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Prologo

elaboragéio de um texto, seja um livro on uma tese, exige sempre uma exata delimitacio do seu
| contetido, a escolha correta a ser abordada pelo tema e a descrigéio da sua importincia.

Com este objetivo, optou-se em alguns topicos desta dissertagsio por uma descrighio didética e
detathada, de modo que ela possa ser Gtil como consulta sobre o tema abordado. Em relag#o as referéncias, foi
utilizada uma adaptacéio da norma ABNT, 1989 (NBR 6023) na sua descrigfio. Este topico é um guia para
futuras pesquisas, e em geral, sua importéncia ¢ omitida, o que dificulta a consulta exata do tema desejado.

Objetivos

Técnicas para a automatizac#o de anélises séo de grande importéincia devido & sua capacidade de realizar
ensaios rapidamente e assim, diminuir o custo por anilise. Andlise por Injec#io em Batelada, do inglés Batch
Injection Analysis (BIA), é uma destas técnicas, que quando associada a sensores eletroquimicos, apresenta
algumas vantagens em relaciio  outras técnicas dinimicas de anélise, tais como: sensibilidade, reprodutibilidede
¢ alta velocidade de andlise, sem a necessidade de bombas, vélvulas e tubos associados, Devido a esta
simplicidade, estatécnica é ideal para ser associada, quando possivel, a sistemas de anlise multi-componentes.

Espécies idnicas como cloreto ¢ potéssio, ou substincias como acido ascérbico, Girico e uréia, dentre outras,
séo de grande interesse no campo farmacéutico, alimenticio e principalmente clinico, A importancia da
determinac#o de biomolécuilas é demonstrada pela grande demanda de anélises nos hospitais ou laboratérios
de andlises clinicas. No HC-UNICAMP, por exempio, biomoléculas como o écido trico e a uréia, as quais
servem como prognéstico e diagnéstico de processos renais e depurag@io plasmatica, apresentam uma demanda
da ordem de 50 a 500 amostras/dia, respectivamente. J4 o dcido ascérbico, geralmente nfio é determinado,
contudo ele pode provocar grande interferéncia em vérios ensaios clinicos, Além disto, ele é uma das drogas
mais consumidas no. mundo, devido a sua ligac@io no combate & diversas enfermidades: a gripe, pois estimuia
o sistetna imunolégico; o cincer, pois combate osradicais livres; ¢ mais tradicionalmente, o escorbuto. De modo
geral, a nivel fisioldgico, a concentraciio de 4cido ascérbico, virico e uréia & elevada, O 4cido ascorbico se
encontra na faixa de 34-110 pmol L™ no sangue, enquanto que a concentragiio de acido tirico e uréia em soro
sanguineo, se encontra na faixa de 270-480 pmoi L e 1100-14000 pmol L, respectivamente!!), Estas faixas
de referéncia indicam que o uso de senmsores eletroquimicos do tipo, eletrodos fon-seletivo
{potencioméirico) sdo suficientes para serem utilizados na determinacio destas substéncias.

Assim, este projeto de pesquisa visa possibilitar a determinag#io de forma répida, simples e eficiente, de
dcido ascérbico, dcido drico e uréia em amostras de interesse biolégico, usando ametodologia potenciométrica.
Para isto, elaborou-se um sistema de andlise multi-componente e de aquisi¢sio de dados, o quai pode ser
associado & sistemas dindmicos de anilise, como o BIA. Além disto, procurou-se estudar os aspectos tericos
envolvidos na construcho e wtilizacho do sistema BIA, para associd-lo com os eletrodos fon-seletivo
desenvolvidos,

Nos capitulos.a seguir, procurar-se-4 abordar em mais detaihes a importincia, as dificuldades, os sucessos
e insucessos obtidos durante o desenvolvimento deste trabatho,

[1] TIETZ, N. W.; Textbook of Clinical Chemistry, W. B. Saunders Company: USA-Philadelphia, 1986, v
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écido ascérbico, dcido tirico e uréia. Virias estratégias foram utilizadas na elaborag3o destes

sensores. Os ISE desenvolvidos apresentaram uma excelente seletividade. Em condicBes de
estado estaciondrio, afaixa linear de resposta (FLR) e o limite de detecglio (LD) para estes ISE foram:
acido ascbrbico, FLR =5,6x10°-3,7x10* mol L e LD = 3,8x10% mol L™ (pH 5}; &cido trico, FLR
=6,0x10°-1,0x10" mol L' ¢ LD = 5,2x10"* mol L™ (pH 12); uréia, FLR = 1,0x10"- 1,010 mol
L' ¢ LD =6,2x10" mol L (pH 7). O tempo de resposta nas condigdes de equilibrio foi em torno de
2 min para os ISE sensiveis ao fon ascorbato e urato, e 10 s para o biossensor de uréia.

Ao mesmo tempo, foi elaborado um sistema multi-componente de an4lise e aquisigdo de dados.
Este sistema permite medidas em estado estaciondrio e associado a técnicas dinimicas de anélise.
Além disto, ele permite a determinago em tempo real, de até quatro compostos diferentes, usando
sensores potenciométricos. Ele foi testado na determinagfio simulténea de potéssio e cloreto em
amostras de alimentos, com bons resultados. .

Concomitantemente, foi desenvolvido um sistema de inje¢#io em batelada (BIA) baseado nos
célculos de engenharia para os reatores de processos e tanques de agitagio. Com este sistema foi
possivel compreender os aspectos envolvidos na formagfio do sinal no BIA com detecgio
potenciométrica.

Fmﬂmeme,mmmmndoméﬁm&osismmamulﬁmmponemedeméﬁsewmaqwsiﬁo
de dados, € 0 BIA, foram testados, em separado ou associados, em determinagdes de substéncias de
interesse bioldgico na drea farmacéutica e clinica. Em condigBes de estado estacionério, os resultados
obtidos com 0s sensores potenciométricos desenvolvidos foram razodveis. Em BIA, foi observado
uma methora significativa na determinaglio de 4cido ascérbico usando o ISE-Ascorbato proposto,
principalmente considerando a precisfo e a freqliéncia analitica, quando as medidas foram comparadas
com aquelas obtidas em estado estacionério.

este trabalho-de pesquisa foram desenvolvidos uma série de sensores potenciométricos para
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n this research work, a series of potentiometric sensors were developed for ascorbic acid, uric
_@tlacidandurea. Some strategies were utilized in the design of these sensors. The developed ISE

presented an excellent selectivity. Under steady-state conditions, the linear response range (RR)
and detection limit (DL) for these ISE were: ascorbic acid, RR = 5.6x10%-3.7x10* mol L" and DL
= 3.8x10° mol L (pH 5); uric acid, RR = 6.0x10°%- 1.0x10™* mol L' and DL = 5.2x10° mol L' (pH
12); uréia, RR = 1.0x10"-1.0x10™ mol L' and DL = 6.2x10* mol L"! (pH 7). The response time in
steady-state situation was about 2 min for the ISE sensitive to ascorbate and urate ion, and 10 s for
urea biosensor.

Also, a multi-component system of analysis and data acquisition was elaborated. This system
allows measurements in steady-state and associated with dynamic techniques of analysis. Moreover,
it allows the determination in real time, up to four different compounds, using pontentiometric
sensors. It was tested in simuitaneous determination of potassium and chloride in food samples, with
good resuits.

Concomitantly, a batch injection system based on engineer calculations for reactors of process and
agitation tanks was developed. With this system, it was possible to understand the aspects involved
in the signal formation in BIA with potentiometric detection.

Finally, the potentiometric sensors, the multi-elementary system of analysis with data acquisition
and BIA, were tested, separately or associated, in the determination of substances with biological
interest in the pharmaceutical and clinical areas. In the steady-state condition, the results obtained
with the developed potentiometric sensors were reasonable. In BIA, a significant improvement in the
ascorbic acid determination was obtained using the developed ISE-Ascorbate, mainly considering the
precision and analytical frequency, when the measurements were compared with those obtained in
steady-state.
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Abreviaturas, Siglas e Simbolos

monofosfato de adencsing, do inglés” adenosine monophosphate

ifosfato de adenosina, do inglés adenosine triphospk

urato de tricaprilil-trimetil-amdnio

coeficiente angular

andlise por injeglo em betelada em capilar, do ingiés capillary batch injection analysis
injecio em fluxo continuo, do inglés continuous-flow injection

#cido desoxiribonuciéico, do inglés deoxyribonucieic acid

icido etileno diamino tetracético, do inglés ethylene diamine tetraacetic acid
estimativa do desvio padrfio relativo da reta
poli-(etileno-co-acetato de vinila), do inglés poly-(ethylene-co-vinyl acetate)
andilise por injecio em fhuxo, do inglés flow ijection analysis

faixa linear de resposta

cromatografia quida de alta eficiéneia, do inglés high performance liquid chromatography
eletrodo(s) fon-seletivo, do inglés ion-selective electrode(s)

minuto

limite de detecglio

‘massa molar

para andlise

dcido piperazina-1.4-bis(2-etanosulfnico), do inglés piperazine 1,4-bis(2-ethanesulfonic acid)
cloreto de polivinila, do inglés poly(vinyl chloride)

écido ribonuckéico, do ingiés ribonucieic acid

coeficiente de correlagiio

linear response range

injectio em fluxo intermitente, do inglés stopped-flow injection

anhlise por injefio seqfiencial, do inglés sequential injection analysis

ultravioleta

visivel

As sigias de tradigho internacional foram mantidas em inglés.
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Fig, 2.14 Grifico de Michaelis-Monten pars o substrato dcido ascérbico referente a cinética enzimética doextrato bruto
de casca de pepina, :
Fig. 2.15 Gréfico de Lineweaver-Burk para a cinética enzimitica de écido ascorbico com o extrato bruto de casca de

pepino. _
Fig. 2.16 Disgrams de Reilley mostrando a faixa operacional de pH para o biossensor. Temperstura: (25,040,1)°C.
Forga ibnica: 0,1} mol L. Concentraglio de écide ascérbico, mol L: A, 1x10* ¢ B, 1x10°,
- Fig. 2.17 Efeito da temperatura no tempo de resposta do biossensor para ascorbato baseado no extrato bruto de casca
de pepinc contendo ascorbato oxidase. pH 5,0. Forca idmica: 0,1 mol L.
Fig. 2.18 Faixa de linearidade ¢ limite de detecclio pars o biossensor construido & base de ascorbato oxidasc extraida
da casca de pepino e imobilizada por oclusSo em EVA. Forga idnica: 0,1 mol L., Temperatura: (25,0+0,1)
*C. pH: 5,0. '
Fig 2.19 Esquema do mecanismo proposto para a resposta do sensor baseado em membrane de EVA/Cu™ sensivel a0
jon ascorbato. -

Fig 2.26 Efeito ds concentraciio de fons Cv** na membrans de EVA, no tempo de resposta do eletrodo sensivel para
o fon ascorbato. A. $%; B. 10%; C. 15%. pH $,0. Forga idnica: 0,1 mol L. Temperatura: (25,0:0,1) °C.

