Capitulo 5

Fundamentos em quimica experimental
Ménica Mendes Caminha Murito
Virginia de Lourdes Mendes Finete

1. Quimica: uma ciéncia essencialmente experimental

A Qluimica ¢ a ciéncia que estuda as substancias presentes na natureza,
do que elas sdo feitas, como se transformam e as diversas ap|icag6es destas
substancias em nosso dia-a-dia. Embora o estudo da Quimica seja constituido
de miltiplos conceitos teéricos, associados ao conhecimento de uma simbologia

propria, a esséncia desta ciéncia ¢ experimental.

K ey _ J Quimica: do egipcio ‘keme’,
TN, i 7N Ramos da quimica:

\ e // \\ * Quimica inorganica
e R ", I--

. of « )
que S|gn|F|ca terra

* Quimica organica
* Fisico-quimica

- N A * Quimica analitica



994 | Conceitos e Métodos para a Formagao de Profissionais em Laboratérios de Satde

2. Introdugdo ao laboratério de Quimica

O laboratério ¢ o local mais importante para o desenvolvimento da
Quimica e ambiente de atuagdo dos profissionais da satde e de outras éreas
afins. E no laboratério que se estabelecem relaces entre o que é observado
no campo macroscopico, com os conceitos, teorias e modelos formulados em
nivel microscépico.

Niels Bohr, cientista dinamarqués, criou seu

modelo atémico em 1913, propondo que

os elétrons estdo dispostos no 4tomo em

» I e 4rbitas circulares, ao redor do niicleo, como
T e X os planetas em torno do sol. A cor no tes-
o o te de chama ¢ a energia que os elétrons do

elemento emitem em forma de luz, ao

retornarem ao seu estado fundamental.

A rea|izagéo de qualquer atividade no laboratério requer o uso da
vestimenta adequada: ca|ga comprida, jaleco fechado de manga comprida,
sapato fechado em couro e éculos de protecdo, os quais oferecem uma
barreira de protecdo minima contra eventuais respingos ou derramamentos de
substancias quimicas. Também ¢ imprescindivel reconhecer os diversos materi-
ais, equipamentos, substancias, fontes de consulta bib|iogréfica, simbolos de

seguranca e apresentar uma postura adequada.
3. Solugoes

3.1. Propriedades das solucoes

As substancias quimicas presentes na natureza e utilizadas em nosso
cotidiano encontram-se, geralmente, em forma de solucdes. As solucdes po-

dem ser liquidas, sélidas ou gasosas.
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SOLUCAO SOLUTO

Soro fisiolégico Cloreto de sédio

Ago Carbono

Ar atmosférico

Oxigénio, gés carbdnico e outros gases

SOLVENTE
Agua
Ferro

Nitrogénio

Solugbes: sdo misturas homogéneas constituidas
por um ou mais solutos dissolvidos em um
solvente.

Solubilidade: ¢ a capacidade de uma substan-
cia (soluto) ser dissolvida por um determinado
so|vente, a uma dada temperatura.

Fatores que influenciam a solubilidade

As 'forcas intermoleculares’ dependem das
ligacdes quimicas presentes: substancias
formadas por ligagdes covalentes podem
ser POLARES ou APOLARES. A 4gua
(b), por ser uma substancia polar, é um
bom solvente para o é4lcool (a), que
também é polar; porém, a dgua é um
solvente ruim para a gasolina (c), que é
apolar, formando assim uma mistura
heterogénea.

TEMPERATURA
PRESSAO
FORCAS INTERMOLECUL ARES

HHHHHHHA
I ey

HH -
H-C-E-0H' ﬁ'& ;
HAAKARAHA

HH L
NN

[ =



996 | Conceitos e Métodos para a Formagao de Profissionais em Laboratérios de Satde

3.2. Concentracdo das solucoes

Concentragéo ¢ a quantidade de soluto contida em um volume ou em

uma massa o|e so|vente.

~ s ¢ ) Ve 7 . .

A so|ugao ¢ ‘saturada quando contem a maxima quanti-

1 dade possivel de soluto dissolvido e ¢ ‘insaturada’ antes

Soluggo saturada de atingir esse ponto. Também é possivel obter uma solu-
de CuSO, o da’ d luca d

¢do supersaturada aquecendo uma solucdo saturada, que

tenha parte do soluto ndo dissolvido, até que todo ele se
dissolva. Deve-se manter a so|ugéo em repouso e deixar

sedimento de CuSO, que ela atinja a temperatura ambiente lentamente.
nao-dissolvido

3.2.1. Concentracdo em quantidade de matéria

A quantidade de matéria ¢ uma unidade fundamental do Sistema Inter-
nacional de Unidades (SI) que expressa a quantidade em mol de uma substén-
cia. Concentragéo em quantidade de matéria é a quantidade em mol do soluto

por litro de solucgo:

Concentracdo em quantidade de matéria = mol do soluto = mol L

L de solucdo

Um exemplo da expressdo da concentracdo em quantidade de matéria ¢
a quantidade de sal, NaCl, na 4gua do mar: cada 1 L contém 27 g de sal. E
possivel converter a massa de sal em quantidade de matéria: A massa molar do
NaCl ¢ a soma das massas do Na e do Cl: 23 + 35,5 = 58,5 g/mol.
Entdo se 1 mol de NaCl pesa 58,5 g, quantos mol correspondem a 27 g?
Basta fazer a seguinte regra de trés:

58,5 g NaCl ——— 1 mol

27 g NaC| ——— —  x = 0,46 mol
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Assim, a concentracdo em quantidade de matéria do sal NaCl na 4gua

do mara 0,46 mol L.

3.2.2. Concentragdo em massa por volume C

A concentragdo em massa por volume expressa a massa do soluto em

gramas, por litro de so|ugéo.

C(m/v) = massa de soluto (g) = gL
L

A solucdo fisiolégica constitui-se de 9,0 gramas de cloreto de sédio,
NaCl em um litro de 4gua. A concentragdo desta solucdo ¢ igual a 9,0 g L.
Em geral, essa concentracdo é expressa nos rétulos em termos percentuais. Para
isso, deve-se calcular a massa de NaCl contida em 100 ml de solucgo:

1L =1.000 mL
9,0 ¢ NaCl ———— 1.000 mL de solucgo

X ——— 100 mL de soluggo — 0,9 g/ 100 mL= 0,9 % (m/v)

3.2.3. Concentragdo em massa por massa C_, e volume por
volume C

(v/v)
Esse tipo de concentragdo ¢ comumente expresso em forma de compo-

sicdo percentual:

Composicao percentual (%): ¢ a porcentagem em massa ou volume de

um SOIUtO POor massa ou vo|ume o|e SO|U§50.

% (m/m) = massa de soluto (g) . 100 % (v/v) = volume de soluto (L) . 100

massa de so|u§50 (g) volume de so|u§50 L
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E possivel observar essa expressao da concentragdo em rétulos de mui-
tos produtos utilizados no cotidiano. O vinagre, por exemplo, é uma so|ug§o
de 4cido acético em dgua a 3,0 9%. Isso significa que uma garrafa de 750 g de

vinagre contém 22,5 g de 4cido acético:

Acido acético no vinagre % (m/m) = 22,5g.100 = 3,0 %
750g

3.3. Preparo de solucodes

Preparar so|ugées ¢ uma das tarefas principais dentro de um laboratério.
Uma so|ugéo mal preparada ocasiona erros em Formu|agées e anélises. Para o

preparo de uma solugdo, devem ser seguidos os seguintes passos:

* Primeiro passo — Qualidade da 4gua

A maioria das solucoes utilizadas em laboratério sao liquidas e tém a
agua como solvente. E importante que a dgua apresente um nivel de qua|io|ao|e

satisfatério e atenda as especificagées preconizadas pelas farmacopeias.’

EspeciFicagées USP para 4guas purificadas

ANALISES/ DETERMINACOES ESPECIFICACAO

pH (25°C) 50-7,0
Condutividade (25°C) </=1,3 uS/em
Cloretos </= 1,0 ppm?
Ambnio </= 0,3 ppm
Ferro Passa teste

' Farmacopeias: cédigos onde se estabelecem, dentre outras coisas, os requisitos minimos de qualidade
para farmacos, insumos, drogas vegetais, medicamentos e produtos na érea da satide. A Farmacopeia
Brasileira é o cédigo oficial farmacéutico do pafs.

2 pbpm e ppb: partes por milhdo e partes por bilhdo — indicam a concentragao em mg/L ou mg/L,
respectivamente.
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Célcio passa leste
TOC (carbono orgénico total) < 500 ppb
Nitratos </= 0,2 ppm
Nitritos </= 0,2 ppm
Formol ausente

Cloro total < 5,0 ppm
Cloro livre < 5,0 ppm

Fonte: USP 30, NF 25, 2007.

¢ Segundo passo — Qualidade dos reagentes

Existem diferentes graus de pureza para um reagente quimico, de acor-

do com o fim a que se destina. Quanto maior for o grau de pureza, maior seré

o custo do reagente.

Grau de pureza (p) é o quociente entre a massa de substancia
pura e a massa total da amostra.

Classificagdo dos reagentes de acordo com o grau de pureza

Grau de pureza

Classificacdo do reagente

Técnico ou comercia

Destinados a fins industriais, ndo
requerem grau de pureza elevado.

Para anélise (PA)

Substancias de grau de pureza analitico,
destinadas a anélises fisico-quimicas,

com baixos teores de contaminantes.

Substancias Quimicas

de Referéncia (SQR)

Materiais de referéncia certificados
utilizados na avaliacdo da conformidade
dos insumos farmacéuticos e dos
medicamentos, como referéncia de
controle de qualidade.
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Grau de pureza Classificacdo do reagente

U|trapuro Substancias de alto grau de pureza,
destinadas a processos analiticos

altamente sensiveis, como anélises

cromatogréficas, espectroscépicas, etc.

As monografias de matérias-primas (insumos), constantes nas
farmacopeias, contém os ensaios de pureza e dosagens requeridos para os

reagentes quimicos.

* Terceiro passo — Qualidade da vidraria

As vidrarias corretas devem ser selecionadas: para o preparo de solu-
cbes padrdo ou de concentracdo em quantidade de matéria, devem ser esco-
lhidas vidrarias de precisao, como a pipeta e o baldo volumétricos. J& para
solugdes expressas em composicao percentual ndo hé a necessidade de vidrari-
as tdo precisas. Podem ser utilizadas, entdo, provetas, cilindros graduados e

pipetas graduadas.

ASLLE PURIFICADA MATERSAS SRIMAS

CONTROLE DE SUALIDATE
Arddaun Fasce-Daim e

AR AT

SOLUGAD PADRAD SOLUCAD REAGENTE
el %

T
| .
TSRS ]
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* Quarto passo — Qualidade na técnica de preparo da so|ugéo

1. Para solugdes de soluto sélido, deve-se pesar o soluto em balanca
analitica, verificando antes de tudo se a mesma encontra-se calibrada e
nivelada. O recipiente para pesagem pode ser um bécher, erlenmeyer,
vidro de relégio ou naveta, e deve estar limpo e seco. J& para solutos
liquidos, deve-se utilizar a pipeta.

