfda neste laboratério, ora por duas pilhas alcalinas
(Duracell, tipo D) ligadas em série. A cela de detecgdo
e 0 suporte sobre o qual esta é apoiada e onde se montou

o detector ¢ a fonte s3o mostrados na Fig. 2. A cela com
caminho 6ptico de 10 mm e volume total de 90 ulfoi
construida em um bloco de acrilico utilizando-se janelas
de quartzo provenientes de celas espectrofotométricas
inutilizadas. As janelas foram fixadas com cola de silicone
que permite boa vedagdo e resisténcia ao fluxo. O suporte
¢ feito também de acrilico e contém de um lado o DEL
e do outro o fotorresistor. O arranjo é fixado na superficie
de uma placa de Duratex (30x16 cm). Sobre o conjunto
suporte/cela é colocada uma prote¢do removivel contra
luz exterior constitufida de uma pequena caixa de ma-
deira (8x10x2 cm) que contém em sua parte superior
dois pequenos orificios por onde passam os cabos de
condugdo do fluido. A superficie da placa, o suporte e
a protegio foram pintados de preto-fosco. Na parte pos-
terior da placa foram montados os circuitos de detecgdo
e o da fonte.
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Fig.2 Conjunto cela/suporte. a, suporte de acrilico; b, cela de
detec¢do; ¢, DEL; d, fotorresistor; f ¢ e, anteparo opaco;
g ¢ h, janelas de quartzo.

Os fluidos foram impulsionados por bomba peristaltica
(Ismatec, mod. mini S-8) utilizando-se cabos de Tygon ou
por gravidade utilizando-se recipientes de 1% de mesmo
didmetro a partir de alturas varidveis segundo o fluxo
desejado.

O sistema de fluxo empregado foi o de linha tnica
para todas as medidas, sendo utilizado um injetor cons-
truido neste laboratério, segundo dados encontrados na
literatura (5). Nos experimentos envolvendo a reagdo de
Cr(VI) com DFC foi utilizada a mesma configuragao
de fluxo anteriormente descrita (4). Nas medidas com
solugdo de CuSO4 o fluxo carregador é constituido do
mesmo meio 4icido no qual se prepararam as solugGes de
CuS0y,.
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A safda do circuito de detecgdo foi apresentada a um
registrador potenciométrico (ECB, mod. RE 101).

Reagentes e solugdes. As soluges padrdes de Cr (VI)
¢ a solugdo de DFC foram preparadas como descrito ante-
riormente (4). Utilizou-se solugdo de DFC 0,05% (m/v)
em confluéncia com solugdo de H,SO4 — 0,80M. As solu-
¢6es de Cu(Il) foram preparadas a partir de solu¢do es-
toque de CuSO,4 a 15,00 g/l do metal em H,S04 4% (v/v).
Todos os reagentes utilizados sdo de grau analftico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fotorresistor utilizado no sistema de detecgdo apre-
sentou uma resisténcia de 13 MS2 apds ter sido fixado no
suporte da cela e protegido contra a luz exterior durante
30 min. Este valor decai para 11,75 KQ quando este é
exposto a luz de intensidade maxima de Aqax = 660 nm
do DEL passando através da cela preenchida com 4gua
ou para 16,63 K quando utiliza Apax = 560 nm nas
mesmas condigoes. Estes resultados mostraram que ndo
existe, devido as caracterfsticas dos elementos empre-
gados no circuito detector, a necessidade de se empregar
o controle de intensidade de emissio do DEL. Em conse-
qiiéncia trabalhou-se com a intensidade mdxima de luz
permitida pelo DEL nas duas regiGes de comprimento
de’ onda, o que assegurou um menor coeficiente térmico
do fotorresistor (6).

Experimentos  preliminares realizados injetando-se solu-
¢bes de Cu(Il) com o DEL emitindo em Apax = 660 nm
demonstraram que empregando-se um fundo de escala de
200 mV no registrador potenciométrico as medidas obtidas
preenchiam requisitos basicos como sensibilidade e pre-
cisd0. Nestas condigGes esta varredura equivale a uma va-
riagdo de 81,4% do valor da fotorresisténcia. As medidas
de caracterizagdo do fotdmetro foram executadas neste
fundo de escala de 200 mV.