Fig. 221 Diagrama de Reilley mostrando a faixa operacional de pH do sensor baseado em EVA/Cu*" para dcido
ascbrbico. Temperatura: (25,0+0,1) °C. Forga [dnica: 0,1 mol 1. Concentraglio de écido asodrbico, mol L:
A, X104 B 1x10°%,

Fig. 2.22 Dependéncia do potencial do eletrodo como fimglio da concentracio de doido ascorbico. Forga ibnica: 6,1 mol
L7, pH: 5,0. Temperatura: (25,0+0,1) °C. Eletrodo baseado em membrana de EVA: A. com ¢ B. sem jons
Cu? (5%) na membrana. _

Fig. 2.23 Efeito do pH n resposta do sensor EVA/Cv? para dopaming. Temperatura: (25,0+0,1) °C. Forga Ionica: 0,1
mol L. Concentraglio de dopamina, mof L : A. 1x16% B, 1x10%.

Fig. 2.24 Esquemsa do mecanismo de resposta do sensor para urato baseado em membrana de EVA/Fe'™".

Fig. 2.28 Diagrama de Reilley para o sensor EVA/Fe™. Temperatura: (25,020;,1) °C. Forge Komica: 0,1 mol L.
Concentraglio de #cido Grico, mol L™ A, 1x10™; B. 1x10°,

Fig. 2.26 Efeito da forca idnica nz resposta do sensor EVA/Fe™ para écido firico. - Temperatura: (25,0:0,1) °C.
Concentraglio de fosfato, mol L: A. 0,10; B. 0,25; C, 0,50; D. 0,75; E. 1,00,

Fig. 227 Medida do tempo de resposta do sensor EVA/Fe** para o fon urato. Concentraglio de fons Fe** na membrana:
5%; pH 12.0; Forga ibmica: 0,25 mol L™'; Temperatura: (25,0+0,1) °C.

" Fig. 228 Efeito de algumas biomoléculas na resposta do sensor EVA/Fe”. Forga ionica: 0,25 mol L™; pH 12,0;
Temperstura: (25,0+0,1) °C. Concentraclio de #cido drico: 1x10° mol L. Quantidade de interferente
adicionado: 100 uL de 1x10° mol L. A. Acido ascérbico; B. Catecol; C. Hidroquinona; D. Dopamina; E.

Fig. 229 Esquema do mecanismo de aglio catalitica da urease na hidrélise da uréia. R = NH,. Adaptado da referéncia
[129].

Fig. 230 Curvas analiticas para wréia mostrsndo 0 efeito tamponante do meio na resposta do biossensor. pH 6.0.
Temperatura: (25,040,1)°C.-Concentragiio do tampaio TRIS-SO,, mol L*: A. 1x10%; B. 1x10% €. 1x10%;
D. 1%16% E., 1x10°,

Fig. 2.31 Resposta para pH do eletrodo de Pt utilizado como tramsdutor pare o biossensor de uréia. Na presenga (A)
e na suséncia (B) de NaCl 0,1 mot L, Temperatura: (25,0:0,1)°C.

Fig. 2.32 Diagrama de Reilley pera o biossensor EVA/urease/Pt. Concentraciio do tsmplio TRIS-SO, : 1x10° moi L™,
Temperatura: (25,0:0,1)°C, Conceniraclio de uréia, mol L: A, 2x10%; B. 2x107,

Fig. 2.33 Efeito da forga idnica na resposta do biossensor EVA/Urease/Pt para uréia. pH: 5,5. Temperatura: (25,0£0,1)
°C, Tamplio: TRIS-SO, 1x107 mol L. Concentragiio do sal, mol L*: A, KCl1x10%; B. KC1 1x16%; C. Nula;
D. KC15x10% E. LINO, 110> ‘

Fig. 2.34 Efeito da temperatura no tempo de resposta do biossensor EVA/Urease/Pt para uréia. Tampdo: TRIS-SO,
1x10°mol L. pH §,5.

Fig. 2.35 Curva analitica tipica para uréia com o biossensor EVA/Urease/Pt. Tampdio: TRIS-SO, 1x10° mol L; pH
5,5; Temperatura: {25,0:0,1) °C. \

Fig. 2.36 Esquema de imobilizaciio de uma enzima por ligago covalente usando carbodimida ¢ PVC.COOH.



Fig: 2.37 Efeito do pH na resposta do ISE-NH,". Temperatura: (25,0+0,1) °C. Tmpﬁo TRIS-SO, 0,1 mol L.
Concentracho de fons NH,', mol L A. 1x10% B. 1x102.

Fig- 2.38 Disgrama de Reilley mostraado g faixa operacional de pH do biossensor para uréia baseado em urease
imobilizada por ligacfio covalente em PVC.-COOH Temperatura: (25,0::0,1) °C. Tamp#io: TRIS-SO, 0,1 mol
L. Concentrag3o de uréia, mol L' A. 1x10%; B. 1x107.

Fig. 2.39 Medida do tempo de resposta para o biossensor baseado em urease imobilizada em PVC-COOH. pH: 7,0.
Tampfio: TRIS-SO, 0,1 mol L. Temperstura (+0,1°C): A. 25,0; B. 30,0; C. 35,0; D. 40,0.

Fig. 246 Curva analitica tipica para uréia com o biossensor baseado em urease imobilizada em PYC-COOH. pH 7,0;
Tampso: TRIS-SO, 0,1 mol L, Tunpm(zs,m-.ol)"c

Fig.3.1 Disgrama esquemitico de umn simples sistema F1A monocanal. (B) é uma bomba peristdltica para a propulsiio
do reagonte da Iinha carregadora (C). (A) é um injetor, onde um volume definido de soluglio amostra é
inserido em (C). A amostra ¢ conduzida até a cela de detecglio (D), passando por uma bobina de reaclio
(BR), para que & mesma reajs com © componente de (C) formando uma espéeie sensivel ao detector. A
pussagem da amostea por (D) produz um pico tipico, o-qual € mostrado abaixo do sistema F1A. (I1A) € o ponto
de pastida da injeclio da amosira; (T) € o tempo de residéncia da amostra até a sua detecglio; (S) e (H) slo
respectivamente 3 érea e a altura do pico, a qual relacions a conventraclio do analito com a medids
“instrymental; ¢ (8,) é o tempo de lavagem da cela de detecgfio ou de retorno do sinal & linha base. Apés a
detecglio, a amostra ¢ conduzida até um recipiente de actinulo de residoo (L). Adaptado da referéncia [20].

Fig. 32 Esquema de um sistema SIA com o seu perfil de resposta. Os simbolos representam: (SL) soluglio de
lavagem; (A) solucio do analito; (Rg) soluglio reagente; (SP) sohigiio do padriio; (R) regifio de reagio; (D)
cela de detecclio; (RR) reservatdrio de retenclio; (1A) momento de injeclio da amostra. A vilvuls de seleglio
(V) providencis a injecio sequencial das solugles para deatro do canal, através de etapas pré-programéveis

. & sincronizadas com o movimento do pistfio. Adsptado da referéacia [2]. -

Fig.33 Diagrams exuemdtico de um sisterna BIA tipico. (A) detector; () ponteira de mna micropipeta; (C) orificio;
(D) drenio ¢ (E) barra de agitacSo. Adaptado da referéncia [3].

Fig. 34 mmawmwmmmmmwmm
(D) Misturar; (E) Injegio seqiencial de volumes. Retirado da referGencia [85).

Fig. 3.5 Tipos de escoamentos em agitadores: A. Axial para o tipo hélice; B. Radial para o tipo turbina. Retirado da
referéncia [91]. '

Fig. 36 mam&mammnmammmc Tarbina de

. laminas curvas; D. Turbina, com disco de ldminas planas; E. Turbina, com disco de Mminas curvas; F.
Turbina, ventoinha; G. Hélice; H. Palheta, plana; L Agitador de dncorn. Retirado da referéncia [91].

- Fig, 3.7 Tipos de fluxo obtidos em um tangue: A, Agitado (formaglio de virtice); B. Agitado com chincanas para

eliminaglio de vértice; €. Agitado com um impuisor em posiclo inclinada; B, Agitado com um impulsor
_ mmmmmamm; :

Fig. 38 mmmmammmmmmnéamdemmcea
disthncia do fundo do tanque 3 linha central do agitador; T-é o dimetro interno do tanque; I é o difmetro
do impulsor; Z ¢ a profundidade do fluido no tanque; W e L ¢ a largura ¢ o comprimento das liminas do
agitador tipo turbina, respectivamente, Retirado da referéncia [89).

Fig.: 39 Desenho esquemitico do sistema BIA.

ig.3.10 Fmg'ﬁadomm&mmmomdeaqumﬁodedm“dhxmmm

Fig. 311 mmam@mammmmwmmmma
referéncia [91].

- Fig.3.12 A.Demmhmmdamadamlﬁposdemdeﬂ;mdemﬂuﬂomm Adaptado
da referéncia {95).

Fig. 3.13 Transferéncia de massa em um eletrodo wall-jet. kmammnmam
C. Regilio wall-jet. Retirado da referéncia [96).
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- ¥ig, .14 Efeito do diémetro do bocal de ponteira de injeglio na resposta do sistema BIA Potenciométrico. Velocidade
- de agitagfio: 400 rpm. Distincia da ponteirs da micropipeta 2o detector: 2 mm; Volume de Injeg3o: 20 pL.
pH: A. 4,00; B. 10,01, . , . '

Fig 3.15 Efeito do dilmeiro do bocal da ponteira do injetor (A) e da velocidade do fluido injetado (B), na estimativa
tedrica da espessura da camada-limite: a, Hidrodindmica; b. Difuslio,

Fig. 3.16 A. Grifico da variagilo méxima de potencial no BIA como efeito do vohune injetado. B. Resposta obtida
devido @ injeclio de & 5 pL; b 10 uL; ¢. 20 pL; d. 40 uL; ¢. 60 uL; £ 80 L de solugsio tampsio pH 4,00.
Velocidade de agitacio: 400 rpm. Distincia da ponteira da micropipets ao detector: 2 mm. Vazfio

: volumétrice: 0,95 mL s . Didmetro do bocal da poateire: 0,035 cm. .

Fig 3.17 A. Efeito da vazfio volumétrica na resposta do sistema BIA-potenciométrico. a. 0,60 mi. s; b, 0,86 mL s;
¢ 0,95 mL 5*. Velocidade de agitaco: 400 rpm; Disténcia da ponteira da micropipeta 80 detector: 2 mm;
Volume de Injeclio: 20 kL. pH 4,00. Didmetro do bocal da ponteira: 0,035 cm. B. Grifico da vazio
mlmﬁhdamimpipmﬂmqndwﬂmmo)moﬁmhmwmdom_

~ Fig.3.18 Estimativa tedrica da espessura da camade-limite, calculada a partir da vazilo volumétrica do tiquido injetado.