9. Antes de abrir o frasco do reagente, ler o rétulo e verificar a
presenca de simbolos de risco, obedecendo as normas de biosseguranga‘
Deve-se utilizar uma espétula para retirar a porcao a ser pesada ou, no
caso de substancias liquidas, transferir pequena porcao para outro recipi-
ente e s6 entdo pipetar o liquido. Nunca devemos introduzir outro tipo
de objeto no frasco de reagente, evitando contaminagoes. Também ¢
importante ndo manipular diretamente com os dedos o recipiente de

pesagem a fim de evitar que a gordura dos dedos influencie na leitura.

3. Apés a pesagem, o soluto deverd ser transferido quantitativamente,
ou seja, totalmente, para a vidraria escolhida: um baldo volumétrico ou
cilindro graduado. E adequado utilizar um funil e um bastdo de vidro

para auxiliar nessa transferéncia.

4. Em seguida, deve-se avolumar a so|ugéo, adicionando um volume de
solvente até o traco de afericdo da vidraria. E muito importante elevar ao
nivel dos olhos, observando a posicao do menisco, evitando assim o

erro o|e para|axe‘

Obs: A sigla ‘q.s.p.” aparece com
frequéncia em solucdes e formulacdes
=% MENISCO .
de produtos e significa ‘quantidade su-
ficiente para’, ou seja, para completar

o volume final.
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A homogeneizacdo da solucio deve ser feita apoiando o fundo da
vidraria com a palma de uma das maos e segurando firmemente a tampa com a

outra.

3.3.1. Diluigcdo de solucoes

Diluicdo é uma técnica em que se acrescenta solvente a

so|ugéo. A quantidade de soluto permanece constante.

10m | 10ml | 1.0ml

F g F
r 1 F F i
I \ J f
|

I 1 II
10 ml | \ 10mil |

l:"\_m i <) T ':._\..m m |
10mol/l  O01moll 0.01 malL 0.001 mallL
ﬁ Solugbes Diluidas

Concetragao=C
Solugdo Estoque umumg =V; :

{ou "solugdo mae")
Concetracao = C1
Volume = V4

A equagao geral para o|i|uigéo a partir de uma so|u<5‘éo concentrada

(so|ugéo estoque) é:
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3.3.2. Titulacdo

A 'titulagdo’ ¢ uma técnica utilizada em anélises volumétricas
(veritem 4.1.5.1.3.), para a verificacdo da concentracdo
das solugdes preparadas em laboratério.

Para realizar uma titu|agéo, emprega-

l||'.
T
' T se a bureta, que ¢ uma vidraria de preci-
- Ve - - - - -
. 1 sdo, e utiliza-se uma solucdo padrdo, de
.
. concentracdo conhecida (titulante). A subs-

iy T
1 i

tancia para o preparo da so|ugéo padrao

|
[}

L - &
| | ' deve ser quimicamente estével, ter alto grau
]
.fl.. l_ : de pureza e ser adequada para reagir com
/= b — 1 3 solucdo que se deseja analisar (titulado).
R . o

Fator de corregao: Multiplicando a concentragao pelo fator de conversdo, f, obteremos a concentragao
real da solugdo. Caso o fator de corrego seja maior que 1 = 10%, deve-se fazer uma diluicio e,
através de nova titulagio, determinar a concentracgo.

f = Concentragio obtida
Concentracio desejada

3.3.3. Armazenagem de solugédes

As solugdes alcalinas,

Nome: como a de hidréxido de sédio
Concentragao: Fator:

Data de validade: / / (NaOH)/ ndo devem ser
|nstrugées Especificas de Armazenagem guardadas em Frascos o|e vi-
Técnico Responsével

dro, pois os hidréoxidos ‘ata-

cam’ o mesmo e dissolvem a silica com formacdo de silicatos soldveis. O é4cido
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fluoridrico, HF, também reage com o vidro formando SiF4. Estas so|ug6es
devem ser conservadas em frascos de polietileno. So|ug6€s que sofrem
decomposigéo pela exposicao a luz, como a de nitrato de prata, AgNO3,
devem ser estocadas em frasco ambar. As demais so|ug6es podem ser

armazenadas em Frascos o|e vio|ro, bem fechados (4 rotu|ao|os‘

4. Quimica analitica

A Quimica Analitica ¢ o ramo da quimica que estuda a identificacdo e
quantificagéo das substancias que compdem uma amostra. Através das determi-
nacoes analiticas ¢ possivel saber do que a amostra ¢ feita e quanto de cada

substancia esté presente.

O controle de qualidade das diversas matérias-primas e dos produtos
industrializados que utilizamos, os residuos gerados nesses processos produti-
vOs, as reagdes quimicas que acontecem na natureza e as pesquisas envolvendo
a transformagdo de substancias em novos produtos sdo éreas onde a quimica

analitica esta presente.

E importante destacar que as metodologias em Quimica analitica encon-

tram-se disponiveis nas farmacopeias.
A seguir, temos a descricdo das etapas de uma determinacdo analitica:
1. Planejamento e organizacao da anélise
9. Estudo das propriedades da substincia de interesse (analito)
3. Amostragem
4. Preparo da amostra para anélise no laboratério (amostra |aboratoria|)
5. Selecdo do método de anlise — classico ou instrumental?

6. Tratamento de dados / validacdo
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4.1. Etapas de uma determinacdo analitica

4.1.1. Planejamento e organizacdo da andlise

O planejamento é a etapa mais importante de qualquer atividade
laboratorial. Através dele é possivel evitar a falta de insumos e materiais que
comprometeriam o resultado de uma anélise. E possivel, também, organizar
melhor a execucdo do trabalho, evitando situacdes de risco para os operadores

e danos aos equipamentos, materiais e insta|ag6€s
E sempre importante considerar que:
* Cada material tem o seu lugar especifico.

* A bancada de trabalho deve estar livre de qualquer material que nao

Faga parte da tarefa.

* A roupa de trabalho deve ser compativel com o tipo de atividade que

estd sendo executada.
ok preciso estar atento aos ruidos a sua volta.

* Ao terminar a atividade, deve ser feita a limpeza das bancadas.

| PLANEJAMENTO |
T

| | | | | 1
|Equipamentos|| Vidraria ||So|ut366/Reasent6” EPI/EPC || Instalagoes || Pessoal |

4.1.2. Estudo das propriedades da substdncia de interesse (analito)

Ao analisar uma amostra, é importante reconhecer suas propriedades

fisico-quimicas.

Uma propriedade fisico-quimica ¢ uma propriedade
mensuravel que descreve qualquer caracteristica qualitativa

ou quantitativa do analito.
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Dependendo da complexidade e do tipo de amostra, podem ser preco-

nizadas medidas de uma ou mais propriedades do analito para anélise.

Propriedades qualitativas Propriedades quantitativas

|dentidade quimica pH

Cor Viscosidade

Sabor Densidade

Odor Condutividade

Textura Ponto de fusdo e ebulicio
Absorcio e emissdo de radiacdo

4.1.3. Amostragem

A amostragem de uma determinada substancia para anélise no laboraté-
rio deve ser efetuada de maneira a retirar uma porcao homogénea do todo,
chamada ‘amostra representativa’. Para proceder uma amostragem correta, ¢

necessério seguir trés passos fundamentais:

|dentificacio do todo » Retirada da amostra representativa

¥

Obtencdo da amostra laboratorial

Para a obtengéo de uma amostra representativa a partir de um materi-
al heterogéneo, ¢ necessério dividir esse material, visualmente, em partes.
Retirando-se porgoes de cada parte, aleatoriamente, temos a coleta de
uma ‘amostra aleatéria’. A combinacdo da amostra aleatéria constréi a

amostra representativa.
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Transporte da amostra

O transporte da amostra representativa deve ser feito em recipientes
apropriados, devidamente fechados e & temperatura adequada de forma a

preservar a integridade da amostra durante o seu fluxo.

Deve haver Procedimentos Operacionais Padrao (POP) relativos a

amostragem e que especifiquem as pessoas designadas a coletar amostras.

Fluxo da amostra no laboratério
RECEBIMENTO DA AMOSTRA

REQUISICAD DE ANALISE
Maniificachia
Candigles ST @ SN
tesies requisitados

REGISTRD
Dain da chagada
K=nificacss: nome = lote
Diats da aaids, aeiiaiin do mapanasvel

ESTOCAGEM
Camg nda ==jn analisacs imedammenie)

ANGLISE
1
| | 1
DESCARTE ARMAZEMAMENTO LAUDD OE ANALISE
panforme nomas de blossegurana) |denbificas o
Resultados
Do’ assiredurs do reepaneinosl
DOCUMENTO Arguivg para ne-andllseicantna.-prova
Data & assinaiura 9o responsda Facl oo lza s

Prassrs

da petabilaas

4.1.4. Preparo da amostra para andlise no laboratério (amostra
laboratorial)

Algumas amostras necessitam de preparo antes de sua anédlise. lsso

dependeré da complexidade da matriz a ser analisada.
As técnicas para obtencdo da amostra laboratorial incluem:
* Trituracdo e dissolucdo

¢ Decomposicao
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* Extracdo (ver item 5.1.)

* Separacdo de misturas

Trituracdo e dissolugdo

Quando uma amostra ¢ sélida, é necessério triturd-la e misturd-la para

que a mesma se reduza a um pd fino e homogéneo. Para a trituracdo de

amostras, usam-se gral (ou almofariz) e pistilo, feitos em porcelana ou 4gata.

Apds a trituracdo, o sélido geralmente passa por um processo de dissolucso.

O solvente utilizado dependeré da natureza quimica do sélido a ser dissolvido: para

sélidos iBnicos, a dgua e os alcodis sdo os solventes mais utilizados. Para outros

sélidos inorganicos, geralmente sdo empregados 4cidos (Tabela 1).

Tabela 1: Acidos utilizados para dissolugdo de amostras

ACIDO COMPOSICAO
(% em massa e

densidade)

CARACTERISTICAS

HClI 37%
1,19g mL"

N3o oxidante. Disso|u§§o de metais, car-
bonatos, éxidos, fosfatos e sulfetos. A com-
posicio constante em ebulicio a 109°C ¢
920% de HCI. Forma cloretos voléteis com

As, Sb, Ge e Pb.

HBr 48-65%
1,49g mL"

Semelhante ao HCl na propriedade de
solvente. A composicao constante em ebu-

licgo a 124°C é de 48% de HBr.

H.SO 95-98%
1,84g mlL"

Bom solvente em sua temperatura de ebuli-
cdo a 338°C. Ataca metais. Desidrata e
oxida compostos organicos.
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Dissolucdo a quente de 6xidos refratarios,
insollveis em outros 4cidos. Torna-se anidro
acima de 150°C. Desidrata a écido
pirofosférico, HQPO3-O-PO3HQ, acima de
200°C e desidrata ainda a écido
metafosférico, [HPO3]H, acima de 300°C.

Dissolugdo de silicatos, pela formagdo de
SiF4 volatil. O excesso de produto ¢ remo-
vido pela adicio de HC|O4 ou HQSO4,
com aquecimento. Forma fluoretos volteis
com As, B, Ge, Se, Ta, Nb, Ti e Te. For-
ma precipitados com Ca. A composicao
constante em ebulicio a 112°C é de 38%
de HF.