Estabilidade e Ruido. A estabilidade do fotdmetro foi
testada observando-se a variagdo da linha base obtida com
a cela preenchida com 4gua e a variagdo da leitura com a
cela preenchida com solugdo de Cu(1I) de 5,00 g/l. O tempo
necessario para se atingir uma inclinag¢do constante da linha
base apoOs se ligar os circuitos detector e o da fonte é
de aproximadamente 15 min. Ap6s este tempo observou-se
uma deriva mdxima de 9 mV/h que corresponde a 4,5%
do fundo de escala de trabalho (200 mV). Esta deriva,
com certeza, tem uma grande participa¢do dos coeficientes
térmicos do DEL e do fotorresistor. Uma elevago na tem-
peratura causa um aumento no valor da resisténcia do
fotorresistor e um decréscimo da intensidade de emissdo
do DEL. Este efeito nao compromete a precisado das me-
didas tomadas em fluxo. Porém, como a sensibilidade
da ponte de Wheatstone depende do deslocamento da
condigdo de safda nula, é recomenddvel o reposicionamento
da linha base quando a deriva for muito acentuada. Um
rufdo miximo de 0,8 mV foi observado ao longo de uma
linha base obtida no intervalo de 2 horas em condigGes
estatica ou dinamica.
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Tempo de Resposta. Dados encontrados na literatura
(6) indicam que os fotorresistores sdo elementos detectores
bastante rédpidos. O tempo necessirio para atingir 65%
da variagio de resisténcia desde o seu valor no escuro
até aquele correspondente ao da incidéncia de 1000 £
é de 2 a 6 m. Este dado faz crer que o tempo de resposta
total do sistema de detecgdo seja determinado predomi-
nantemente pela inércia mecdnica do registrador poten-
ciométrico. A ripida injegdo manual de solugdo 7,50 g/l
de Cu(Il) através de uma seringa posicionada a 10 cm da
cela de detecgdo anteriormente preenchida com édgua
mostrou que o tempo necessario para se atingir 63% do
valor do fundo de escala de 200 mV no registrador é de
0,5 5. O mesmo valor foi observado em relagdo ao retorno
para linha base injetando-se 4gua novamente. Este valor
¢ considerado adequado para aplicagGes envolvendo o

sistema AIF (1).

Sensibilidade. A sensibilidade de um fotorresistor (de-
finida como a variagdo da sua resisténcia com a intensi-
dade luminosa que atinge sua superficie sensivel) é fungdo
do comprimento de onda da luz que sobre ele incide.
O fotorresistor de sulfosseleneto de cddmio empregado
apresenta maior sensibilidade na faixa de 650-700 nm,
perdendo cerca de 70% desta a SO0 e 800 nm. Uma com-
paragdo da sensibilidade fotométrica foi efetuada con-
frontando-se os valores de absorvincia obtidos para solu-
¢oes de Cu(Il) em um espectrofotdometro Zeiss-PMQ 1II,
em condi¢Ses de mesmo caminho éptico e comprimento
de onda méxima de emissdo do DEL (660 nm), com valores
obtidos injetando-se um volume suficientemente grande
das mesmas solu¢Ges no fotdmetro de forma a nao haver
dilui¢do por dispersgo. Os resultados demonstraram que
1 mV de variagado da saida da ponte de Wheatstone equi-
vale i variagdio de 2,2x107® unidades de absorvancia
no espectrofotdbmetro. Comparagdo semelhante feita uti-
lizando-se solugdes de complexo de Cr(VI) com DFC
mostrou que a sensibilidade é reduzida cerca de 55%
quando se utiliza Ayax de emissdo igual a 560 nm. Estas
comparagOes foram feitas em faixas de respostas lineares
em fungio da concentragdo tanto para o espectrofotdmetro
como para o instrumento proposto. Nio se observou
uma variagdo significativa na sensibilidade de detecgdo
com a diminuicdo da intensidade de emissdo de DEL.