' a. Hidrodindmica e b, Difusio. ‘

Fig. 3.19 A, Perfil do sinal no sistema BIA-potenciométrico para diferentes velocidades de agitagio da soluclio do
tanque. B, Grifico obtido s partir da velocidade de agitaciio: a. Variaglio méxima de potencial; b. Tempo de
iavagem; ¢. Tempo de resposta. Vaziio volumétrica: 6,95 mL s™. Distincis da ponteira da micropipeta ao
detector: 2 mm. Volome de Injeglio: 20 pL. pH: 4,00. Difmetro do bocal da ponteira: 0,035 cm.

Fig 320 &m&mm-mnmmmmmﬁmmmwamgmh

: do detector. B, Gréfico da distincia do injetor a0 detector em fimglio da variagio méxima de potencial. Vazfio
volumétrica: 0,95 ml 5. Velocidade de agitagiio: 400 rpm. Volume de injegfio: 20 uL. pH: 4,00, Difimetro
do bocai da ponteira: 0,035 cm. '

g 321 mam&mawmmemmawmmmm
Volume de injegio: 50 uL. de 0,1 mol L do &cido ascirbico. Vaziio: 2,2 mL min, A. Sinal obtido para

. diferentes concentragdes de H,0,, mot L': 2, Sem; b..0,05; ¢. 0,1; d. 0,5; ¢. 1,0. B. Representacio grifica.
~ Fig. 322 Influéncia do volume de injeclio ¢ da vazlo no sinal do sistema FIA-potenciométrico para dcido ascorbico
usando eletrodo tubular baseado enr membrana de EVA/Cu®, Concentraglio de #cido ascorbico; 3,0% 162 mol
L, E&ib:-?.vmdﬁbmbapeﬁsﬁﬁu(wbm mjetado: 50 uL); B. Volume de amostra injetado (vazlio:
2,2 ml. min). -

'Fig. 3.23 Disgrama mosirsndo o sinal tipico obtido com o sistema FIA-potenciométrico proposto para determinacio
de Acido ascirbico usando eletrodo tubular baseado em membrana de EVA/Cy®, _

Fig.3.2¢ Corvadecalibraglio para cido sscérbico com o sistema FIA-potenciométrico usando eletrodo tubular baseado
em membeana de EVA/Cu®,

Fig. 325 Efeito da concentraclio de peréxido de hidrogiiio - 1o tempo de regeneragio {A) ¢ no sinal (B) do ISE-
Ascorbato com o sistema BIA. Volume de injegSo: 50 pL. de 0,1 mol L de écido ascéebico. Velocidade de
agitaclio: 400 rpm. Distéincia ponteira-detector: 2 mm; Vaziio volumétrica da micropipets: 0,95 mL s';

 Diimetro do bocal da ponteira: 0,035 cm.

- Fig.3.26 Influiacia do volume de injeglio no sinal do sistema B1A-potenciométrico usando ISE baseado em membrana

' de EVA/Cu™. Concentraglio de dcido ascorbico: 3,00102 mol L, Velocidade de agitagdio: 400 rpm; Distincia
ponteira-detector: 2 mm; Vazéio volumétrica da micropipeta: 0,95 mL s™; Didmetro do bocal da ponteira:
0,035 em.

Fig. 327 M&thﬁﬁede:gi@ndosiﬂmﬂ&pﬂmimﬁrbomsﬁnl(ﬁ)emmodgw
{B) do ISE-Ascorbato baseado em membrana de EVA/Cu®. Concentraglo de dcido ascérbico: 3,0x 102 mol
L. Volume de injeglio: 50 ul.; Distiacia porteira-detector: 2 mm; Vaziio volumétrica da micropipets: 0,95
mi s*; Difmetro do bocal da ponteira: 0,035 cm.

Fig. .28 Diagrams obtido com a injeglio de &cido ascirbico no sistema BIA-potenciométrico, usando o sensor baseado
em membrana de EVA/Cu™. Volume de injeclio: 50 uL; Velocidade de agitaghio: 400 rpm; Distncia
ponteira-detector: 2 mm; Vazio volumétrica da micropipeta: 0,95 mL s; Dimetro do bocal da ponteira:
0,035 em. '

Fig. 3.29 Carva de calibraclio para icido ascérbico com o sistema BIA-potenciométrico usando o sensor baseado em
membrans de EVA/Cv?*, .
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. Fig. 41 Mmmammmmmamamem@
biossensor potenciométrico para o fon ascorbato.

Fig 42 Dmdommehbmﬁommmm&mm&vmm& agitaglo
¢ aqusicio de dados. -

Fig 43 _Dmmdabbwdamlﬁgmdomﬂmmmmmhw&pMACb
iy,

Fig. A4 Esquema (a) do eletrodo tabular ¢ (b) do sistetng FIA. B. Linha carregadors; S, Linha da amostra; PP.
Borusba peristéitics; ISE. Eletrodo indicador; RE. Eletrodo de referéncia; W. Descarte; P, pH/Analisador de

fons; C, Sisterna de Aquisiclio.
- Fig. 48 meammmfom&m Asohwlocumydunfoimnploﬁosfato(ll
- molL'empHS6.
Apéndice 1: Estabilidade do Acido AscOrbico ....................ccoveeeeueeninns 165-168

. - Fig ALt MMMomhm@&mm&mmzmw‘
' mol L como funglio do pH, O, e temperatura. Monitorado 8 265 nm. -

- ‘Fig, AL2 Efeito da radiaco eletromagnética mdemposwlodassohwﬁesmfmmﬁmdasdekﬂo

ascorbico 2,0x16* mol L. Tempersatura, 25°C. A.Emmkmdiaglombm B. Exposigiio & radiaciio .
UV. Monitorado ¢ 243 nm.

_ mMJWMMm&MWMWWW
1.0x10" mol L, pH < 2.

Apéndice 3: Software de Controle em Visual BASIC .............................. 173-188

. Fig AL MW&MMWVEUALBASICmmMMWM
como os sinais potenciométricos obtidos para as medidas de padries ¢ amostras de cloreto (A) ¢ potéssio (B)
com eletrodos fon-seletivo. Concentragio dos padrdes (mol L) e amostras (dilufdas 10 vezes) da esquerda
para direita: 1,0x10%; 1,0x10%; 1,0x107; 1,0x10°%; #1; #2. Velocidade de agitaglio: 300 rpm.
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Substincias de Interesse Bioldgico

ser vivo € composto de uma série de substéncias que s3o responsdveis pelo seu adequado
I O ||| funcionamento. Estas substéncias, denominadas de biomoléculas, s3o responséveis pelo

surgimento da vida, participando da formag#o da estrutura do organismo e atuando nos seus
diversos processos energéticos e metabélicos.

Na formag3o do ser vivo, as biomoléculas sfo organizadas em sistemas complexos formados por
células e estruturas biolégicas sub-celulares chamadas de organelas, as quais s#o reunides de uma
grande quantidade de moléculas poliméricas ou macromoléculas. As macromoléculas apresentam uma
complexaarquitetura tridimensional como conseqiténcia de interagdes entre as unidades monoméricas,
em geral, blocos simples de moléculas, tais como os agticares e aminoécidost,

Nas transformagdes energéticas, as biomoléculas atuam na manutengfio da estrutura organizada
e na atividade dos sistemas vivos. Contudo, isto depende da capacidade do mesmo em extrair energia
do ambiente, seja através dos processos de fotossintese ou do metabolismo, os quais, respectivamente,
capturam energia do sol ou dos outros seres vivos no processo de alimentagfo através de
biomoléculas especiais, onde o0 ATP e 0 NADH s#o dois exemplos proeminentest!!,

Finalmente, as estruturas biol6gicas servem para propostas funcionais nos membros e 6rgfos, onde
os agentes quimicos do metabolismo, tais como as enzimas e os intermediarios metabélicos s&o bons
exemplos™l,

Assim, 0 ser vivo na sua esséncia € formado por intimeras substéncias quimicas organizadas em
diferentes sistemas. O excesso ou a escassez de uma dada biomolécula pode causar um mal
funcionamento do organismo vivo, provocando doengas e até amorte. Poristo, 580 determinados uma
série de compostos como por exemplo, os trigliceridios, o colesterol, a glicose, ions como Na*, K*
e CI', auréia, o 4cido trico, o &cido ascérbico, dentre outros. Além disto, algumas destas substincias
sdo muito empregadas como farmacos onde sfo igualmente importante serem determinadas.

Neste trabalho, um dos principais objetivos foi desenvolver sensores potenciométricos para
determinacgdo de biomoléculas como o dcido ascdrbico, o 4cido trico e a uréia. A importéincia da
determinac#o destas substéncias sfo descritas a seguir.




O 4cido ascérbico ¢ uma substfincia muito importante para o metabolismo dos seres vivos. Sua
deficiéncia pode causar uma doenga denominada escorbuto, a qual afetou muitas pessoas no antigo
[Egito, Grécia ¢ Roma, sendo na Idade Média, endémica no norte da Europa!.

Gregory (1724-1773), forneceu a primeira descrigso clinica completa dos sintomas do escorbuto.
Em 1757, Lind, fez o primeiro estudo terapéutico desta enfermidade, que atacava as tripulagBes nas
viagens maritimas ¢ campanhas militares. Budd foi quem atribuiu de um modo explicito, a atividade
antiescoriitica de alguns alimentos, a presenca de um determinado constituinte deles, descobrindo

sua fisiologia experimental, em 18419,

- Smith® foi o primeiro a descrever um estado hemorrégico em cobaias alimentadas com racBes
contendo apenas cereais. Contudo, somente depois dos trabalhos de Holst e Frélich! foi confirmado
que uma ragfo constituida por cevada e péio branco provocava nas cobaias sintomas anilogos ao
escorbuto humano, Eles descobriram que o regime alimenticio que provocava o escorbuto no homem,
causava-o também nas cobaias, e que os alimentos que o curavam no homem exerciam um efeito
benéfico nestes animais. Porém, a origem do escorbuto em cobaias 56 foi definitivamente admitida
com os trabathos de Chick e Hume'™, na Inglaterra, e de Cohen e Mendel®, nos Estados Unidos. A
existéncia de umarelaciio definida entre a atividade anti-escorbitica do suco de limio e o seu estade
de oxi-redugiio no corpo que The conferia aquela atividade, era tanto maior quanto mais reduzido
estava o agente e foi comprovada por Zilva, em 19287,

A primeira descrig8io sobre o isolamento do 4cido ascérbico foi feita por Albert Szent-Gydrgyil™,
que o obteve da glindula supra renal de ratos, do suco de frutes cftricos e da péprica, chamando-a
de écido hexurbnico. Posteriormente, Tillmans e Hirsch®), estabeleceram uma correlaciio evidente
entre o poder redutor de vérios alimentos e sua atividade anti-escorbfitica. A identidade do fator
redutor de Zilva na cura do escorbuto, e o &cido hexurénico de Szent-Gydrgyi foi definitivamente
estabelecida por Svirbel, Szent-Gydrgyi, Waugh e King, em 19320114,

Haworth e Szent-GySrgyil"? foram quem propuseram denominar de 4cido ascérbico a vitamina
que apresentava atividade anti-escorbiitica. Sua estrutura foi determinada por Hirst ¢ Haworth em
1933"3, ¢ sua sintese foi descrita simultaneamente por Reichstein™ e por Haworth"9,

No reino animal, somente alguns vertebrades nio conseguem sintetizar o 4cido ascorbico, os seres
hurnanos, o porquinho da fndia (pres), certos péssaros e alguns peixes, como o salmao, por exemplo.
Em todos estes casos, a incapacidade de produzi-lo ests associada a falta de uma enzima no figado
desses animais, a L-gulono-y-lactona oxidase. Assim, & necessério que o 4cido ascérbico faga parte
da dieta alimentar'"l.