Oxidante poderoso e explosivo, a quente
e concentrado. Dissolucdo de matéria
organica que j& tenha sido parcialmente
oxidada por HNO3 a quente e levada
préximo da secura, algumas vezes. A
composicdo constante em ebulicdo a 203°C

¢ de 72% de HC|O4.

H.PO, 859%%
1,70g mL"
HF 50%
1,16g mL"
HCIO, 60-72%
1,54-1,67g mL"’
HNO, 68%
1,51g mL"

Oxidante. Dissolugdo de metais alcalinos,
6xidos bésicos e carbonatos, formando sais,
como o nitrato de amdnio. Reage explosi-
vamente com cianetos, carbetos e pos-
metalicos.

Fonte: Adaptado de Harris, 2001.

Também sdo comumente utilizadas misturas de 4cidos para a dissolucdo

de amostras. Uma das mais utilizadas é a chamada ‘Agua Régia’, uma mistura

de ‘4cido nitrico’ e ‘4cido cloridrico’ concentrados (proporcdo 1 para 3). E

um liquido altamente ‘corrosivo’, de co|oragéo amarela, e um dos poucos

solventes que tem a capacidade de dissolver o ‘ouro’ e a ‘platina’, dai vem o



240 | Conceitos e Métodos para a Formagao de Profissionais em Laboratérios de Satde

nome dessa mistura de 4cidos: devido & propriedade de dissolver os ‘metais
nobres’, ‘régios . A mistura ¢ instével e perde seu poder de solvente rapida-

mente. Assim, seu uso deve ser imediato apds o preparo.

E importante considerar os riscos de acidentes ao se
manipular 4cidos concentrados, os quais tém alto poder
corrosivo. O uso de luvas adequadas, éculos de prote-
cdo e capela de seguranca ¢ essencial para o trabalho

com écidos.

Decomposicao

A decomposigéo aplica-se a amostras de matéria organica e ¢ efetuada,
geralmente, na presenca de solventes liquidos, como os acidos nitrico e sulfd-
rico, ou 4gua oxigenada, utilizando-se a acao das microondas ou digestdo,

como no caso da determinacdo de nitrogénio por Kjeldahl (veritem 4.1.5.1.4.).

Separacdo de misturas

As misturas sio formadas pela unido de duas ou mais subs-
tancias, as quais nio sofrem transformagéo, ou seja, ao

serem separadas permanecem quimicamente inalteradas.

Ao contrério da substancia pura, que possui temperaturas ou pontos de
fusdo e ebu|igéo constantes e bem definidos, ndo é possivel determinar expe-
rimentalmente estas propriedades fisicas em uma mistura, com excecdo das
‘misturas azeotrdpicas , que apresentam ponto de ebu|igéo constante, e das

(S o ) ~ 7
misturas eutéticas’, onde o ponto de fusdo é constante.

. ~ of- « A ) .

As misturas sdo classificadas como ‘homogéneas’, as quais
7 « A )

apresentam um sé aspecto ou fase, e heterogeneas p onde

¢ possivel identificar duas ou mais fases.
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~ . « A ) A . .
Para a separacao de misturas heterogeneas , tem-se prlnC|pa|mente 0s

seguintes métodos:

Fi|tragéo: Processo que utiliza um filtro para efetuar a separagao. Pode-

mos proceder a filtracdo simples, adaptando o filtro de papel dobrado e

ajustado conforme a figura (a) ao funil ou a Fi|trag§o a vécuo (b), utilizada para

misturas viscosas.

UL b o i)

(a) Fi|tragéo simp|es

Centrifugacdo:

f:

(b) Fi|tragéo a véacuo

Processo que utiliza uma centrifuga que, por rotacao em

alta velocidade, separa misturas sélido-liquido, onde o componente sélido se

deposita no fundo do recipiente. Muito utilizada para o preparo de amostras

de sangue — separa o soro (parte liquida) do plasma (parte sélida).

Tubo de centrifuga

——= Componente liquido

I'J—I-- Componente sdlido
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i Decantagéo: Utiliza um funil préprio, o funil de decan-
F tacdo, para a separacao de misturas onde um dos componen-
—+—4 tes possui maior densidade, depositando-se no fundo do re-

cCipiente.

Para separacdo de misturas ‘homogéneas’, os métodos mais utilizados
sdo: cristalizacdo, destilacdo simples ou fracionada. Estes métodos serdo estu-

dados em ‘Quimica organica’ (item 5.1.).

4.1.5. Selecdo do método de andlise: cldssico ou instrumental?

Os métodos em Quimica analitica sdo divididos em classicos e instru-
mentais. A selecio do método de anélise ndo depende somente da natureza
quimica da amostra. E preciso levar em conta fatores como custo, equipamen-
tos existentes no laboratério, quantidade de amostra disponivel, demanda de

anélises e pessoal técnico envolvido.

Nimero de rep|icatas da amostra: Depende da quantida-
de de amostra disponivel e da técnica analitica empregada.
E importante trabalhar com rep|icatas, de forma a obter um
resultado final confidvel, pela média das determinacdes.

4.1.5.1. Métodos classicos: gravimetria e volumetria

4.1.5.1.1. Gravimetria

O principio da anélise gravimétrica ou gravimetria é a determinagdo da
concentragio de um ou mais analitos, de composicdo quimica definida, em

uma amostra, através da pesagem. Antes de ser pesada, a substancia a ser
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analisada deve ser separada da amostra e, para isso, podem ser aplicadas

reacdes de precipitacdo ou combustio.

Geravimetria por precipitagao

Nesta anélise, ¢ adicionado um reagente & amostra, capaz de formar
com o analito de interesse um composto insoltvel que se deposita (precipita)

no fundo do recipiente. Esse reagente deve ser seletivo, ou seja, especifico

para o elemento ou substancia que se deseja separar.

Etapas da anélise gravimétrica por precipitacdo

AMOSTRA

ADICAD DE REAGENTE
PRECIPITANTE

PRECIPITACAD

CONTROLE DE VELOCIDADE
TEMPERATURA =
pH

ENVELHECIMENTO/DIGESTAD

FILTRAGCAQ

LAVAGEM

AGUECIMENTO

PESAGEM ANALITICA
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Exemplos de alguns metais determinados por gravimetria

Metal Reagente Precipitado ~ Temperaturade  Precipitado Interferentes
precipitante formado™ aquecimento final para mais comuns
Q) pesagem
Ag HCI/HNO, AgCl 400 AgCl Hs
A NH,C/NH, Al (OH), 1.200 ALO, Cr, Fe, Ni
G H,C,O, CaC,0, 1.000 CaO Metais(excegdo
alcalinos) e Mg
Fe NH,C/NH, e (OH), 850 Fe,O, Metais
tetravalentes e
Al, Ti, Cr
Ni DMG (dimeti-  Ni (DMG), 120 Ni (DMG), Pd

g|ioxima) / NH3

" O precipitado formado deve ter as seguintes caracteristicas:

. Composigéo quimica definida (ndo sofrer contaminagées).

* N3o ser volatil, higroscépico ou solivel.

o Ter aspecto e quantidade adequados para pesagem na balanca

analitica.

* Ser formado lentamente, com controle de pardmetros da reacao de
precipitacdo como: velocidade, temperatura e pH, de forma a obter um

sélido com boas condicées para filtragdo simples ou a vécuo.

¢ Passar por um processo de envelhecimento ou digestdo, que con-
siste em uma série de modificacdes estruturais, visando ao seu aper-

feicoamento.

* Ser aquecido a altas temperaturas (gera|mente em muﬂa) para obten-

cdo do produto final estavel a ser pesado.
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Um exemplo da ap|icag§o da gravimetria por precipitacdo ¢ a ‘determi-
nacdo de célcio em 4guas minerais’. O célcio é precipitado como oxalato,

CaCQO4, pela adicdo de 4cido oxalico:
Ca™ + H,C,0, > CaC,O, + 2 H*

Um cadinho deve ser tarao|o, até peso constante. O procedimento
consiste em levar o cadinho & mufla, & temperatura de 1.000°C, por uma
hora. Retira-se o cadinho, com o auxilio de luvas e uma pinga, e resfria-se
em dessecador. Pesa-se. Esse procedimento deveré ser repetido até que a

massa nao apresente variacdo maior que 1%.

O precipitado de CaCQO4, insoltvel, é coletado em papel de
filtro, seco, transferido para o cadinho previamente tarado, e aquecido ao
rubro & temperatura de 1.000°C, sendo convertido em 6xido de célcio,

CaO, pela agao do oxigénio do ar:

CCO, +2H"+ O, > CO +2CO, + HO

Apbds a ca|cina<5‘éo, resfria-se o precipitado, em dessecador, e pesa-se,
até peso constante. Sempre se deve trabalhar com pe|o menos uma dup|icata

da amostra.

Simulando a anélise de uma amostra de 200 mL de 4gua, e consideran-
do que a massa do cadinho tarado, até peso constante, ¢ de 25,0000 g, o

célculo da concentracdo de célcio na amostra seria:
Célculo da massa de CaO:

(massa do cadinho + massa do precipitado) — massa do cadinho = massa de CaO

25,1100 - 25,0000 = 0,1100 g
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Célculo da massa de Ca®" na amostra apds aquecimento ao rubro
(calcinacdo):
1 mol CaO —— 1 mol Ca2*

56,08 g/mol CaO 40,08 g/mol Ca?*
0,1100g GO X m Ca%"

m Ca?* = 0,0786 g | — Massa de célcio em 200 mL de amostra de égua

Para expressao do resultado em termos percentuais, basta calcular a
massa de Ca®" para 100 mL de 4gua:

m Ca®* /100 mL = 0,03931 ¢ — 0,03931%

4.1.5.1.2. Determinagdo do teor de cinzas

As cinzas constituem a fracdo mineral de amostras e contém, em
geral, célcio, magnésio, ferro, fésforo, chumbo, sédio e outros compo-
nentes. O perfil das cinzas é comumente considerado como pardmetro
geral de qualidade e frequentemente utilizado como critério na especificagéo

de amostras diversas.

Para determinar o teor de cinzas, utilizam-se cadinhos previamente
incinerados e tarados, como descrito no exemplo da determinacio de
célcio. Pesa-se 3 g da amostra, sempre trabalhando no minimo em duplica-
ta. Leva-se a mufla, & temperatura de 600°C, até a eliminacdo completa
do carvdo. As cinzas deverdo ficar brancas ou ligeiramente acinzentadas,
caso contrério, esfriar, adicionar 0,5 mL de é4gua, secar e incinerar nova-
mente. Deixa-se esfriar em estufa por vinte minutos, transferindo-se para
um dessecador por mais vinte minutos. Finalmente, os cadinhos contendo
as cinzas devem ser pesados, até a obtengéo de peso constante. O célculo

do teor de cinzas ¢ feito pela equacgdo:
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Teor de cinzas (%) = mC .100
mA
Onde:
mC= massa das cinzas (g)

mA = massa da amostra (g)

Cinzas carbonatadas e sulfatadas

Algumas amostras contendo sais de metais alcalinos, que
retém proporcoes varidveis de diéxido de carbono nas con-
digées da incineracao, deverdo ser tratadas, inicialmente,
com so|ugéo de carbonato de aménio (cinzas carbonatadas)
ou 4cido sulfdrico diluido (cinzas sulfatadas) e, apés seca-
gem do excesso do reagente, incineradas e pesadas. A
determinacdo de cinzas insoliveis em é4cido, geralmente
utilizando 4cido cloridrico diluido a 10% (m/m), oferece

uma avaliagdo do teor de silica existente na amostra.