Linearidade. A linearidade de resposta de um sistema
utilizado em andlise com detec¢do fotométrica necessita
ser avaliada segundo aspectos distintos. Um diz respeito
a linearidade do detector em relagdo a incidéncia de luz.
Sob este aspecto o sistema proposto certamente nao é
linear. A resisténcia de um fotorresistor decresce expo-
nencialmente com o aumento da intensidade da luz que
atinge sua superficie. Além disso, a ponte de Wheatstone
ndo mantém sua saida linear com variagOes de resisténcia
da ordem daquelas que aqui se observam (7). Embora a
contribuicio da ponte para o desvio de linearidade seja
oposta 4 do fotorresistor, ela ndo ¢ da mesma magnitude
e o resultado final nio deve ser linear. Outro aspecto
da linearidade, certamente o mais importante, diz respeito



4 relagdo do sinal fotométrico com a concentragdo da
espécie absorvente analisada. Neste estio incorporados,
por exemplo, a obediéncia i lei de Beer-Lambert com
todos os fatores que a afetam, a cinética da rea¢do que
ocorre em linha e a dispersdo do sistema de fluxo. Anali-
sando-se somente a lei de Beer-Lambert, observa-se que
esta prediz um decréscimo exponencial da intensidade
de luz que deixa a cela em relagdo a intensidade incidente,
com o aumento da concentragdo da espécie absorvente.
Como o fotorresistor atua no sentido oposto, isto é, sua
resisténcia cresce exponencialmente com a diminui¢do da
luminosidade, é de se esperar uma compensagdo no sentido
de linearizar a resposta final em fungdo da concentragdo.
A figura 3 mostra uma comparagio efetuada para resul-
tados obtidos com solugdes de Cu(Il) na faixa de 1,00 a
15,00 g/1 do metal medidas com o fotdmetro e com o
espectrofotometro Zeiss-PMQ II nas mesmas condigdes da
comparagdo de sensibilidade. Pode ser observado que real-
mente o circuito detector age no sentido de linearizar a
curva de sinal contra concentra¢gdo em uma extensdo de
quase 300 mV de variagdo da safda do circuito.
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Fig.3. Comparagdo de linearidade de resposta em fungdo da
concentracio. O e A, resultados obtidos respectivamen-
te para absorvincia e transmitincia em espectrofotd-
metro Zeiss PMQ IL O, resultados para o fotdmetro.
Os valores das ordenadas correspondem em cada. caso
as seguintes relagbes: (0,01x) unidades de absorvancia,
(4x) mV e (100—x)% de transmitincia, onde x = nlimero
de unidades arbitrdrias. A = 660 nm.

Resultados em AIF. A Fig. 4A mostra os sinais obtidos
com as solugBes padrSes de C(VI) preparadas através de
diluigGes com 4gua de solu¢do estoque a 1000 ppm do
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Fig.4 A, calibragio para Cr(VI) obtido com padrGes diluidos
em dgua. Vazdo total dp fluxo reagente = 1,2 ml.min~!.
Todas as medidas triplicadas. B, Sistema de impulsio
por gravidade utilizado na obtengdo das calibragGes; t,
trompa de vicuo; i, injetor na posigdo de amostragem.
C, calibragio para Cr(VI) obtido com padrdes diluidos

em H,804 — 04M. Vazio total do fluxo reagente =
2,4 mLmin~!. Todas as medidas quadriplicadas. Os ni-
meros acima dos sinais para as duas calibragGes repre-
sentam a concentracio de Cr(VI) em ppm no padrdo.
Volume de amostra injetado de 75 (d para ambas as cali-
bragdes Aqax = 560 nm.