O écido ascérbico possui diversas fungdes no metabolismo dos seres vivos (Fig. 1.1). No cérebro,
ele esti associado com o metabolismo da L-tirosina, onde p-hidroxifenilpiruvato dioxigenase atua na
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conversdo da tirosina em 4cido homogentisico e requer ascorbato para oxidagéio e descarboxilagiio
do intermedidrio, o 4cido p-hidroxifenilpirivico. A tirosina também & convertida em catecolaminas
num processo dependente de ascorbato. Assim como a conversdo de dopamina em norapinefirina na
catélise por dopamina-B-hidroxilasel!!,

Fig. 1.1 Ciclo metabélico do 4cido ascérbico.

O 4cido ascérbico é também importante na prevengiio e tratamento de infecgBes, pois estimula o
sistema imunolégico participando da formagiio dos anticorpos no sangue, onde os leucécitos
apresentam altas concentragbes dele. O ascorbato inibe a destruiggio oxidativa das células brancas do
sangue € aumenta sua mobilidade prevenindo a anemia. Outra importante fungfio do 4cido ascorbico
estd envolvida com o metabolismo da histamina na resposta a alergia. Na presenca de ions cobre (TI),
o ascorbato previne a acumulacdo da histamina e auxilia na sua degradagfio e eliminacdo. Também hi
evidéncias de que o 4cido ascorbico participa na sintese da prostaglandinal®,

O escorbuto, doenga causada pela deficiéncia de 4cido ascorbico, estd associada com a
incapacidade do organismo de formar as fibras de col4geno apropriadamente. Isto ¢ resultante da
perda de atividade da prolil-hidroxilase, que forma a hidroxiprolina, sendo o processo dependente
desta vitamina. Como conseqiiéncia, esta doenga deixa lesdes napele, provocando fadiga, debilidade
dos vasos sanguineos, dentes e 0ssos, sendo que nos estigios mais avancados, ela pode provocar uma
grotesca desfiguraciio com eventual morte do individuol™>1624,
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Poristo tudo, o 4cido ascérbico € amplamente utilizado como firmaco, sendo também adicionado
em alimentos manufaturados para atuar como antioxidante e assim, prolongar o tempo de vida do
produto comercial®. O 4cido ascérbico é encontrado em diversos alimentos, contudo ele &
rapidamente destruido pelas oxidases contidas em alguns destes. A Tabela 1.1 mostra a quantidade
de dcido ascérbico encontrado em diversos alimentos,

A monitoragdio do acido ascérbico é muito importante tanto em farmacos como em analises
clinicas. Esta tltima deve-se principalmente ao elevado gran de interferéncia que esta substéncia causa
€m outros ensaios clinicos, como por exemplo, na andlise de glicose e 4cido virico. A nivel fisiolégico
a concentragéio de 4cido ascérbico no sangue se encontra na faixa de 3,4x10% a 1,1x10* mo] L1124,
Além disto, 0 excesso de dcido ascorbico pode causar irritaglo géstrica e diarréia, sendo um dos
produtos da sua metabolizagéo, o dcido oxdlico, o qual pode causar problemas aos rins®®?,

Tabela 1.1 Teor de écido ascdrbico encontrado em alguns alimentos?23,

~ Alimento mg de dcido ascorbico/100 g cu 100 mL de alimento
Acercla 1000-3000
Nabo 100-150
Morango Y
Laranja (suco) 40-70
Lim#o (suco) 40-60
Fruta de Conde 34
Ervilha-Verde (cozida) 2
Espinafre (cozido) 28
Tomate 20-30
Brécolis (cozido) ' 90-115
Brécolis 115
Mags 3-10
Cebola 18
Abacate 14
Bazana 11
Uva 4
Couve (pozida) 7693
Couve-flor , 7
Melso 29




Substdncias de Interesse Biolégico: O Acido L-Ascérbico 5
B e =

L1.1 Métodos de Determinagdo do Acido L-Ascérbico

Existe uma variedade de métodos desenvolvidos para a determina¢fio do acido ascérbico, tais
como: titulagio com 2,6-diclorofenol-indofenol, 2 4-dinitrofenilhidrazina ou iodoP?%
espectrofotometria com e sem a adigio de reagentes cromogénicos?™7, HPLCP4
potenciometrial®*, voltametria¥** ¢ amperometria®. Contudo, tais técnicas ainda
apresentam algumas limitac3es. Nas titulagSes, dificuldades sio encontradas com amostras coloridas
quando a detecgdo do ponto final € visual e, no caso das titulagdes potenciométricas, problemas
podem ocorrer devido a presenga de outras substdncias redutoras, além do icido ascérbico, o que
torna a determinagéio menos seletiva. HPLC apesar de ser um método bem sensivel, utiliza
aparelhagens complexas e de alto custo. Em relagéio aos ISE desenvolvidos até o momento para
acido ascorbico, 0s maiores problemas encontrados foram as dificuldades na construgiio da membrana
sensora, além de uma baixa seletividade. Eletrodos potenciométricos para écido ascorbico baseados
em ftalocianina de cobalto (I) respondem para muitas espécies redox, tais como hidrazina, cisteina,
acido oxdlico, tiosulfato, glicina e iodo. Para suprimir a influéncia destes compostos, uma membrana
de troca iénica como o nafion'*! tem sido muito empregada. Contudo, seu uso aumenta o tempo de
resposta do eletrodo para cerca de 30 min. Voltametria ¢ amperometria apresentam dificuldades com
amostras contendo substincias redox que respondem ao sistema da mesma forma que o dcido
ascorbico, o que exige corre¢des de matriz e o uso de mediadores. A espectrofotometria é o método
instrumental mais comumente usado em laboratério. Reagentes tais como molibdato de aménio,
ferrozina, dentre outros, formam substéncias coloridas com o 4cido ascérbico que absorvem no
visivel, porém, corantes presentes em amostras de alimentos ou mesmo farmacos podem interferir,
sendo necessério freqiientemente um pré-tratamento. A espectrofotometria no UV também é muito
utilizada, no entante, muitas substincias presentes como ingredientes na maioria das formula¢des de
firmacos, as quais tém um grupo croméforo, como a ligagio C=C ou estrutura benzeno6ide, também
absorvem nesta regifo do UV, havendo necessidade de corrigir os efeitos da matriz®”),

1.1.2 Estabilidade do Acido L-Ascérbico

O 4cido ascdrbico € bem estavel na forma sélida, mas suas solugdes s#o facilmente oxidadas pelo
oxigénio dissolvido, de acordo com a equaco™!:

HO OH 0 0
u_3 2
6 s +120, ——= H + H,0 (LD
HOCH,—C 4707170 HOCH,—C, 0 Yo
HO' H HO' H

Acido ascérbico Acido dehidroascérbico
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Algunsfalsomsmﬂmncmestam msoomoatemperamra,aluz,oso!vmte opHefons |
metdlicos (Cu™, Ag'* e Fe™)5154, A maior estabilidade do dcido ascérbico em soluglio aquosa,
mpHahamodedms,devrdoad:ﬁmﬂdadedeh:dréhsedoanelhcmm

1121 Dissocispdo do Acide L-Ascirbico

O écido ascorbico tem sua acidez. devida a jonizagfio do grupo enol do &tomo de C° (Eq. L1),
oude o primeiro pK, vale 4,17 e 0 segundo 11,57 (C*)P1, A dissociagSo do 4cido ascorbico influencia
na estabilidade das solugdes aquoses. Os equilfbrios de dissociagio em funclio do pH estio
apresentados na Fig. 1.2.

04 % %
o,a -
fon
Acido Ascirbico foa Monosscobeso Di-ascorbato
0,6 -
s ks, pia,

0.4 -

02

0’0 i 1 1 il i 1 li

2 4 6 8 10 12 14
pH

Fig. 1.2 meénm(a)demmpmmsohﬂomm
fimglio do pH.

Nomanuwodassoluqﬂ&saquosasdeécidoascorbwo é recomendivel que estas sejam
preparadasmnéguademmzadaeempﬂmmorqmdms@) Um estudo da influéncia da dissociaciio
Mmmmmmmmemmcmoa.meamw estd
apresentado no Apéndice 1.
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12 O Acido Urico

O organismo do ser vivo € constituido de nucleotideos e 4cidos nucleicos que séo biomoléculas
que possuem bases nitrogenadas heterociclicas como principal componente de suas estruturas!l, Os
nucleotideos s@o intermediérios essenciais em quase todos os processos do metabolismo celular,
_enquanto que os &cidos nucleicos sdo os elementos da hereditariedade e as substéncias responsaveis
pela transferéncia da informagfio genética. Analogamente as proteinas, que sfo polimeros de
aminoécidos, os dcidos nucleicos séo cadeias poliméricas de nucleotideos, sendo 0 DNA e 0 RNA,
duas espécies basicas. A completa hidrélise dos dcidos nucleicos liberam bases nitrogenadas, as quais
s3o denominadas de pirimidinicas e purinicas (Fig. 1.3).

A . B
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Fig. 1.3 Anel: A. Pirimidinico ¢ B. Purinico.

Alguns exemplos de bases pirimidinicas s3o a citosina, o uracil e a timina, enquanto que a adenina,
a xantina e o 4cido urico s3o bons exemplos de bases purinicas.

O é4cido trico ndo se forma diretamente pela sintese de moléculas menores. Ele é produzido
durante o catabolismo (degradacfio) das bases purinicas (Fig 1.4), como resultado da oxidagéio da
hipoxantina e da xantina pela enzima xantina oxidase. Diferente do que ocorre nos primatas, a maior
parte dos mamiferos converte de 80% a 98% do éacido vrico produzido no organismo em alantoina,
o qual se forma no figado pela ac¢io da enzima uricase. O grau de oxidagéio do 4cido irico no
organismo animal é expresso pelo indice uricolitico, e equivale a razio entre o nitrogénio proveniente
da alantoina e o0 da soma deste tltimo com o nitrogénio do 4cido trico®.

‘Os estudos fisiol6gicos da uricélisis mostram que, dependendo das condi¢des do meio, um mesmo
o6rgéo pode converter e recuperar o acido vrico previamente degradado. Alguns pesquisadores tém
demonstrado que um extrato de figado pode decompor o 4cido virico in vifro e recompd-lo na
auséncia de oxigénio. A maior parte dos mamiferos, depois da ingestio oral ou injegéo intravenosa
de 4cido nucleico ou bases purinicas, elimina a quase totalidade destes compostos na forma de
alantoina na urina. O homem, ao contrério, somente contém nas mesmas condi¢des uma pequena
fragdo das purinas ingeridas na urina, sendo estas na forma de dcido trico. Isto demonstra, que
fisiologicamente o organismo humano é incapaz de destruir por oxidaco o acido Urico. Alguns
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Fig. 1.4 Catabolismo de diferentes nucleotideos purinicos.