Cuidados com o uso da balanca analitica nas analises
gravimétricas

O coragao da gravimetria ¢ a utilizacdo da balanca analitica
para a pesagem de amostras. Qualquer erro nesse procedi-
mento acarretard em um resultado incorreto.

As balancas analiticas modernas trabalham com o emprego
de circuitos eletrdnicos que permitem medigées precisas e,
mesmo que seu aperfeigoamento j4 ndo exija o uso de uma
sala especial, ¢ preciso levar em consideraco as interaces
do equipamento com o ambiente.

A primeira coisa a se observar é a localizacdo da balanca
analitica: ela deve estar sobre uma bancada fixa, & prova de
impactos ou vibracdes, e em sala fechada onde nao existam
intensas correntes de ar.
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O nivelamento da ba|an<5‘a deve ser checado pela observagéo
da bolha de nivel: caso ndo esteja centralizada, fazé-lo pela
regulagem dos pés ajustéveis.

As janelas de vidro da ba|anga devem permanecer fechadas
durante a leitura da massa para evitar variagdes devido a entrada
de correntes de ar.

Nunca se devem pesar amostras fora da temperatura ambiente:
amostras aquecidas devem ser resfriadas no interior do dessecador
e, no caso de amostras resfriadas, deve-se esperar até que a
mesma atinja o equilibrio térmico com o ambiente, evitando
assim erros pela convecgao de ar.

Ao manipular o recipiente usado para a pesagem, tomar o
cuidado de ndo tocé-lo diretamente com as maos, sempre
usando uma toalha de papel ou uma gaze. A gordura e as
impressoes digitais influenciam na leitura da massa.

A calibragdo da balanca deve estar dentro do prazo de valida-
de estabelecido pelo fabricante. As balangas eletronicas mo-
dernas possuem a opgao de autoca|ibra<5‘éo, pela presenca de
pesos internos padrdes de calibracio. Caso a balanga necessite
de ca|ibragéo, pelo uso de padrdes de peso externos, ¢ essen-
cial que isso seja feito no préprio local onde a ba|anga estd
instalada, evitando variagdes de condicdes ambientais, princi-
palmente da ace|era<5‘éo gravitacional.

Antes de anotar o resultado da leitura da massa, deve-se aguardar
a estabi|izagéo do valor que aparece no mostrador digital.
F|utuagées constantes e tendenciosas do valor podem demons-
trar a ocorréncia de algum problema na pesagem.

Finalmente, ¢ valioso proceder a limpeza da ba|anga apds o seu
uso, mantendo-a livre de substancias contaminantes que pos-
sam danificé-la, usando um pincel limpo e macio e, se necessa-
rio, aplicando um pano limpo embebido em acetona, sem no
entanto fazer movimentos bruscos que possam deslocar o prato

da balanca.
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4.1.5.1.3. Volumetria

O principio da anélise volumétrica ou volumetria é a determinacdo da
concentragdo de um ou mais analitos em uma amostra, através da medicdo do
volume, utilizando a técnica de titulagdo.

Existem diferentes classificagdes para a titulagio, de acordo com o tipo

de reacdo quimica envolvida:
. Titu|agéo 4cido-base (a mais utilizada em laboratério)
» Titulacdo de oxirreducdo (ou redox)
¢ Titulacdo complexométrica

* Titulagdo de precipitacdo

Titulacdo 4cido-base: o exemplo do preparo e titulacio da solucdo

padrdo de HCl 0,1 mol L™
O 4cido cloridrico, HCI, PA. ndo é uma substancia padrdo. Sua

concentracdo ¢ funcdo da massa especifica, igual a 1,19 g mL", e sofre
variacdes com o tempo. A solucdo de HCl na concentracdo de 0,1 mol L' ¢
muito utilizada no laboratério para reagoes quimicas diversas e preparo de

outras solugdes.

O preparo da so|ugéo 0,1 mol L' se dé pela o|i|uigéo do HCl concen-
trado. Para preparar, por exemplo, 1 L, deve ser feita a seguinte sequéncia de

célculos:

Dados: Concentracdo do HCl: 379% (m/m); Massa espe-
cifica: 1,19 g mL"; Massa molar: 36,5 g/mol

1 — Célculo da massa de HCl em 0,1 mol:
0,1 mol HCl = massa HCl / Massa molar HCI
massa HCl = 0,1 . 36,5 = 3,65 g
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9 — Correcdo da massa pela concentragio do HCI:
37 ¢ HCl —— 100 g solucao
3,65 g HCl —— m m=9,86g

3 — Conversdo da massa em volume:
1,19 gHCl— 1 mL
9,86 g HCl — v v= 8,29mL

Deve-se transferir 8,29 mL de HCl concentrado para baldo volumétrico
com capacidade de 1.000 mlL, contendo 500 mL de égua (completar o

volume até o traco de afericdo). Homogeneizar.

Nunca derramar a agua sobre o acido, sempre o acido
sobre a agual

Para a titulacdo da solucdo preparada, utiliza-se bérax, NaQB407 .
10 HQO, como padrao primario. Transferir de 0,4 a 0,5 g de bérax,
pesados exatamente, para erlenmeyer (trabalhar em triplicata), dissolvendo
o padrdo em 50 mL de 4gua destilada. Adicionar algumas gotas do indica-

dor metilorange.
A bureta deve ser rinsada pelo menos duas vezes com a solucdo de
HCI a ser titulada, antes de ser preenchida totalmente e zerada.

A so|ugéo de HCl ¢ adicionada ao padrao contido no erlenmeyer, até
que ocorra a viragem de cor do indicador (do amarelo ao |aranja)‘ O volume
gasto deve ser anotado, com precisao de 0,02 mL, e os valores deverao ser

concordantes, caso contrario, repetir a titu|agéo com mais aliquotas.

Na,B,O,. 10 H,O + 2 HCl - 2 NoCl + 4 H,BO, + 5 H,O
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O ‘erro de titulacdo’ deve ser calculado pela realizacio do
ensaio em branco, calculando-se o volume real de titulante
gasto: V real de titulante = V gasto de titulante — V
ensaio em branco

Caélculo Final:

Concentracdo = massa do bérax

V de HCl (mL). 0,1907

Obs.: A partir da concentracdo obtida, calcular o fator de correcdo (conforme

item 3.3.2.).

4.1.5.1.4. Determinacdo de nitrogénio total pelo método de Kjeldahl

O método desenvolvido por Kjeldahl, em 1883, vem sendo, desde
entdo, adotado por laboratérios em todo o mundo como referéncia para a
determinacdo de nitrogénio em amostras diversas.

Embora tenham sido desenvolvidos aparatos instrumentais, incorporando
avangos para a execucao da técnica originalmente praticada com vidrarias ade-
quadas para desti|ag§o, seu principio foi mantido ao longo de mais de um

século.

i
T Aparato original

&
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O principio do método de Kjeldahl consiste em trés etapas: digestao da

amostra, destilacdo e titulacdo.

1. Digestéo: O nitrogénio presente em uma amostra encontra-se com-
binado a outros elementos, como carbono e hidrogénio. A digestio ¢ a
conversio de todo o nitrogénio organico presente na amostra em fons aménio,
NH4+. Isso ¢ possivel tratando a amostra em 4cido sulfrico concentrado, a
altas temperaturas. O processo de digestdo da amostra ¢ acelerado pela adigéo
de pequena quantidade de um cata|isao|or, que contém gera|mente se|énio,

cobre ou titdnio em sua composicdo:

H,50,
N,C,H (e NH * + CO, + H,0
A

Para proceder a digestdo da amostra, deve-se pesar uma quantidade,
com precisdo, entre 0,1 e 0,5 g, transferindo-a quantitativamente para o
baldo de Kjeldahl. Adiciona-se 5 ml de HQSO4 e pequena quantidade do
catalisador. Os baldes sdo colocados no digestor e a temperatura ajustada a
50°C — apés uma hora, aumentar lentamente até aproximadamente 300°C. A
digestdo deve ser feita sempre em duplicata e com a rea|izagéo do ensaio em
branco. ‘Todo o procedimento deve ser executado no interior da capela e
com o uso dos EPI's adequados.” A digestdo termina quando o liquido

contendo a amostra ficar limpido.

2. Destilagio: Apds a obtencio dos fons NH4+ ¢ realizada a destila-
cdo. Adiciona-se uma base forte, 10 mL de NaOH a 50% (m/v), para a

conversio desses fons em gas amonia:

NH,* + OH —NH, + H,0
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O gés NH3 liberado e destilado ¢ coletado em frasco contendo 10 mL
de solucdo de 4cido bérico, H3BO3, a 2% (m/v) e algumas gotas de indica-
dor misto. Sempre se deve usar o EP| adequado para o procedimento, que

ser4 realizado de acordo com o aparato disponivel no laboratério.

3. Titulagao: O destilado recolhido em écido bérico deve ser titulado,
utilizando solucdo padrao de 4cido cloridrico O, 1 mol L™ como solucgo titulante,

até a viragem do indicador.

Caélculos:

% Nitrogénio Total = V. C . f . 0,014 . 100
m
Onde:
V = volume de soluggo padrdo de HCI O,1 mol L' gasto na titulagdo (mL)
C= concentragdo em quantidade de matéria do HCl (0,1 mol L")
f = fator de correcdo da solugdo padrao de HCl O,1 mol L™

m = massa da amostra (8)

E possive| ainda estimar o valor percentua| de proteina na
amostra, multiplicando o valor do nitrogénio total obtido
por um fator de conversio, igual a 6,25: 9% Proteina= %
Nitrogénio total . 6,25

Vantagens e limitacoes dos métodos cléssicos:

Os métodos classicos oferecem uma relativa precisdo para
andlise de substancias em amostras, da ordem de pug mL”’,
a0 mesmo tempo que necessitam de aparato simples para
sua execucdo. lsso traz uma diminuicdo no custo da anélise,

ja que vidrarias, fornos e ba|angas s3o materiais/equipamen-
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tos bésicos em um laboratério de Quimica. Porém, sdo
necessérios maiores volumes de amostra, o que nem sem-
pre estd disponivel. Outra desvantagem é o maior tempo
de duracdo das andlises.

A presenca de substancias interferentes na amostra ¢ outro
ponto critico. A e|iminag§o destes interferentes implica na
introdugéo de mais etapas na anélise, o que aumenta ainda
mais o tempo.

Outro problema ¢ a producdo de residuos téxicos em
algumas reaces, bem como o manejo e descarte desses
residuos, o que demanda a substituicdo da técnica por uma
outra mais segura.

Erros na manipu|agéo de vidrarias, preparo de so|ug6€s e
pesagem tém grande impacto no resultado final da anélise.
E importante seguir os cuidados recomendados ao optar
por esses métodos.