metal. E possivel observar um sinal bastante acentuado de
uma prova em branco obtida por injegdo de 4dgua. Este
efeito foi previamente verificado para um instrumento
semelhante (2) e se deve & diferen¢a de fndice de refragdo
entre as solugSes padrGes € a solugdo reagente cuja com-
posi¢do predominante € de 0,40 M em H,S0,4. A Fig. 4C
mostra os resultados com solugdes padrdo preparadas
em meio 0,4 M de H,S04. Observa-se, neste caso, uma
diminui¢do drdstica do efeito da diferenga de fndice de
refragdo. O conhecimento prévio da composi¢do da amostra
torna-se, diante do exposto, imprescindfvel para se con-
seguir uma boa exatiddo de anélises efetuadas por AIF uti-
lizando-se o fotdometro proposto. O desvio padrio médio
absoluto estimado das medidas foi de 0,5 mV (minimo
de 0,2 e miximo de 0,8 mV) ao longo de toda faixa de
concentragdo (0-3 ppm) da curva de calibragdo. A curva
de calibracdo obtida nas condigGes da Fig. 4C ¢ linear
até 1,5 ppm de Cr (VI) segundo a equagdo: S=3,08+63,06
C (r = 0,9998) onde S ¢ a altura do sinal expressa em
mV e C ¢ a concentra¢gdo de Cr(VI) em ppm. Nestas con-
di¢Ges a velocidade analitica é de até 80 amostras por
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hora. Estes resultados foram obtidos pelo sistema de
fluxo mostrado na Fig. 4B, onde as solugOes reagentes
sdo impulsionadas por gravidade. Utilizando-se este sis-
tema e solugSes de Cu(II) medidas em Amax = 660 nm,
pode-se estudar a influéncia de todos os parimetros da
AIF (caminho de reagdo, fluxo, volume injetado) no
sinal analitico. Ndo se notou diferenga significativa na
precisio dos resultados impulsionando as solugSes com
bomba peristiltica.

O prego total do instrumento aqui descrito é de cerca
de Cr$ 6.000,00. O desempenho é idéntico, quer se uti-
lizem pilhas ou com uma outra fonte n3o perecivel na ali-
menta¢do do DEL. Em regime de trabalho de 4 horas didrias
o instrumento funcionou durante 4 meses alimentado
por pilhas. Sva utilizagdo em andlises de rotina pode-se
tornar menos dispendiosa com a substituicdio do regis-
trador potenciométrico pelo circuito detector de picos
previamente descrito (8). Porém, para finalidades didé-
ticas, o registrador é necessdrio para a completa visuali-
zagdo do sinal da AIF e as modificagBes por ele sofridas
com as alteragdes dos pardmetros analiticos.

As caracterfsticas de linearidade, sensibilidade e pre-
cisio observadas e a possibilidade de se trabalhar com
solugGes reagentes impulsionadas por gravidade demons-
tram que o fotometro se presta a determinagGes através
da técnica de AIF e constitui um meio econdmico
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de se ilustrar na pratica os conceitos envolvidos nesta
técnica.
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Estamos descrevendo uma experiéncia que vem sendo
realizada com sucesso no curso de quimica organica experi-
mental do Instituto de Quimica da UNICAMP. Ela ilustra
os fundamentos da cromatografia de adsor¢gdo em coluna
e em camada delgada, uma técnica comum e muito empre-
gada para separar os componentes de uma mistura ou para
purificar uma substancia. Vdrios livros textos'*? sugerem
alternativas diferentes, utilizando o tradicional isolamento
dos pigmentos vegetais, como clorofila e carotenos, confun-
dindo os alunos no inicio de um curso experimental, por
serem moléculas relativamente complexas, para- o estdgio
de aprendizado em que aqueles se encontram. Como temos
notado que a maioria dos estudantes que chegam a esta
Universidade para fazer um curso de p6s-graduagfo em qui-
mica, ndo tiveram uma introdugdo a técnica de cromato-
grafia de adsor¢do, achamos oportuno divulgar a experién-
cia que utilizamos no quinto semestre de graduagéo.
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Cromatografia de Adsor¢do

Os componentes de uma amostra movem-se com o sol-
vente pela coluna com velocidades diferentes, dependendo
de vidrios fatores, tais como a natureza de cada substancia,
a natureza do solvente e a atividade do adsorvente. A sepa-
ragdo dos constituintes de uma mistura é efetuada através
da passagem do solvente pela coluna e baseia-se na interagdo
dos componentes da amostra e do solvente com a superficie
do adsorvente. Um adsorvente sélido ativo tem uma grande
drea superficial, dispondo de indmeros sitios polazes que
podem se combinar reversivelmente ou adsorver pequena
concentragdo de substincias, através de forgas de atragdo
eletrostdtica. O solvente movendo-se pela superficie do
adsorvente compete com a amostra adsorvida e com o
adsorvente, e entdo desloca seus constituintes reversivel-
mente e continuamente pela coluna. Este processo pode