HO,

investigadores consideram que no homem, a diferenca entre a quantidade de purinas ingeridas e a
fragéo eliminada pela urina deve-se a uma etapa onde o 4cido trico é convertido em uréia?!.

O 4cido urico € responsével por algumas desordens clinicas quando os niveis no soro sanguineo
(hiperuricemia) ¢ na urina sfio elevados. A nivel fisiolégico, a concentragiio de 4cido virico em soro
sanguineo se encontra na faixa de 2,7x10* a 4,8x10" mol L' ¢ na urina entre 1,5x10 a 4,4x10" mol
L'P4. Quando acima do nivel fisiol6gico no soro, os cristais de urato de sodio, que sdo pouco
soluveis em 4gua, depositam nas extremidades das articulagbes caracterizando uma enfermidade
conhecida como gota. A gota provoca uma dolorosa inflamag#o, que ocorre mais freqlientemente no
dedo polegar do pé (grande). O 4cido tirico também pode causar danos aos rins e obstrugdo dos
canais urindrios (ureteres) devido a formacgo de célculos ou pedras. A hiperuricemia cronica ocorre
em 3% da populagio, como conseqiiéncia de anormalidades metabélicas devido principalmente a
super-produgéio de nucleotideos purinicos-*,
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1.2.1 Métodos de Determinacio do Acido Urico

A maioria dos métodos desenvolvidos para determinac#o de 4cido trico utilizam acromatografia
liguida e gasosa, seja de alta eficiéncia ou n#0*™ %, Alguns pesquisadores descrevem o uso da
cromatografia liquida usando fase estaciondria de polimetacrilato e HPLC com diluiggo isotopicaf®!
ou fase reversal®’l. Outros métodos desenvolvidos para a determinagdio de 4cido trico baseiam-se no
uso de biossensores amperométricos!® ™, voltamétricos™ ™ e termométricos™, No caso dos
métodos amperométricos ¢ voltamétricos € comum a elaboragio de biossensores, onde a enzima
uricase é imobilizada sobre a superficie de eletrodos de Clarck (sensivel ao oxigénio), pasta de
carbono ou grafite/ep6xi. Assim, o dcido tirico é determinado indiretamente pelo consumo de oxigénio
ou pelo peréxido de hidrogénio produzido na reagfo enzimética. No termométrico € detectada a
variagfio de temperatura devido a reagfio enzimatica, a qual libera cerca de 50 kJ mol™ de calor?™.
Alguns métodos espectrofotométricos também tém sido sugeridos usando UV ou complexos coloridos
de 4cido irico com Fe* e diclorobenzoquinona™. Contudo, a maioria destes métodos utiliza
aparelhagens complexas de alto custo, envolvendo a manipulagfio em muitas etapas com grande
consumo de tempo, além do uso de reagentes toxicos.

Em relag#io aos ISE™™), algumas propostas sugerem o uso de urato de tricaprilil-trimetil-amdnio
(aliquat-urato) associado ou niio com complexos de metal-fenantrolina, onde o metal pode ser Fe*,
Ru*, Ni** ou Cu"*I"™, A principal dificuldade nestes sensores potenciométricos ocorre na preparagéio
do material sensivel.

Em anélises clinicas os métodos mais utilizados sfo o espectrofotométrico™ € o enziméatico™,
No método espectrofotométrico, o principal reagente é o fosfotungstato que, ao ser reduzido pelo
acido trico, produz um composto de coloragio azul.

Ja o método enzimético foi proposto por Bulger e John em 1941®), como um aperfeicoamento
para o método espectrofotométrico. Neste, a enzima uricase era usada em sua forma soltavel para
degradar o 4cido rico aumentando a seletividade. No entanto, vale lembrar que 0 uso de enzimas
na forma solivel torna o método mais dispendioso.

1.2.2 Estabilidade do Acido Urico

O 4cido trico ¢ decomposto em solugfo por sais inorgénicos de metais pesados como ferro,
manganés, cromo ou cobre, Estes compostos podem catalisar a decomposigéo do 4cido urico pelo
oxigénio, sendo esta favorecida em pH alcalino®®*, Durante a oxidagfio do 4cido trico catalisada por
fons Cu®, este se decompde cerca de 80% em 30 min a 38 °C ([Acido Urico] = 2x10* mol L e
[Cu™] = 1x10"* mol L"), As solugdes de dcido tirico também podem sofrer fotodegradagéio por
radiag8o UV, onde neste processo ele se degrada cerca de 84% em duas horas a 30 °C™4,
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No processo de decomposigio do 4cido trico pelo oxigénio em meio alcalino e aquoso, o qual
¢ catalisado por jons metdlicos ocotre a formagfo de alantoina e bicarbonato (Eq. 1.2). No entanto,
quando no meio existe a presenca do &nion borato, pode haver a formagfio de uréia e do fon
aloxanato™,

(Forma endlica)

Oﬂ'oullzo
)::;[ % o o N,H +HCOy +H,0; (1.2)

H»«&

Acido tirico
1.2.2.1 Dissociagdo do Acido Urico

O 4cido trico apresenta duas constantes de acidez, onde o primeiro pK, vale 5,4 ¢ o segundo
- 11,3¥4. Os equilibrios de dissociagfio em funglio do pH estéio apresentados na Fig. 1.5.

Da mesma forma que ocorre com o fon ascorbato, o fon urato sofre autoxidag#io em meio aquoso
alcalino. Contudo, este processo ¢ lento, nfio sendo observada nenhuma degradagfio num periodo de
30 min a 38 °C®!,

Assim, no manuseio das solugSes aquosas de 4cido drico, & recomendivel que estas sejam
armazenadas & temperatura ambiente ¢ preparadas com égua desionizada em pH maior que onze (11),
uma vez que abaixo de pH oito (8), o 4cido drico é muito pouco soltivel.

i %
/ \ fon
fon Monoarato Di-ursto
e, s,
\ I I.IO 1 112 I 14

T
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Fig. 1.5 FragBes tedricas () de écido drico presentes em solugfio
aquosa como funclio do pH.
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L3 A Uréia

A uréia é o produto final do metabolismo dos protideos, nos mamiferos, anfibios e alguns peixes.
A quantidade de uréia excretada depende da alimentagéio, sendo mais elevada quando esta é ricaem
proteinas®l. Varias experiéncias feitas in vifro e in vivo demonstraram que a uréia se forma
exclusivamente no figado™#, sendo o processo metabélico dependente da enzima arginase, que
hidrolisa 0 amino4cido arginina em uréia e ornitina"*® (Fig. 1.6). O ciclo da uréia est4 associado a
outros ciclos metabdlicos, como o do dcido citrico. No ciclo do 4cido citrico, o fumarato produzido
pela acfio da enzima arginina succinase sobre o succinato de arginina (Fig. 1.6, reacfio 3) ¢
transformado em malato, o qual ¢ oxidado para oxaloacetato. O oxaloacetato pode sofrer aminaco
para formar aspartato ou conversdo para fosfoenolpiruvato, participando entfio, da gliconeogenesis
(processo de sintese da glicose através de precursores que n#o sejam carboidratos, tais como o
piruvato e o lactato, o qual ocorre quando o organismo ndo recebe glicose na sua dieta alimentar),

A sintese da uréia foi primeiramente realizada por Friedrich Woller, em 1828, a partir da
evaporag#io de uma solugfio do sal inorgénico cianato de aménio. Este acontecimento, compreende
um dos maiores marcos na histéria da Quimica, uma vez que tal descoberta acabou com o0 dogma que
estabelecia que as substincias orginicas eram provenientes somente da matéria viva ¢ as
inorginicas da matéria inanimada. Os experimentos de Woller mostraram a possibilidade de
interconversfio de compostos inorgénicos em orgénicos, mostrando que as substéncias na natureza
estéo sujeitas aos mesmos principios quimicos®,

A uréia ¢ bastante estivel em solucio e possui grande significado clinico, pois serve como
diagnéstico e progndstico de processos renais ¢ de depuraciio plasmitica. A producfio de uréia
constitui um processo de desintoxicagio do organismo assegurando a excrecéo de forma indcua, da
maior parte do nitrogénio (N) liberado do catabolismo das proteinas, uma vez que uma concentracéio
de 5 mg de N por 100 mL de sangue, na forma de am{nia, € mortal para o ser vivo. A nivel fisiolégico
‘a concentragiio de uréia em soro sanguineo se encontra na faixa de 1,1x10% a 1,4x102mol L' e na
urina entre 4,2x107 a 7,1x10™ mol L4,

1.3.1 M¢étodos de Determinacio da Uréia

Virias metodologias foram desenvolvidas para a determinacfio de uréia, algumas delas estiio
baseadas em reagdes de formagio de compostos pouco soltveis, como a dixantil uréia, no método
gravimétrico™ ou em reag8es com formag#io de compostos que absorvem naregifio do visfvel, como
o complexo entre diacetil e uréia (diazina) de coloragdio amarela, no método espectrofotométrico®™®,
Contudo, a maioria dos métodos desenvolvidos estdo baseados em medidas indiretas, nos quais
monitoram os produtos da reagBo enzimitica entre uréia ¢ urease. Dentre eles tem-se, o
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Fig. 1.6 Esquema das reagBes presentes no ciclo da uréia. 1. Transferéncia do grupo carbamoil do fosfato de
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citrulina € ativado pela reagio com ATP dando o intermedigrio citrulina-AMP; 2b. O AMP é deslocado
peloaspuMo,oquﬂéﬁgadomcwbomdacimﬂhaﬁaogmpoaamino.Asduasempasda reagiio 2
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3. Arginina e fumarato s¥o produzidos pela acfio da enzima arginina succinase no succinato de arginina;
tAhid:ﬁlisedaargininapelaarginaseproduzomiﬁmeméia,completandoociclo.Adaptadoda
referéncia [1].
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condutimétrico que monitora o aumento da condutividade da 4gua devido a formacéio de bicarbonato
de am6nio® ou os espectrofotométricos baseados na reagdo da aménia entre compostos como
tetraiodomercurato de potassio (reagente de Nessler)®™ ™, fenol (reagio de Berthelot)®™ ou
ninhidrina®™, os quais formam produtos de reagfic que absorvem a 436, 560 ¢ 570 nm,
respectivamente. As reagdes que ocorrem nestes métodos espectrofotométricos s3o:

2 Koftiglil(aq.) + 2 NHs(aq.) === NHHgl3(aq.) + 4 Kl(aq.) + NHal(aq.)(1.3)

(amarelo)
OH
NeClOOH- O OH
2 + NHj@q) =—= 14
Azul de Indofenol
0O 0 8
OH
NHs(aq) + 2 % - . %N (L.5)
OH H
._/