Cuidados com a vidraria

Em Quimica analitica, qualquer perda da amostra em anéli-
se ¢ critica. Vimos os cuidados com a pesagem, quase
sempre a etapa inicial de um processo de anélise, e a que
requer maior precisdo. Os cuidados com a limpeza do
material utilizado, especia|mente a vidraria, também sdo im-
prescindiveis para evitar perdas de amostra, por contamina-
cdo com outras substancias.

A limpeza da vidraria deve ser feita inicialmente com 4gua
corrente, para retirada dos contaminantes mais soliveis.
Apbs, deve-se mergulhar a vidraria em uma so|ugéo de
detergente neutro, especifico para materiais de laboratério,
na concentracao e no tempo recomendados pelo fabrican-
te. Com o auxilio de uma escova adequada para cada tipo
de vidraria, proceder a limpeza mecanica, enxaguando em
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4gua corrente até a remocdo completa do detergente. O
enxague final é sempre feito com é4gua destilada ou
deionizada. Vidrarias de maior precisdo ndo podem ser
levadas a estufa para secagem, pois a temperatura afeta a
calibragio das mesmas. J& as demais podem ser secas em
estufa, a temperaturas de aproximadamente 60 a 90°C.
Sempre se deve guardar as vidrarias limpas e secas.

Calibragdo de vidrarias de precisao

Para maior exatiddo dos resultados em Quimica analitica, a calibracio de
vidrarias volumétricas deve ser feita, a fim de corrigir o volume que realmente
estd sendo medido. Utiliza-se a pesagem de volumes de 4gua, de acordo com
o volume de aferigéo do material. Para tanto, é importante anotar a temperatu-
ra, fazendo a correcao do valor da massa especifica, convertendo massa em
volume. lsso é necessério, pois geralmente as vidrarias sdo calibradas & tempe-
ratura de QOOC, bem abaixo de nossa temperatura ambiente. Esse va|or, corri-
gido, deveré ser considerado no célculo final para a obtengéo de resultados de

anélise.

Um exemplo seria o procedimento de ca|il:>ragéo de uma pipeta volumétrica

de 10 mL:

* £ preciso colocar o recipiente para pesagem, de preferéncia um pesa-

Fi|tro, na ba|an<5‘a anah’tica, e tard-lo (com a tampa)‘

* A pipeta a ser calibrada deve ser preenchida com é4gua destilada, até
um pouco acima do traco de aferigéo. Seca-se a ponta da pipeta, para
remover qualquer excesso de 4gua, e zera-se, respeitando a posicio do

menisco e evitando o erro de paralaxe.
* Retira-se entdo a tampa do pesa-filtro, transferindo-se o volume de 10

mL de 4gua para o interior do mesmo, tampando-o em seguida, evitan-

do assim qualquer perda de 4gua por evaporagio.
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* Anota-se entdo a massa de 4gua obtida e utiliza-se a equacao seguin-

te para conversdo dessa massa em volume (Tabela 2):

Volumereal=m. v

Onde:

m = massa de 4gua

v = volume de 1 g de 4gua tabelado

Tabela 2: Massa especffica da agua em diferentes temperaturas

Temperatura ('C) Massa especifica da 4gua (g mL')  Volume de 1g de

dgua (mL)
10 0,9997026 1,0014
11 0,9996084 1,0015
12 0,9995004 1,0016
13 0,9993801 1,0017
14 0,9992474 1,0018
15 0,9991026 1,0020
16 0,9989460 1,0021
17 0,9987779 1,0023
18 0,9985986 1,0025
19 0,9984082 1,0027
20 0,9982071 1,0029

21 0,9979955 1,0031



22
23
24
25
26
27
28
29
30

0,9977735
0,9975415
0,9972995
0,9970479
0,9967867
0,9965162
0,9962365
0,9959478
0,9956502
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1,00333
1,0035
1,0038
1,0040
1,0043
1,0046
1,0048
1,0051
1,0054

Fonte: Harris, 2001.

4.1.5.2. Métodos instrumentais

A anélise instrumental é o estudo dos métodos que
utilizam equipamentos para analisar os componentes

de uma amostra.

Embora o método instrumental aumente o custo de uma anélise pe|o

uso de equipamentos sofisticados, que demandam aparatos eletrénicos

mais complexos, sua utilizacio vem sendo cada vez mais difundida nos

laboratérios, ja que estes conferem vantagens diante dos métodos cléssi-

cos, como maior precisdo as anélises bem como a possibilidade de deter-

minar concentragdes cada vez menores de analitos, simultaneamente ¢ em

menor tempo.

A seguir serdo apresentados os métodos instrumentais mais utilizados

nas anélises quimicas realizadas tanto no campo da pesquisa e desenvolvi-

mento, como no controle de qua|io|ao|e de produtos diversos.
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4.1.5.2.1. Potenciometria

A potenciometria utiliza eletrodos (de referéncia e indicador) para me-
digéo de potenciais elétricos de espécies quimicas em uma amostra, relacionan-
do-os com a sua concentragao. O:s potenciais sdo gerados a partir de reacoes
de oxirreducdo ou processos de migracdo seletiva de fons. Em laboratério, a

maior aplicacdo desta técnica é na medicdo do pH de amostras.

Medicio do pH
O pH ¢ expresso como a relacdo logaritmica da concentracdo de fons

H™ em uma amostra.

pH = - log [H*]
Esca|a‘de pH |
6 Aciclo ‘7 “14

Neutro BéSiCO

Utiliza-se para a medigéo do pH o
equipamento chamado potenciémetro, li- i
gado a um eletrodo fon seletivo de vidro
(especifico para fons H'). Ele é combina- Entrada de ar
do a um eletrodo de referéncia, de prata/

cloreto de prata. A parte do eletrodo sen-

Solucdo Saturada
sivel aos fons H™ é a fina membrana de e Cl e KCI
Referéncia

ungao do eletrodo
Solsgo da amostra

vidro, em formato de bulbo, na parte infe-

rior do eletrodo (por esse motivo, deve-se e,
manter essa parte do eletrodo sempre
hidratada). Na prética, a variacao de potencial do eletrodo corresponde &

concentragao de fons H™ na amostra. Antes de efetuar a |eitura, O equipamen-
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to deve ser calibrado pelo uso de solucdes-tampao, de pH conhecido (geral-
mente nos valores 7,0 e 4,0, consecutivamente). O eletrodo deve ser lavado
com 4gua destilada a cada troca de solucdo e secado delicadamente, com

papel de boa qualidade.

4.1.5.2.2. Fundamentos de espectrofotometria

A espectrofotometria ¢ um método instrumental que utiliza a luz para
medir as concentracdes de substancias quimicas. Para entendermos como isso

acontece, ¢ preciso, em primeiro lugar, compreender o que ¢ a luz e como ela

se comporta.

A luz é uma onda eletromagnética, constituida por particulas de
energia, chamadas fétons, que se propaga no vécuo a uma velocidade igual
a3.108 ms'. A energia da luz é proporcional ao seu comprimento de onda
(L) e & frequéncia (L) dessas ondas. O fisico Max Planck, um dos fundadores
da teoria quantica, determinou essa constante de proporcionalidade, chamada

constante de Planck (h):

E=hv
comprimento de onda
A
l.rr'\\ -"-q\'. P .
ru' ] o\ i|l III. III \
(a) }] E '.I ] !I ] Propagacdo da luz.:
\ /) 5\ ___-" \_/ LW h=c (a) A maior, menor
A v frequéncia e energia. ;
.rl.l ,nll AN AN AN AN A (\I (b) A menor, maior
[ 1
I 1

| 1
f | [ 111 [ | frequéncia e energia.
| |

As intensidades de luz, em funcdo dos diferentes comprimentos de

onda ou frequéncias, ddo origem ao que chamamos de espectro da luz, ou
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« o )
espectro e|etromagnet|co .
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ESPECTRO VISIVEL
Vermelho, laranja, amarelo, verde, azul, anil, vicleta

Observe que a luz que conseguimos enxergar é apenas uma pequena

faixa de comprimentos de onda do espectro e|etromagnético. Porém, ha outras
formas de energia que, embora ndo possamos ver, estdo presentes em nosso
dia a dia, como os raios ultravioleta do sol, o calor dos corpos fornecido pelo
infravermelho, as microondas que utilizamos para aquecer alimentos, e os raios
X, que tém poder de penetragdo em nossos corpos suficiente para fornecer
imagens internas. No laboratério, a radiagéo ultravioleta é uma das mais aplica-
das, jé& que sua grande energia faz com que ela atue como bactericida, sendo

utilizada na esterilizacdo de materiais.

Mas, afinal, o que ocorre ao incidirmos luz em uma substancia? A
energia dessa luz ¢ absorvida pelas moléculas que formam a substancia, aumen-
tando a energia das mesmas. O efeito dessa ‘absorgéo’ dependera do tipo de

radiacdo incidente:

RADIACAO EFEITO NAS MOLECULAS

Microondas Rotacdo

Infravermelho Vibragio

Ultravioleta/Visivel Promog@o dos elétrons a niveis mais energéticos
Raios X Rompimento de ligacoes/lonizacao




Fundamentos em quimica experimental | 261
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Extmin

Lei de Beer-Lambert

Ao incidirmos luz sobre uma amostra, parte dessa energia é absorvida e
a outra ¢ transmitida. E possivel medir essa absorcdo de luz por determinados
analitos presentes na amostra e relacioné-la & concentraco destes, através de

uma lei fundamental em quimica analitica: a Lei de Beer-Lambert:
A=cbc
Onde:

A = absorvancia (adimensional)
€ = absortividade molar (L mol™" ecm™)
b = caminho éptico (cm)

¢ = concentracao do analito na amostra (mo| |_'1)

Para entendermos como essa lei acontece na prética, precisamos conhe-
cer o caminho percorrido pela luz, desde a fonte da radiagéo até a passagem

pela amostra e deteccdo:

Merocramador | P e P — :
[seecha do i) il L SlETIo O Wi |

b

Fonte o lug —=

A fonte de luz dependers da radiagéo que se deseja incidir e da técnica

instrumental:

Visivel — lampada halégena de quartzo (como a dos faréis de automé-

veis) ou de tungsténio.
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Ultravioleta — lampada de arco deutério.

Infravermelha — /aser.

Absorgéo atdmica — ldmpada de catodo oco e lampada de descarga

sem eletrodos.

A luz atinge o monocromador (prisma, filtro ou rede de dispersdo),
que tem a propriedade de selecionar apenas um valor de comprimento de
onda. A radiagéo torna-se monocromética (uma sé cor).

A radiagéo monocromatica (PO) incide sobre a amostra e é absorvida
por determinados constituintes desta (‘absorvancia’). Ela passa através da amostra,
percorrendo o caminho éptico, b.

A radiagéo nao absorvida (P) ¢ transmitida (‘transmitancia’) e medida
pelo detector, que tem a capacidade de converter a energia recebida em sinal
elétrico. Esse sinal é transformado em um valor de absorvancia, que pode ser

lido na tela do equipamento.