Em relagéio aos métodos eletroquimicos, a maior parte deles combina a especificidade enzimédtica
com a seletividade potenciométrica, onde 0 aumento na concentracfio de ions aménio, bicarbonato
e hidroxila podem ser detectados por ISE sensiveis para os fons amdnioP** e bicarbonato!™!, gases
como amdnia®*! e pH, como os eletrodos de membrana de vidrot'™l, éxido metalicol'®1® ¢
polipirrol'®, Algumas destas metodologias potenciométricas vem sendo associadas 3 técnicas
dindmicas de anélise, como injegio em fluxo (FIA)P%1%l ¢ segilencial (SIA)*), onde bons resultados
tém sido obtidos na determinacgéio de uréia.
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A Potenciometria e os ISE Desenvolvidos

potenciometria é uma técnica bem conhecida dos quimicos, sendo os ISE, somente uma
pequena parte deste campo da eletroanalitica. A base da potenciometria foi estabelecida em

1888 por Nernst, descrevendo a origem do potencial de eletrodo entre um metal ¢ uma
solucdo contendo ions deste metal, e o potencial redox entre um metal inerte € uma solugio contendo
um sistema redox’l, O primeiro sensor potenciométrico utilizado para medida da acidez de solugdes
aquosas foi o eletrodo de hidrogénie. Ele foi proposto por Nernst em 1897P, mas devido 4 sua
complexidade néo tinha finalidade prética. Em 1906, Cremer'™ desenvolveu o eletrodo de vidro para
as medidas de acidez, sendo posteriormente aperfeicoado por Haber e Klemensiewicz!l. Em 1909,
Sorensen definiu a escala de pH, devido anecessidade de determinar a influéncia da acidez sobre uma
série dereagdes enziméticas'™. Quase a0 mesmo tempo, em 1935, as empresas Beckman e Radiometer
comercializaram, o primeiro medidor de pH!®™, provavelmente, inspiradas no trabalho de Elder e
Wright®® sobre medidas de pH com eletrodo de vidro e potencidmetro de tubo a vécuo. A cooperagéio
entre industria ¢ academia contribuiu para desenvolvimento da potenciometria, tornando-a uma
técnica consagrada ¢ focada na medida de pHP\. Apesar de a potenciometria ter surgido no fim do
século XTIX, a era de ouro dos ISE ocorreu a partir de 1957, com os trabalhos teéricos de Eisenman
¢ Nikolski'®", A primeira grande revolugao na construgiio dos ISE pode ser atribuida a Rosst*14,
Em 1966, trabalhando para a empresa Orion, ele propds um novo conceito de eletrodo para célcio,
o0 de membrana liquida, e posteriormente desenvolveu em conjunto com Frant'™, o que seria um dos
ISE mais empregados mundialmente até hoje depois do eletrodo de vidro, o eletrodo de fluoreto a
base de cristal de LaF,. Concomitantemente, Stefanac e Simon*! descobriram a possibilidade de
utilizar polipeptideos como materiais eletroativos, denominados de carregadores neutros, sendo o mais
utilizado, a valinomicina para a elaboragdo do ISE de potéssio. A segunda revolug#o ocorreu em
1970, na Inglaterra, com Moody, Oke ¢ Thomas''”, que usaram pela primeira vez, eletrodos de
membrana liquida & base do polimero PVC. A introducio de PVC como material de membrana
simplificou muito a construg@o dos ISE. A importéncia destes trabalhos € demonstrada pelo fato de
que o ISE-K baseado em valinomicina e matriz de PVC ¢ atualmente, utilizado em quase todos os
analisadores clinicos comercializados®. Dentro desde contexto, a invengo do ISE-Enzimético™,
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causou a terceira grande revolugfo nos ISE, permitindo que os sensores potenciométricos pudessem
ser utilizados na medida de substincias biol6gicas ndo inicas. Estes dispositivos, comumente
designados como biossensores, se baseiam na imobilizagfo de um material biologicamente ativo, em
geral enzimas, sobre a superficie de um transdutor, neste caso, um ISE que responda para a espécie
formada na reacfio enzimética. Finalmente, pode-se considerar que a ultima revolugio dos ISE
ocorreu com o desenvolvimento do transistor de efeito de campo sensivel a ion (ISFET)!L A
importincia dos ISFET pode ser atribuida a sua capacidade de miniaturizag#io € a possibilidade de usar
os processos da microeletronica na sua microfabricagfio. Isto permitiria a produgfio em massa destes
sensores, os quais poderiam ser empregados na monitoracio de espécies de interesse in vivo?%, Uma
cronologia do desenvolvimento dos eletrodos fon-seletivo estd apresentada na Fig. 2.1.

T =

CLARK & LYONS
sroma (Pornecia squvaes )
POTRNCIAL ¥ .
Dorousy FARR-LIMTTR ELATRO0DO
( EITRODOVERO | 'vmr"
FEMERANA FERMEANT.
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RO & FRA
HLETRCDOF)

Fig.2.1 Cronologia dodesenvolvimento da potenciometria e dos eletrodos fon-seletivo.

A histéria da potenciometria e dos ISE é bem mais ampla do que aqui abordada, maiores detalhes
podem ser obtidos nos artigos de Janata®, Thomas™!, Frant®®, Ruzicka™ e Pungor’® ou em
monografias®®® sobre o assunto.

E interessante observar, que durante quase um século desde o aparecimento do eletrodo de
vidro®!, surgiram muitas controvérsias para se explicar o mecanismo de funcionamento dos ISE
baseados em membranas, Inicialmente, o mecanismo mais difundido era aquele baseado no potencial
de Donnan®®, onde uma distribuicéo desigual de fons entre duas fases separadas por uma membrana
semi-permeével ocorria quando os ions eram capazes de permear a membrana, provocando assim, um
equilibrio eletroquimico € conseqiientemente, um potencial elétrico era estabelecido entre os dois
lados da membrana. Contudo, o mecanismo mais difundido foi o baseado na teoria de troca iOnica
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entre os jons Na" na camada de gel da membrana de vidro com os jons H' na solugzo™ ), Em
1935/36, Teorell®™, Meyer e Sievers®™ provaram que o mecanismo de troca idnica no poderia
explicar o desenvolvimento do potencial num ISE, e propuseram o potencial de fase-limite (boundary-
Dpotential). No entanto, eles mantiveram os conceitos tericos de membrana porosa contendo cargas
em sitios fixos. Posteriormente, Pungor e T6thP! assumiram que o potencial se desenvolvia somente
na superficie do eletrodo. Atualmente, o conceito da dupla-camada elétrica e duplo capacitor, com
énfase na interface eletrodo-solug3o tem sido a proposta mais recente para explicar o desenvolvimento
do potencial elétrico nos ISEP, Assim, os principios basicos de funcionamento de um ISE estdio
diretamente associados com o que ocorre na interface eletrodo-solugéio.

2.1 A Interface Eletrodo-solucio

Osmodelos de interface eletrodo-soluglio foram inicialmente desenvolvidos paracompreender 0s
Pprocessos que ocorrem nas técnicas voltamétricas, onde o- potencial é aplicado a0 eletrodo de
trabatho. A constante de proporcionalidade entre o potencial aplicado e a carga devida as espécies
ordenadas na regifio interfacial na solugfio € a capacitincia desta camada. Esta constante pode ser
medida por técnicas de impedéncia, mas no inicio era feita por eletrocapilaridade, essenciatmente
desenvolvida para o eletrodo de merctirio e baseada na medida da tensso superficial. Os resultados
obndoswmastécmcasdeekm“mlmdadeapheadamebmdodemewmofomasmm
aehbmagﬁo&smmemsmddos&énmsqm&nﬁvammevaascmasdecapacxﬁncm&faemd
em ﬁmc,ﬁodopﬂenmalaphcadoparadxfemnteswmen&aqﬁesdeelenﬁhw(NaF)easdetensao
superficial em fung8o da variagiio de potencial.

O primeiro modelo para descrever o comportamento na interface eletrodo-solugéio foi sugerido
por HelmholtzF**4. Nele as cargas positivas e negativas estavam ordenada de um modo rigido nos
dois lados da interface, o que deu origem & designacgo de camada compacta. Este modelo também
foi desenvolvido paralelamente por Perrin, e sua andlise ¢ comparivel ao funcionamento de um
capacitor de placas paralelas. No entanto, este modelo n#o levava em considerago as interagdes que
morﬁamalém&prhneiracamadadeionsadsonddasen&opreviaavaﬁagﬁodacapacit&ncia
diferencial (C,) com o potencial, nem a dependéncia do potencial com a concentragiio™. Entre 1910
e 1913, Gouy e Chapman®**") desenvolveram independentemente, um modelo de dupla camada onde
consideravam que o potencial e a concentragio influenciavam acapacitincia da dupla camada, assim,
esta néo seria compacta como na descri¢@o de Helmholtz-Perrin, mas de espessura varidvel, estando
0s ions livres para se movimentarem. No entanto, este modelo, denominado de carga-difusa, apesar
de nfio explicar integralmente os dados experimentais, foi a primeira contribui¢io na qual todos os
aspectos essenciais da interface eletrodo-solugo foram considerados. Em 1924, Stern™ combinou
o modelo proposto por Helmholtz-Perrin, da camada compacta de fons com o de Gouy-Chapman,
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onde os ions estio dispersos na solugéio como uma nuvem em desordem térmica. As equagdes que
descrevem o modelo misto envolvem contribui¢des individuais dos modelos de Helmholtz-Perrin e
Gouy-Chapman. Considerando inicialmente, a regifio linear devida a Helmholtz-Perrin, tem-se pela

~ equag#io de Lippman, que relaciona a tensfo superficial () e as mudangas de potencial na interface
O

%z-QM=qS (21)

onde q ¢ a carga no metal () e na solugdo (S).
Levando-se em conta que o potencial num capacitor de placas paralelas ¢ dado por™:

af= =-dg 0

onde d e A sio a disténcia entre as placas e a drea das mesmas, respectivamente; q a carga do
capacitor ¢ € € a constante de permissividade do material entre as placas (Faraday m™ ou C*N"'m™?).

~ Logo, admitindo-se a equivaléncia entre a interface eletrificada na dupla camada e a teoria
eletrostatica para os capacitores de placas paralelas, pode-se postutar o modelo de Helmholtz-Perrin.
Substituindo na Eq. 2.1 para uma variag#o de potencial num determinado instante, e integrando, tem-
se:

d (o d 1
far=-T[aday @3 - rrae=-=2g, @4)

Quando a carga no metal ¢ igual a zero, a tensfio superficial ¢ méxima e ent3o esta varia com o
potencial de acordo comP:

d1 Ae 1,

sendo a Eq. 2.6 obtida da substitui¢io de 2.2 em 2.5.
Como conseqliéncia do modelo de Gouy-Chapman, a carga na solugfo no modelo de Stern é dada

Is=qw+qe (2.7)

onde g, € a carga na solug#io, gy € a carga devida ao modelo de Helmholtz-Perrin € g4 € a carga
devida ao modelo de Gouy-Chapman.



Isto implica em dois potenciais, o primeiro devido ao metal ( g,,) € a0 plano de Helmholtz-Perrin (¢g),
¢ o segundo potencial devido a carga na solugéio (@;). De maneira geral seria:

b= 0s= (B —bpp)+ (Bip — 65) (28)

A disting8o entre (¢, -d.p) € (§yr -@c) € a sintese dos modelos da camada compacta com o da difusa.
. Assim, no modelo de Stern, a variag#o de potencial que cruza uma interface, consiste de duas regides,
uma linear correspondente aos fons em contato com o eletrodo (¢,,-@,) ¢ uma exponencial (@~ ¢),
correspondendo aos fons que sofrem a influéncia combinada da forga elétrica ordenada com a
desordem das forgas térmicas®**, Porém, outra conseqiiéncia do modelo de Stern é que a interface
eletrificada & equivalente a dois capacitores em série. Logo a capaciténcia diferencial é dada por™®:
LI S S T 7 1
¢ G G P TG T e J26,8,2¢n° | k,T) cosh(ze,4, /2k,T)

(210)

onde €, é a constante de permissividade relativa que € suposto nfio variar com a disténcia e g,
constante de permissividade no vécuo e vale 8,85x102 Fm'!; x,, é a distdncia de aproximac3o méxima
dascmgas,asquaisporseremmmdascomocargaspoMuaismnespondemaoraio iénico; zé a
carga do fon; e, é a carga do elétron; n° é'a concentragio numérica de ions no imterior da
soluclio; k; € a constante de Boltzman (1,38%x107 J K*); T a temperatura (K); ¢, € o potencial
quando a disténcia entre a interface eletrodo-soluggio ¢ zero.

Assim, a variagfio da capacitincia diferencial com o potencial obedece a dois casos:

e Proximode E, Cp>>>Cyre Cy = Cyes
e Afastadode E,, Cpp <<<Cpre C; = Cy.
sendo que E, € o potencial quando a carga é zero.

Para o caso de solugdes concentradas, a capacitincia da interface ¢ efetivamente igual a
capacitincia prevista pelo modelo de Helmholtz-Perrin (C,i; ). Isto significa que amhiorparte dacarga
na solug#o estd comprimida dentro do plano de Helmholtz-Perrin, ou seja, pouca carga estd dispersa
na solugio concentrada. Quando a soluggio ¢ diluida (concentragfio baixa) a capaciténcia torna-se
essencialmente devida ao modelo proposto por Gouy-Chapman, onde a carga dispersa na solugfio
sofre influéncia simuitfiinea das forcas elétricas e térmicas. Contudo, 0 modelo de Stern, nada mais ¢
que uma considerac#o dos modelos da camada compacta e difusa, sendo uma boa aproximacfio para
o eletrodo de merciirio, porém, ele ndo previa o comportamento de outros eletrodos, principalmente
os s6lidos®?, além de niio levar em consideragfio a influéncia das moléculas do solventeP*l. Qutro
modelo foi entfio proposto em 1947, por Grahame™!. Este modelo era constituido de trés regies e
a principal diferenca entre ele e o anterior é a adsorg#o especifica. Um ion especificamente adsorvido
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perde sua solvatacfio aproximando-se mais da superficie do eletrodo. Além disso, o fon pode ter a
mesma carga do eletrodo ou oposta, mas a interagio & forte. Baseado neste modelo, Bockris,
Devanathan e Milller'*” propuseram um modelo mais preciso. Em solventes dipolares, como a 4gua,
existe uma interagdo entre eletrodos e dipolos. Um fato que corrobora isto, € que a concentraglio do -
solvente ¢ muito maior que aconcentragfio do soluto. No caso da 4gua, a concentrag8o éde 55,5 mol
L. Este modelo mostra a predominéncia de moléculas da 4gua préximo 2 interface eletrodo-solugsio
(Fig. 2.2). Os dipolos se orientam de acordo com a carga do eletrodo, formando uma camada com
os fons adsorvidos. Considerando o eletrodo como um “fon gigante”, as moléculas do solvente
formam a sua primeira camada no plano interior de Helmholtz (IHP), que é o plano passando através
dos dipolos e dos ions especificamente adsorvidos no eletrodo. O plano exterior de Helmholtz (OHP)
refere-se a adsorgdo de fons solvatados, que seria devido a uma segunda camada de solvatagio e fora
dmteviriaacamadadiﬁ:sa.N&stemodelofoi-deﬁnidoumnovoplano,odecisalhamento,quepodeﬁa
coincidir ou nfio com o OHP. Este plano, importante na compreensio dos efeitos electrocinéticos
limita a regido onde a fixac#io rigida de fons devido  carga do eletrodo pira de operar. O potencial
deste plano. ¢ denominado de zeta ou eletrocinético (£).

Fig. 2.2 A. Modelo de Bockis et al. para representar a dupla camada, com a
dism‘b!ﬁqiodosionsemolémﬂasdosolvm(osﬁnbolo@reprﬁmtaa
molécula de dgua); B. Variagiio do potencial eletrostitico em funglio da
distncia ao-eletrodo. Adaptado da referéncia [32].

‘Os modelos apresentados anteriormente dfio énfase as considerages eletrostéticas, no entanto,
0s mais recentes levam também em consideragfio a distribuic3o eletrénica do atomo no eletrodo,
relacionando com a sua funcéo trabatho. Modelos deste tipo foram primeiro desenvolvidos por
Damaskin e Frumkin!*!! ¢ s6 foram possiveis depois de uma série de estudos com eletrodos sélidos.
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Por outro 1ado, a regifio interfacial de um metal até o IHP tem sido considerada como um capacitor
eletrdnico molecular®? ¢ este modelo tem explicado muitos resultados experimentais. Outro modelo
importante & o de “Jellium”, onde os defeitos da face cristalogrifica ¢ a diferenca entre metais
demonstram que o decaimento de todo o potencial a partir da interface eletrodo-solug8o para o
interior da soluc#o esté incorreto. O potencial comega a decair ainda no interior do eletrodo ¢ reflete
o fato de os elétrons do s6lido penetrarem uma pequena disténcia na solucfio devido as propriedades
ondulatérias do elétron. Neste modelo, o potencial de Galvani ou elétrico interior (g) e o potencial
de Volia ou elétrico exterior (¥), que € o potencial fora da distribuigiio eletrénica do eletrodo (= no
THP 3 10 cm da superficie) sdo distintos um do outro. A diferenga entre estes potenciais é o potencial
de superficie (x)**. Recentemente, Gonzalez e Sanz!*®! propuseram uma nova teoria sobre a camada
difusa levando em considerago os potenciais quimicos das espécies ibnicas na solug3o. Damaskin e
Grafov!®! testaram esta nova feoria com os dados experimentais obtidos para capacitincia do
eletrodo de merciirio em solugdes aquosas de sulfato de s6dio ou lanténio, e os dados concordaram
melhor com 0 novo modelo do que 0 proposto por Gouy-Chapman-Grahame-Bockris.

O conceito da estrutura da dupla camada ainda no esté bem estabelecido e virios estudos vém
sendo realizados para compreendé-1a4*%, Brett et al.P? descrevem as técnicas espectroscdpicas in
situ, como infravermetho ¢ Raman, como as principais técnicas que podem contribuir para uma methor
compreensdo da interface eletrodo-soluggio. Por outro lado, vérios pesquisadores tém estudado ISE
de estado s6lido e com trocadores i6nicos ou preparados 3 partir de carregadores neutros (ionéforos)
incorporados em matriz de PVC com plastificante, através de técnicas de impedéncial®*!, Estas
medidas revelaram primeiramente a resisténcia devido ao tamanho do eletrodo e a capacitincia da
membrana. Outras técnicas de perturbagfio elétrica tém sido utilizadas para estudar os ISE, como a
cronopotenciometria®** e cronoamperometria'®>*), esta tiltima principalmente para investigar as
membranas preparadas com PVC e plastificante, enquanto que a voltametria ciclica tem sido muito
empregada nos estudos de transferéncia iGnica interfacial por carregadores neutros™), Estudos mais
recentes levam em consideragfo a teoria aplicada aos semicondutorest?, onde circuitos eletrdnicos
equivalentes tém sido propostos para interpretar a interface de ISE elaborados em semicondutores,
como por exemplo, para fons potéissio, baseados em valinomicina-platificante-PVC recobrindo
eletrodos de Si com finas camadas de Si,N,/Si0,/®l. A técnica de perturbacio da concentracdo,
denominada de medida do tempo de resposta, também tém sido muito empregada nos estudos com
ISEIS!-3),

2.2 A Medida de Potencial

O método potenciométrico envolve a medida do potencial elétrico relativo deéenvolvido na
interface entre dois eletrodos e uma solugéio. A medida deste € feita quase na auséncia de corrente
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elétrica, através de um sistema de interfaces ou célula eletroquimica, sendo esta composta de dois
eletrodos, um de referéncia ¢ um indicador (sensivel 4 espécie de interesse), os quais s&o imersos na
solucéio amostra. Na pritica, niio ¢ possfvel medir a diferenca de potencial (ddp) absoluta que cruza
uma interface eletrodo-soluglio e somente a ddp relativa, pois o processo por si mesmo, isto , a
imers#io do eletrodo na solugo, introduz diferencas de potencial, as quais s#o também medidas. Estas
diferencas de potenciais podem ser atribuidas ao potencial de juncgo liquida que ocorre nas interfaces
com concentrag3es diferentes de eletr6lito de mesma natureza. Por exemplo, no caso de duas solugdes
de HCl, uma 0,1 ¢ a outra 0,01 mol L™, separadas por uma membrana porosa, haverd tendéncia de
difusio dos fons H* e CI' da solugfio mais concentrada para a mais diluida. Como a mobilidade dos
fons H' é cerca de cinco vezes maior que a dos fons CI, eles se difundem mais rapidamente, fazendo
com que a transferéncia de cargas da solugfio mais concentrada para a mais diluida resulte no
aparecimento de um potencial de jun¢dio da ordem de + 40 mV. Dai a necessidade das medidas
potenciométricas serem realizadas com um eletrodo de referéncia, onde s#io em geral, preenchidos
com solugéio de KCl saturado (4,2 mol L™ a 25 °C), pois a mobilidade dos ions cloreto é apenas
ligeiramente maior do que a dos jons petéssio e assim, o potencial de jung3o é apenas da ordem de
-1 mV. Qutro fator € o potencial de assimetria devido a irregularidade na constru¢io da membrana!®4,

A medida de potencial nfio pode ser realizada com simples voltimetros, Estes apareihos drenam
uma quantidade de corrente substancial (=1 mA), e desde que o potencial na interface depende da
corrente que passa através dela, esta situagdio pode originar reagdes quimicas na superficie do
eletrodo, onde a utilizagio do instrumento afeta e muda a quantidade que est4 sendo medida. Esta
medida ¢ entlio realizada com milivoltimetros que apresentam uma alta impedéincia de entrada e
requerem por isto, correntes da ordem de 1072 A. Alternativamente, um simples circuito de
compensagio, um galvandmetro ligado em séric com umaresisténcia elevada (= 1 M(2), também pode
serutilizado na medida do potencial de células eletroquimicas com eletrodos ion-seletivo. Neste caso
o potencial da cela eletroquimica ¢ balanceado contra uma fonte de potencial externa até que a
corrente que atravessa o galvandmetro seja nula's¥,

O equipamento utilizado para realizar a medida de potencial (Fig. 2.3) ¢ denominado de
potencidémetro ou de maneira mais atual, analisador de fons. Ele permite que as medidas sejam feitas
na escala de milivoits (mV), em pX (-log da atividade de um fon), ou ainda em unidades de
concentracio, apds a devida calibraggo.