Relacdo entre absorvancia e transmitancia

A transmitancia ¢ a quantidade de luz ndo absorvida pela amostra dada
pela equacao: T=P/ Po

O percentual de transmitancia (%T ) = 100 T

A absorvancia ¢ dada por: A = |og10 Po /P

Relacionando transmitancia e absorvancia, temos entdo:

A = |og1o1 /T
A = log,, 100 / %T
A =2 -log, %T

O R R
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A ‘relacdo linear’ entre a concentracio e a absorvancia é simples e
direta. Assim é correto expressar a Lei de Beer-Lambert usando a absorvancia,
A, como uma medida da absorgéo da amostra, em vez do %T. E importante
destacar que a Lei de Beer-Lambert aplica-se a solugdes diluidas. A relacdo
linear entre a concentracdo e a absorvancia ¢ afetada quando a amostra esté
muito concentrada, pois as moléculas de soluto estdo muito proximas e sua
absortividade molar, capacidade de absorver a radiagéo, ¢ afetada por essa

interacao.

Espectrofotometria UV/Visivel

Utiliza radiacdo na faixa do UV/Visivel para determinacdo de analitos em
uma amostra. Deve-se comparar a amostra a uma referéncia negativa, ou ensaio
em branco, que contém todos os reagentes menos a substancia de interesse, e
a padrées da substancia que se quer analisar, em concentragoes conhecidas.

Esses padrées devem ser preparados utilizando reagentes de alta pureza.

A curva de ca|ibrag§o, ou curva padrdo, consiste num gréfico onde os
valores de diferentes concentracdes de padrao sdo colocados, de acordo com

os valores de absorvancia lidos para cada um deles.

Um exemplo da aplicacdo desta técnica ¢ a determinacdo da concentra-
cao de proteina em amostras pelo método de biureto: ocorre a formagéo de
um comp|exo colorido (vio|eta) pe|a reacao das proteinas com o reagente de
biureto — fons cobre (l) em meio bésico. A absorvancia de amostras e

padrées (concentracdes em mg/mL) é medida a um A = 555 nm.

0, 5000
0 &M 4
L300
= . 4
4210 ¥ S0 Ol +100 D005
01000 4 * W= O

0.0 20 40 Bl &0 100 120
C (g
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Erros em analises espectrofotométricas UV/Visivel: como evita-los?

As anélises espectrofotométricas exigem cuidados que vao desde o
preparo das solucdes a serem utilizadas até a leitura de absorvancia pelo
detector. As principais fontes de erros instrumentais em espectrofotometria
estdo relacionadas & se|egéo do comprimento de onda pelo monocromador,
concentragdo da solucdo da amostra e posicionamento do compartimento de
amostra. Todos esses fatores causam a disperséo da |uz, acarretando erros na

detecgéo e, consequentemente, na leitura dos valores de absorvancia.

No preparo das so|ug6es do ensaio em branco, padrées e amostras
deve-se evitar a presenca de partl'cu|as estranhas em suspensao, filtrando as
so|ugées caso seja necessério. Essas particulas desviam o feixe de luz, prejudi-

cando as leituras de absorvancia.

Uma das principais fontes de erros esta na se|egéo do comprimento de
onda de trabalho. E preciso saber o comprimento de onda de absorcdo
méxima para determinada substancia presente na amostra, de forma a conseguir

a méxima sensibilidade nessa anélise, evitando possiveis interferéncias.

O monocromador deve ter a capacidade de selecionar o valor de com-
primento de onda que se quer trabalhar, sem deixar que ele disperse. Porém,
a largura da fenda para a saida da radiagéo selecionada deve ser a maior
possfve|, possibi|itano|o a chegada de luz ao detector. Quando o detector
recebe pouca luz, isto resulta em uma menor re|agéo sinal-ruido, reduzindo a
precisdo da medida da absorvancia. Em geral, os equipamentos dispdem de
dois monocromadores em série, que funcionam como filtros de comprimentos
de onda, impedindo a passagem de radiagc')es nao desejadas para a amostra. A
eficiéncia seletiva do monocromador também pode ser checada, através de
padrdes de ca|ibragéo com valores de absorvancia conhecidos, para determina-
dos comprimentos de onda. Esses padrées sdo em geral fornecidos pelo

préprio fabricante do instrumental.
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Uma outra fonte de erros esté na faixa de leitura da absorvancia. Valores
de absorvancia ndo devem ser préoximos de zero, tampouco acima de 1,0. A
faixa ideal de trabalho, a qual garante a re|agéo linear entre absorvancia e
concentracdo, de acordo com a Lei de Beer-Lambert, ¢ de 0,1 a 1,0.
Abaixo desta faixa, a absorvancia da amostra se aproxima do ensaio em bran-
co. Acima, a quantidade de luz que chega ao detector é muito pequena, ja
que h& um maior ndmero de moléculas da amostra absorvendo a radiacdo. Em
ambas as situagoes, de amostras muito diluidas ou muito concentradas, hé um

aumento na incerteza do valor medido, gerando perda de precisao na anélise.

Também se destaca como fonte de erros o posicionamento correto do
compartimento da amostra e a colocacdo e manipulagio da cubeta. Deve-se
tomar o cuidado de ndo tocar a superficie da cubeta por onde passa o feixe de
luz, manipulando-a com o auxilio de papel de boa qualidade, que ndo deixe
residuos. |sso evita marcas de impressées digitais, as quais desviam a luz. Pelo
mesmo motivo, também se deve observar o possive| escorrimento de material
pe|as paredes externas da cubeta, |impando-as. Ao retirar e recolocar a cubeta,
deve-se evitar movimentos bruscos, que possam vir a mover o suporte de

a|guma forma‘

Também ¢ critico o fechamento do equipamento: caso o compartimento
da amostra ndo esteja bem fechado, pode ocorrer a entrada de luz de fora do
equipamento, introduzindo dispersdo da luz. O perfeito fechamento deve

também ser feito a fim de evitar a entrada de poeira.

Espectrofotometria de absorcao atomica de chama

A espectrofotometria de absorcdo atdmica de chama é o método de
anélise mais utilizado para determinacdo de metais em amostras. O principio ¢
a absorgéo de radiagéo pelo analito, na forma atémica gasosa, obtida pela
introducdo da amostra, na forma de aerossol (nebulizagdo), em uma chama de

ar/acetileno ou acetileno-6xido nitroso (temperaturas de 2.200°C e 3.000C,
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respectivamente). A absorcdo atdmica ¢ uma medida da populacdo de dtomos

do elemento presente na chama e, portanto, da concentracao do mesmo na

amostra, segundo a Lei de Beer-Lambert.
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Espectrofotometria de infravermelho

Este tipo de espectrofotometria (também chamado espectroscopia de
infravermelho) é muito utilizado para a identificagéo de amostras, especialmen-
te de grupos funcionais organicos. A técnica consiste na incidéncia de radiagéo
infravermelha, que provoca vibragées nas moléculas do analito de interesse.
Cada ligagdo quimica vibra em uma frequéncia especifica (niveis vibracionais),
dependendo dos tipos de 4tomos ligados e geometria da molécula, gerando
um espectro caracteristico da substancia. Na Figura ao |ado, podemos observar

as regides espectrais caracteristicas de alguns grupos funcionais.
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4.1.5.2.3. Fotoluminescéncia

A fotoluminescéncia ¢ a radiacdo eletromagnética emitida quando espé-
cies quimicas que foram previamente excitadas por fétons retornam para niveis
de menor energia (em geral, o estado fundamental), processo que envolve
elétrons de valéncia (desativagéo radiativa). No caso das moléculas, a
fotoluminescéncia é formalmente dividida em fluorescéncia e fosforescéncia e
as técnicas analiticas que se baseiam respectivamente na medida destes pardmetros
sdo a fluorimetria e a fosforimetria. A intensidade de radiagdo emitida é medida
e relacionada & concentracdo do analito de interesse na amostra, segundo a Lei
de Beer-Lambert. Experimentalmente, a fosforescéncia pode ser isolada da
fluorescéncia com o uso de dispositivos seletivos: rejeita-se a luminescéncia de
curto tempo de vida (fluorescéncia) permitindo a detecgéo da luminescéncia

de |onga duragéo (fosforescencia).

Fatores que afetam a luminescéncia

Para que ocorra a luminescéncia, uma molécula precisa ter estrutura apro-
priada e estar em um meio que favorega a desativagéo radiativa. Embora seja
dificil prever teoricamente se uma molécula exibird luminescéncia sem o prévio
conhecimento da diferenca de energia relativa entre os estados excitado e

fundamental, é possivel, de um modo geral, observar alguns requisitos:

* Moléculas relativamente rigidas e ricas em elétrons m sdo potencial-

mente luminescentes.

o A fluorescéncia ¢ um fendmeno luminescente mais comum que a
Fosforescéncia, sendo observével a temperatura ambiente e diretamente
em so|u<5‘6es liquidas, caracterizando um procedimento experimental mais

simples.

* A fosforescéncia, que é um processo com tempo de vida mais longo,
necessita de condigées especiais para ser observada. Estruturas moleculares

rigidas naturalmente ou com o uso de algum artificio experimental sao
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fundamentais. Assim, o uso de meios sélidos ou organizados (micelas,

por exemplo) e a auséncia do contato com o oxigénio tém sido de

grande utilidade para permitir a observagéo da fosforescéncia.

* A presenca de grupos substituintes na molécula também ¢ fator impor-
tante, pois afeta a intensidade e o tipo de luminescéncia. A presenca de
grupos hidroxi (-OH), cianeto (-CN) e sulfénico (-SO3H), por
exemplo, tém tendéncia a amplificar a fluorescéncia. J& grupos

cetdnicos (-C=0) carboxilicos (-COOH) e halogénios (-Cl, -F)

favorecem a fosforescéncia.

» Outros Fatores, tais como temperatura, pH do meio, solvente e

presenca de outras espécies, também tém proFundo efeito nas carac-

teristicas luminescentes, e uma substancia, afetando ndo somente as

ve|ocio|ao|es dOS processos |uminescentes (4 dOS processos nao

radiativos, mas também a natureza e a energia relativa do estado

excitado de menor energia.
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A luminescéncia pode ser
induzida em moléculas
naturalmente ndo luminescentes
através de reacdes de derivacdo,
que modificam a estrutura das
moléculas e consequentemente
suas propriedades fisico-
quimicas, obtendo-se, assim, um
derivado luminescente. Essas
derivacdes podem ser feitas com

agentes oxidantes e redutores, derivagéo com agentes fluorogénicos ou
fosfogénicos e apds reagdes 4cido-base. Existe também a possibilidade da
formacdo de quelatos com fons de terras raras e derivacio da molécula por
meio de reagoes fotoquimicas (radiagéo UV). A figura ao lado mostra (a) a
fluorescéncia do antibiético eritromicina, observada em funcdo da concentracdo
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do meio 4cido, e (b) o espectro de excitagéo/emisséo do mesmo antibiético

ap6s derivacdo fotoquimica com irradiacio UV e aquecimento.

4.1.5.2.4. Cromatografia

O nome cromatografia vem do
grego ‘chroma = cor, e ‘grafein’ =
grafia. E uma técnica de separacao
baseada nas propriedades adsortivas
oude particao dos componentes de
uma amostra em um sistema
cromatogréfico. Os diferentes com-
ponentes s3o carreados por uma fase
mével através de uma fase estacioné-

ria, envolvendo interacdes (adsorcdo

superficia|, solubilidade relativa, car-

ga elétrica, hidrofobicidade) entre um ou mais solutos e as duas fases. Os

componentes sao cletectados, gerando um cromatograma, e quantiFicados.

estaciondria.

Termos importantes em cromatografia:

Fase mével: ¢ o fluido que se move através da coluna
cromatogréfica (solvente, no qual a amostra estd dissolvi-
da). O solvente e a amostra fluem juntos através da fase

Fase estacionéria: ¢ o material adsorvente, sélido ou liqui-
do, que ndo se move (material pelo qual os componentes
da amostra a serem separados apresentam diferentes graus
de interagéo) e estd empacotado em uma coluna.

Soluto: ¢ a substancia em solucdo que se deseja separar.
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Tipos de cromatografia

Cromatografia gasosa: a

fase mével ¢ geralmente um A e i

Injedor de amostra

gas inerte (hélio, por exem- Vatvla de controle de o
plo). A fase estacionéria é

um adsorvente ou liquido
Columa

distribuido na superficie de

Gas de pmasie Forng da coluna

um suporte poroso inerte

Micro-zaringa

(esq uema A) . B ol amostra ‘

Walvuls de injecho

Rescrvatdra Pistio i
Cromatografia liquida: a .
NP = =, g
fase mével é um liquido de FHL, __ |
1 = | ey
baixa viscosidade que flui = i 1
) . ; : Bomba \ ﬁ T
através de um leito de fase - = "rf--'ﬂ* = | _']
e -oluna
estaciondria. Se este leito for o IR Deageio

oo dsdios
um adsorvente sélido atra-

vés do qual, a uma alta pres-

530, se faz passar a fase mével e a amostra, temos a cromatografia liquida de
alta eficiencia (CLAE); se a fase estaciondria for um sélido idnico, temos a
cromatografia de troca iénica (CTl); se a fase estacionéria for um sélido poro-
so fazendo-se a separacdo em Fungéo do tamanho molecular, temos a
cromatografia de exclusdo por tamanho (CET) — um caso particular deste tipo
de cromatografia ¢ a usada, por exemplo, no estudo de polimeros, em que a

fase estacionéria é um gel, chamando-se por isso cromatografia de permeacao

de gel ou GPC (esquema B).

Cromatografia em camada fina: a fase mével é um liquido de baixa
viscosidade que elui através da fase estacionéria, por capilaridade — mais
vulgarmente ‘de baixo para cima’. A fase estacionéaria é um sélido (silica ou
alumina) depositado em camada fina e uniforme sobre um suporte sélido

inerte.
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4.1.5.2.5. Andlise de umidade residual pelo método de Karl

Fischer — titulagcdo coulométrica

A titulacdo pelo método de Karl Fischer ¢ a técnica mais utilizada para a
determinagéo da umidade residual e ap|ica-se 3 anélise de farmacos, alimentos,
fluidos biolégicos, derivados do petréleo, matérias-primas, amostras ambientais

e outros produtos diversos.

Algumas vantagens do método coulométrico sdo a precisdo, com a possibi-
lidade de determinagéo de quantidades de 4gua da ordem de 1 pg mL™, a
necessidade de um pequeno volume de amostra e a redugéo no tempo de

andlise.

O principio desse método baseia-se na reacdo entre a 4gua da amostra
e o iodo produzido na célula de titulacdo, na presenca da solucio de Karl

Fischer, que contém diéxido de enxofre, (SOQ), 4lcool (ROH) e uma base

(B) em sua composicao:
BI, + BSO, + B+ HO — 2 BH*I + BSO,

BSO, + ROH — BH* RSO,

O equipamento utilizado

possui uma célula de titulacio com
. Eletrodo gerador de Iy
dois eletrodos: um gerador de l  Ewtodeder

L para deteccio

. / . . Py
iodo, |, que é consumido rapi-  gusnca B L sewopa
~ 7 ESmosirs
damente pe|a reacao com a agua
I

presente na amostra, e um ele-
trodo de referéncia de platina,

) Sokgho do Catodo 4 T | | =Solucso do
que funciona como detector do  scisae do geradar e

] ragma—":/E T
ponto final de titulacdo, de acor- cerseen Iz (anodc)
;—._____‘“ Bara de

. BORAGRD
do com o esquema a seguir.
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A geracdo de iodo ocorre pela oxidacdo do | presente na solucdo de

Karl Fischer a |2 (‘catodo’).

A célula principal contém a solucdo de Karl Fischer (‘anodo’), onde

seré injetado um volume conhecido da amostra.

A corrente elétrica entre os dois eletrodos é mantida constante pe|o
equipamento, até que, quando toda a agua da amostra reage com o |2 proo|u-
zido, h& um excesso do mesmo no interior da célula de reacao, ocasionando

uma queda brusca no potencia| e|étrico, detectado pe|o eletrodo de p|atina.

4.1.6. Tratamento de dados
Estatistica basica
Medidas de tendéncia central:

Média aritmética — E a mais comum das medidas de tendéncia central. E

calculada somando-se as n observag()es originais da amostra e dividindo-se por n.
"
7 1
Xx==— E X
H .
i=]
Amplitude (R) — E o valor que representa o afastamento entre o maior

e o menor valor de um conjunto de observagdes.

Medidas de dispersao:

Variancia (s2) — A variancia de um conjunto de dados ¢, por defini-
cdo, a média dos quadrados das diferencas dos valores em relacdo a sua

média, isto é:
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Desvio padrdo (s) — O desvio padrao indica a dispersdo dos dados
dentro da amostra, isto ¢, o quanto os dados em geral diferem da média.

Qluanto menor o desvio padrdo, mais parecidos sdo os valores da série

n
S, 2 E ET
n-1 =]

Propagacdo de incertezas

estatistica.

Em quimica analitica, estudam-se métodos envolvendo medicdo de volu-
me, massa e absorvancia. Os resultados finais destas medicoes sdo obtidos
através de célculos e possuem associadas as incertezas originais consideradas

para a realizacdo destes.

Um exemp|o seria a leitura de volume em uma proveta, durante uma

andlise volumétrica:

O volume lido est4 entre 20,6 e 20,7 mL. Assim, devemos

= ik estimar o algarismo apds o 6. Poderia ser: 20,61 ou 20,62
LLE n,TH ou ainda 20,63. Portanto, escrevemos a primeira medida
como: 20,62 = 0,01.
Pelo mesmo raciocinio, o volume final lido seria 22, 64 mL
= "™ +0,01. Qual o volume gasto na titulaggo?
Tl 99,64-20,62 = 2,02 ml

Mas qual a incerteza associada a esse resultado final? E a

soma das incertezas: 2,02 mL = 0,02
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4.1.6.1. Validacao

A va|ida<5‘éo de métodos analiticos deve ser feita para demonstrar que
estes sdo adequados para a finalidade a que se destinam: determinagéo qualita-

tiva ou quantitativa de analitos em uma amostra.

Para metodologias descritas em farmacopeias ou outros documentos ofi-
ciais, a metoo|0|ogia seré considerada validada. Em caso contrério, a va|io|agéo
deverd ser realizada através do estudo de parametros, segundo a tabela 3 a

seguir, e de acordo com a categoria do método analitico (Anvisa, 2003).

Tabela 3 — Recomendacio de pardmetros necessarios para validagdo dos

métodos analiticos e classificacio dos métodos, segundo sua finalidade (USP

30, 2007)

Parametro Categoria Categoria Categoria Categoria
de validagao I Quantitativo Qualitativo 1] v
Exatidao Sim Sim * * Nao
Precisdo Sim Sim Nao Sim Nao
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Limite de deteccio Nao Nao Sim * Nao
Limite de quantificacio Nao Sim Nao * Nao
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Faixa Sim Sim * * Nao

*Pode ser exigido dependendo da natureza do ensaio especifico.

Categoria | — Quantificagéo de macrocomponentes em substancias ativas ou
ingredientes ativos em produtos farmacéuticos acabados.

Categoria Il — Determinagéo de impurezas em substancias ativas ou componentes
de degradagéo em produtos farmacéuticos acabados.

Categoria Il — Determinagéo de caracteristicas fisico-quimicas em substancias
ativas ou em produtos acabados (ex.: dissolucdo, tamanho de particulas, liberagao

da droga).
Categoria |V — Testes de identificacio.



Fundamentos em quimica experimental | 275

Pardmetros para validacdo de métodos analiticos

Para o estudo dos pardmetros de va|io|agéo, ¢ importante sempre utilizar
substancias de referéncia oficializadas pela Farmacopeia Brasileira ou, na ausén-
cia destas, por outras autorizadas pela |egis|agéo vigente. No caso da inexisténcia
dessas substancias, o uso de padrées de trabalho ¢ aceito, desde que a

identidade e o teor sejam devidamente comprovados.

Descricdo dos parametros de validacdo segundo a Resolucio Anvisa RE

899 (2003), Inmetro, DOQ-CGCRE-008 (2003) e USP 30 (2007):
| — Exatidao
E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em
relagdo ao valor verdadeiro. Viérias metodologias para a determinacdo da

exatiddo estdo disponiveis na literatura. No caso de impurezas, podem

ser utilizados dois procedimentos:

¢ Ensaio de recuperacdo: ensaio onde o analito de interesse ¢

adicionado & matriz da amostra.

. Ava|iagéo da exatiddo sem a matriz: preparam-se pelo menos
duas amostras do analito, com precisdo quantitativa, e os resulta-

dos da % de recuperacdo sdo calculados.
Il - Precisao

Avaliagio da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem ml'J|tip|a de uma mesma amostra. Esta ¢
considerada em trés niveis: repetitividade (precisdo intracorrida); preci-
s3o intermediéria (precisdo intercorridas) e reprodutibilidade (precisao

interlaboratérios).

* Repetitividade: concordancia entre os resultados dentro de um
curto pen’odo de tempo com o mesmo analista ¢ a mesma
instrumentacdo. A repetitividade do método ¢ verificada por pelo
menos nove determinacdes, dentro do intervalo linear do méto-

do, que serd descrito mais adiante.
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* Precisdo intermediaria: concordancia entre os resultados do mesmo
laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/
ou equipamentos diferentes. Para a determinagéo da precisdo intermedi-
4ria, recomenda-se um minimo de dois dias diferentes com analistas
diferentes.

* Reprodutibilidade: concordancia entre os resultados obtidos em labo-
ratérios diferentes, geralmente feitos através de estudos colaborativos,
aplicados & padronizacio de metodologias analiticas.

A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio

padrdo ou desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacao, CV%, de

uma série de medidas, que ¢ calculado pela férmula:

DPR= DP . 100
CMD
Onde:

DPR = desvio padrao relativo
DP = desvio padrao
CMD = concentragdo média determinada

O valor méximo aceitével para o DPR ¢ de 5%.

Il — Especificidade

Capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenca de outros componentes, tais como impurezas, produtos de

degradagéo e componentes da matriz.

Testa-se a especificidade de métodos qualitativos comparando a aplica-
cao do método em amostras contendo o analito de interesse com amos-
tras que ndo o contém, porém possuem substancias de estrutura quimica
semelhante. O método precisa demonstrar a seletividade para o analito,

mesmo em presenca destas substancias.
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Para anélises quantitativas, pode-se comparar os resultados obtidos para
amostras contaminadas com impurezas adicionadas em quantidades de-
terminadas com amostras isentas de contaminantes. O resultado final ndo
deve ser afetado pela presenca das substancias adicionadas.

IV — Limites de detecgdo e quantificacdo

Pardmetro de ensaios quantitativos para baixos niveis de compostos em
matrizes de amostras. O limite de deteccdo é a menor concentracio do
analito que pode ser determinada com precisdo e rigor aceitéveis. Na
prética, corresponde normalmente ao padrio de ca|ibragéo de menor

concentracao (excluindo o branco).
V — Linearidade

A linearidade do procedimento analitico é a sua capacidade de produzir
resultados que sejam diretamente proporcionais & concentracao do analito
na amostra, em uma faixa de concentragdo. Deve ser construida a curva
padrdo experimental e devem ser calculados: o coeficiente de correla-
cdo, I, que precisa ser no minimo igua| a 0,99; a intersecdo com o eixo
Y; o coeficiente angular; a soma residual dos minimos quadrados da
regressdo linear; e o desvio padrdo relativo. Recomenda-se que a
linearidade seja determinada pela anélise de pelo menos cinco concen-
traces diferentes, com teor de analito contido entre 80% e 120% da

concentragio tedrica do teste.
VI - Faixa

Intervalo ¢ a faixa entre os limites de quantiFicagéo superior e inferior de
um método analitico. Normalmente, ¢ derivado do estudo de linearidade

e depende da ap|icagéo pretendida do método.

O ‘protocolo de validacdo' é um documento completo, que contém

todos os pardmetros avaliados para a validacdo de determinado método.
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Modelo de Protocolo de Validagao

Consideracdes gerais:

Objetivo

Laboratério/Setor responsével

Especificacoes do método

Classificagdo do método em validagdo

Parametros de validacdo aplicéveis ao método

Siglas

Referéncias bibliograficas

Material/Vidraria/Equipamentos (marca, modelo, data da calibracdo)

Reagentes (marca, fornecedor, data de validade)

Descricao dos parametros de validacao aplicéveis ao método

Testes/Resultados da validagao

Estimativa da incerteza dos resultados obtidos através do método

Conclusio

Folha de aprovacao

Assinaturas dos responséveis pela va|idagéo

A metodologia analitica deverd ser revalidada caso sejam efetuadas mu-
dancas na sintese da substancia ativa, na composicdo do produto acabado ou

no procedimento analitico.

5. Fundamentos em quimica orgdnica

A quimica organica ¢ o ramo da quimica que estuda as substancias que
contém &tomos de carbono em sua composicao. O étomo de carbono, por
ser tetrava|ente, se une a outros dtomos formando quatro |igag6es covalentes.
Assim, o carbono tem a capacidade de formar longas cadeias, chamadas cadei-

as carbdnicas.
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As substancias organicas sdo classificadas de acordo com o seu grupo

funcional caracteristico.

Funcbes organicas mais importantes

Fungdo organica  Grupo funciona Exemplo
Hidrocarboneto CXHy CH,
Metano
Acido carboxflico  R-COOH CH,-COOH
4cido etanoico(4cido acético)
Aldeido R-CHO CH,-CHO
etanal
Anmida R-CONH, CH,-CONH,
etanamida
Amina R-NHQ C|—|3-C|—|QNH2
etanamina
Alcool R-OH CH,-CH,OH
Etanol (4lcool etilico)
Cetona R,-COR, CH,-CO-CH,
propanona (acetona)
Ester R -COOR, HCOO-C H,
metanoato de fenila
Eter R,-O-R, CH,CH,-O-CH,CH,

Etoxietano(éter etilico)

e Iy
o ~
Fenol l.f_“, C:IN

o-hidroximetil benzeno(o-cresol ou creolina)

A quimica organica experimental envolve reacdes de sintese e purifica-
cdo, caracterizacdo de grupos funcionais, separagdo, purificacdo e estudo das

propriedades das substancias organicas.
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5.1. Técnicas de separacdo e purificacao

5.1.1. Extracdo

A extracio ¢ um método onde se utiliza um solvente, que dissolve o

analito de interesse em uma amostra seletivamente, separando-o da mesma. A

extracdo pode ser em fase liquida ou sélida, as quais apresentam as seguintes

caracteristicas principais, descritas no quadro abaixo:

Extracdo liquida

Extracdo sélida

Solventes organicos (ex.: acetona,
hexano, acetato de butila, diéxido
de carbono)

Microondas ou aparato préprio para
extracdo

Aquecimento

Remogéo do solvente aumenta o custo
da anélise

Fase sélida (ex.: silica-C18,

resinas de troca ibnica)

Coluna cromatogréfica ou seringa

N3o necessita aquecimento

Reduz o uso de solventes organicos

5.1.2. Destilacdo simples

E um processo de separagio de misturas homogéneas sélido-liquido

ou liquido-liquido (desde que a diferenga das temperaturas de ebu|igéo

entre os componentes seja alta), onde ocorre a vaporizacao e condensagéo

do componente mais volatil. A
técnica da destilacao simples ¢ uti-
lizada para obtencdo de solventes

puros e muito empregada na pro-

ducdo de bebidas destiladas.
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5.1.3. Destilagdo fracionada

E uma técnica utilizada para se-
parar misturas homogéneas liquidas, pela
vaporizacdo e condensacio dos com-
ponentes da mistura, baseando-se na
diferenca de ponto de ebulicio entre
esses componentes. As ap|ica<5‘6es da
desti|agéo fracionada sdo principalmen-
te relacionadas & separagdo dos com-

ponentes (fragées) do petr6|eo‘

5.1.4. Cristalizagdo
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A cristalizagdo ¢ um método de separagio e purificacio de solugdes

liquidas, ou sélido-liquidas, onde sdo obtidos cristais puros de um dos com-

ponentes, o soluto, sendo o método mais adequado para a purificagéo de

substancias sélidas. As etapas principais do processo sdo:

* Nucleagdo — A partir do preparo de uma solugdo supersaturada, as

moléculas do soluto se unem, formando alguns nicleos microscépicos.

Ao atingirem a estabilidade e determinado tamanho, estes nicleos se

organizam em uma estrutura cristalina. Essa organizacao dependeré de

fatores como a temperatura e a concentragao da so|ugéo supersaturada.

* Crescimento dos cristais — A partir dos nicleos ocorre o crescimento

dos cristais, a uma velocidade relacionada & supersaturacio da solucdo.

Os cristais tém formas e tamanhos diferentes, dependendo das condi-

cOes em que se efetua sua obtencdo, o que se torna um grande desafio

quando se trata de processos industriais de crista|iza<5‘éo.
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5.1.5. Determinacdo do ponto de fusdo

O ponto de fusdo ¢ a tempe-
ratura constante na qua| uma substan-
cia muda do estado fisico sélido para
o liquido. A determinagéo desta pro-
priedade ¢é fundamental para a carac-
terizagdo de substancias puras. A téc-
nica pelo ‘método do tubo de Thiele’
consiste em colocar pequena quanti-
dade da substancia sélida, previamente
pulverizada, no interior de um tubo

capilar, fechado em uma das extremi-

b
e
widrm

Anoaira

Fonte: Constantino, 2009

dades. A introdugdo da substancia deve ser feita empurrando a extremidade

aberta contra o sé|io|o, com o auxilio de uma espétu|a‘ Para a compactacao da

substancia no fundo do capilar, deve-se solté-lo no interior de um tubo de

vidro. O capilar deve ser preso a um termdmetro, o mais préximo possivel do

bulbo. O ponto de fusdo ¢ a temperatura na qua| aparece a primeira gota de

liquido e desaparece o restante da parte sélida da substancia em anélise.
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Resumo do capitulo

A quimica é uma ciéncia essencialmente experimental, que se divide em
quatro ramos principais: quimica inorganica, organica, analitica e fisico-quimica.
O laboratério é o local mais importante para o desenvolvimento desta ciéncia.
Para a realizacdo de atividades laboratoriais, é imprescindivel reconhecer os
diversos materiais, equipamentos, substancias, fontes de consulta bib|iogréfica,

sfmbo|os € normas o|e seguranca, € apresentar uma postura adequada.

O preparo de so|ugées ¢ uma das tarefas principais dentro de um
laboratério e engloba: qualidade da 4gua, dos reagentes, da vidraria e da
técnica de preparo, bem como o conhecimento das unidades de concentragao
(quantidade de matéria, massa por volume, massa por massa e volume por

volume), célculos de o|i|uig§o e procedimentos de armazenagem.

O ramo da quimica que estuda a identiFicagéo e quantiFicagéo das subs-
tancias que compdem uma amostra é a quimica analitica. As principais etapas
de uma determinagé’o analitica sdo: planejamento e organizacao da anélise;
estudo das propriedades do analito; amostragem; preparo da amostra laboratorial;
se|egéo do método de anélise — cléssicos (gravimetria e volumetria) ou instru-
mentais (potenciometria, espectroFotometria UV/Visivel, absorgéo atbmica,
infravermelho, fotoluminescéncia e cromatografia) — e tratamento de dados/
va|idag§o. O controle de qualidade das diversas matérias-primas e dos produ-
tos industrializados, os residuos gerados nesses processos produtivos, as rea-
¢Oes quimicas na natureza e as pesquisas envolvendo a transformagéo de subs-
tancias em novos produtos sdo 4reas onde a quimica analitica est4 presente. Os
requisitos de qualidade para diversos produtos na 4rea da satde sao estabele-
cidos pelas farmacopeias. A Farmacopeia Brasileira ¢ o cédigo oficial farmacéu-

tico do pafs.

A quimica orgénica é o ramo da quimica que estuda as substancias que
contém 4tomos de carbono em sua Ccomposicao, as quais sao classificadas de

acordo com o seu grupo funcional caracteristico. A quimica orgénica experi-
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mental envolve reacdes de sintese e purificacdo, caracterizacdo de grupos

funcionais, separagao, puriFicagéo e estudo das propriedades fisico-quimicas.

Questdes para reflexdo

1) Um técnico de laboratério preparou uma solucdo aquosa de sulfato
de cobre, armazenando-a em um recipiente de vidro, na geladeira.
Algum tempo depois, ele observou a presenca de um precipitado de
sulfato de cobre no fundo do recipiente. O técnico decidiu, entdo,
aquecer a so|ug§o, sob agitacdo, até que o precipitado dissolvesse
comp|etamente. Logo apos, deixou a so|ugéo em repouso sobre a
bancada até que a mesma atingisse a temperatura ambiente. O técnico
observou que a solucdo permaneceu homogénea. Explique o que acon-

teceu antes e depois do aquecimento da so|ug§o.

2) Descreva, com as suas palavras, a sequéncia correta a ser seguida
para o preparo de um litro de uma so|ugéo salina (ou soro caseiro) na
concentracio de 0,9% (m/v). Liste os materiais, reagentes, equipa-
mentos, procedimento (técnica de preparo e armazenagem) e célculos
necessarios. Reflita sobre os cuidados gerais a serem adotados quando

do preparo de so|ugc">es.

3) Um técnico recebeu uma amostra de 4gua deionizada para anélise no
laboratério. Descreva o procedimento a ser seguido, desde o recebi-
mento dessa amostra até o seu descarte, incluindo as etapas para a
rea|izagéo das determinagées analiticas, preconizadas pela farmacopeia,

para esse tipo de amostra.
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