O potencial mensurdvel ¢ composto de vérios componentes e esquematicamente pode ser
representado como:

‘ Eletrodo A / cletrilite 1 // eletrélito 2 / Eletredo B

) Eiml E Em‘l‘
A s ————————
E = K. *+ E, - Er

]

onde, E € o potencial medido, E,,, € o potencial do eletrodo indicador, E; é o potencial de difusfo da
juncdo liquida e E ;€ o potencial do eletrodo de referéncia.
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Fig. 2.3 Circuito de um tipico analisador de fons. I__ é a corrente
enviada pelo amplificador operacional. Quando R>>R,,
Lex=10""2 A, e pela Lei de Ohm o V=102 A X 10°Q =
10 V=0,1 mV.

2.2.1 Os Eletrodos de Referéncia

A medida potenciométrica sempre ¢ feita com dois eletrodos, sendo que um deles, deve manter
um potencial constante e estivel em fungéio do tempo, independente das propriedades da solugiio no
qual estd imerso. Este eletrodo ¢ denominado de referéncia, o qual seréd sempre o fator de comparacdo
do eletrodo indicador. Os dois eletrodos mais utilizados como referéncia sfo o de calomelano
saturado ¢ o de Ag/AgCl. Na construgéio do eletrodo de calomelano ¢ adicionado uma quantidade de
cloreto mercuroso ¢ no de Ag/AgCl, cloreto de prata, para manter o eletrélito saturado, aumentando
assim o tempo de vida destes eletrodos. O eletrodo de Ag/AgCl apresenta algumas vantagens em
relagdo ao de calomelano, como baixa histerese e pequeno coeficiente de temperatura. O eletrodo de
calomelano saturado, bem como o de Ag/AgCl respondem a atividade do ion cloreto. Assim, quando
estes eletrodos sfo utilizados em medidas em que o fon cloreto do eletrélito pode interferir, uma ponte
salina com uma solugo que nfio apresente problemas de interferéncia pode ser usada ou um eletrodo
de dupla-jungdo. Entretanto deve-se tomar o cuidado para que o potencial de jun¢éio n#o seja critico
para as medidas, de modo que este potencial de difusio deva ser mantido o menor possivel e
constante.

2.2.2 Os Eletrodos Indicadores

O eletrodo indicador geralmente interage com uma dada espécie, desenvolvendo um potencial de
interface, que reflete a sua atividade (concentragfio). Em potenciometria é desejavel que o eletrodo
indicador responda de maneira seletiva a uma determinada espécie e que outros compostos niio
interfiram na medida. Estes eletrodos s#o normalmente chamados de fon-seletivo. Na atualidade, os
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mais diversos tipos de eletrodos podem ser encontrados para uma grande variedade de espécies, mas
existem alguns que se destacam pelo seu grande emprego como os ¢letrodos de fluoreto, célcio,
potéssio, o de platina e o de vidro. Os eletrodos indicadores sfio classificados em dois grupos: os
eletrodos metdlicos, que podem ser de 1’ classe, 2 classe ou inerte para sistemas redox e os de
membrana.

O potencial do eletrodo indicador € dependente da atividade ou concentracéio efetiva do ion de
interesse. A relaco matemética entre a atividade do ion na solugfio e o potencial desenvolvido no ISE
€ definida pela equagfio de Nernst.

2221 A Equagdo de Nernst: Principios Cinéticos

Agora procurar-se-4 estabelecer as fungdes matematicas que descrevem o método
potenciométrico. As dedugdes a seguir s#o vélidas paraum eletrodo metélico, porém, siio extensiveis
aos eletrodos de membrana. ,

Ao introduzir-se um eletrodo metalico mima solug#o eletrolitica contendo fons deste metal, no
it':st}antedaimerrsﬂoomet}alestzieletricamemteneulro,lamzavcm:p.meacargatomlnometalénula(qM
=0) e também nfio h4 excesso de carga na solugdio (q, = 0). Assim, na interface, a ddp bem como o
campo elétrico sfio nulos, desprezando-se € claro 2 orientaglo preferencial dos dipolos da dgua. A
espontaneidade de uma dada reagfio 4 transferéncia eletrOnica depende do sistema estd em um estado
de equilibrio ou nfio, isto €, para que nfio ocorra transferéncia de carga através da interface, o sistema
deve estar no estado de energia livre minimo, o que comresponde 4 igualdade dos potenciais
eletroquimicos das espécies na solugdo (5) e no eletrodo (¢€) que podem passar através da interface!™:

i), = (@), (211

O potencial eletroquimico ¢ o trabalho total necessério para transportar um mol de uma dada
‘substéncia desde o infinito até um ponto no interior da interface. Ao tratarmos de uma interface
eletrodo-solugio, segundo o modelo de dupla camada elétrica e se a particula em estudo for
carregada, haverd influéncia das cargas positivas e negativas da interface, bem como dos dipolos do
solvente. Logo, o trabalho total executado serd a soma do trabalho elétrico com o quimico, sendo este
ultimo devido as interagdes ion-solvente, ion-ion e solvente-solvente. Entfio, o potencial eletroquimico
da espécie (i) sers™l:

By=p+zFAP (212)
onde A¢ ¢ a diferenca de potencial da interface eletrificada.

Assim, o gradiente de potencial eletroquimico dd origem ao transporte de espécies com carga, por
meio de um mecanismo envolvendo difusfio e condugio dos ions da solucio. Se o campo elétrico é
nulo, a igualdade dos potenciais eletroquimicos resume-se 4 igualdade dos potenciais quimicos, e
estando a interface em equilibrio, os potenciais quimicos da espécie (i) sio iguais em ambos os lados
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dainterface. Seguindo este raciocinio, seré considerado por simplicidade que o fon positivo, A*, move
alguns dngstrons através da dupla camada, vindo da soluglio para a superficie do metal. Nfio &
importante saber se os elétrons movem-se do eletrodo para a interface com a solug3o ou se os fons
carregados movem-se da solugfio para o eletrodo, uma vez que a corrente tem formatmente 0 mesmo
sentido. Embora se trate de um fenémeno eletroquimico, em que a reaglio quimica implica na _
formagéio de um campo elétrico e este influencia a mesma, considerar-se-4 no inicio somente o
processo quimico, sendo posteriormente adicionado o efeito do campo elétrico. A medida que umion
~ se move para a superficie do eletrodo, sua energia potencial varia e a transferéncia de Carga ocorre
depois que o jon positivo vence a energia de ativaclio necesséria. Este mecanismo mostra que a
freqiiéncia ( f ) com que o jon salta a barreira de energia por difusfio, ¢ dada por®:

f= %e*“"‘w (213)
onde k ¢ a constante de Boltzman, / a constante de Planck e AG®, a variag#io de energia livre padriio
necesséria para o ion alcangar a energia de ativagio em campo elétrico nulo.

Ao multiplicarmos esta freqiiéncia pela concentragdo do fon A" (C . ) na interface, obtém-se a
velocidade de reacdo de redugio em um campo elétrico nulo®™¥;

- kT .-
vc=--5‘f-=c4.7e'{”2'y” 214)

A seta sobre v, indica que a reagio é de redugio e o indioec,qmlseu'atade uma reagio quimica em
campo elétrico nulo. Esta expressio pode ser desmembrada em duas partes, uma dependente e outra
independente da concentracdo, de acordo com!*:

V.=kc,. (215
onde ic'c ¢ a constante de velocidade, isto é, a freqiiéncia com que as particulas da solugfio vencem

a barreira de potencial, e C,. o ntimero de espécies existentes em solugfo por unidade de 4rea do
eletrodo.

Logo, no instante da imers#io do eletrodo em uma solugio eletrolitica, embora nfio haja ddp, nem
campo elétrico através da interface, esta pode n3o estar em equilibrio, e entfio, uma reaglio de
transferéncia de carga pode ocorrer. Neste caso, a velocidade da reagfio de transferéncia de carga em
campo elétrico nulo ¢ determinada através de pardmetros cinéticos e quimicos. No entanto, quando
areacfio de transferéncia de elétrons ocorre do eletrodo para espécie ibnica receptora (A*), o eletrodo
adquire uma carga elétrica positiva e a soluglo negativa, dando inicio & interface eletrificada. Esta
separagfio de cargas na interface implica no desenvolvimento de uma ddp e 0 aparecimento de um
campo elétrico. Como o campo elétrico afeta a velocidade do movimento das cargas, a velocidade da
reaglio eletroquimica € afetada pelo campo na interface e a energia quimica transforma-se em
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eletroquimica. Considerando um fon positivo que passa da solugio para o eletrodo, a energia livre de |
ativacfio quimica é dada por®™:

AG®* = AG2*+ fFAS (216)

onde o termo $FA¢$ ¢ devido a energia elétrica, sendo P o fator de simetria (nmero compreendido
entre 0 ¢ 1), AG.” ¢ a energia livre padriio em campo elétrico nulo e BA¢ é a fragio da ddp na dupla
cmnadaemmsmndeapassagemdoimdawaposic&oiﬁddatéomemquemeﬁmgia
ultrapassa a barreira de energia onde a reagfio ocorre espontaneamente.
Assim,avelocidade-déxeduqﬂopodeserescﬁtacomo:

. kT . kT JAEnase, g . M . .
ve= cd+—h—-e_(ﬁéo W RT =.CA+—";-e RT =vce RT =cA+kce RT =(,‘A"_ke (2_17)

onde o indice (¢) indica a influéncia de um campo elétricoe £, aconstante de velocidade da reaciio
életroquimioa.

A velocidade da reagiio eletroquimica representa o mimero de ions-grama que reagem por
segundo atravessando a unidade de drea da interface. Multiplicando esta velocidade, pela carga por
mol, tem-s¢ & densidade de corrente de redugfio (1), ou melhor a quantidade de carga que passa por
unidade de tempo e de 4rea do eletrodo!™l:

- . i
I=9,F=Fc ke & (218)
sendo F a constante de Faraday (96485 Coulombs).

Entdo, a Eq. 2.18 estabelece a relagdo entre campo elétrico e a velocidade de transferéncia de
elétrons através da interface. Sendo esta uma funcsio exponencial, pequenas variagdes no campo da
interface provoca grandes alteragOes no valor de densidade de corrente.

Em eletroquimica, o equilfbrio existente é dindmico, onde os {ons se movem da solugéio para o
eletrodo e no sentido oposto. No incio, a reaggo redox € mais deslocada num sentido ¢ no-equilfbrio
as velocidades direta e reversa s#io iguais. Considerando que as cargas sfio sensiveis a0 movimento
segundo o campo elétrico ou contra ele, se na reagio de redugfo os fons positivos se movem contra
o campo, para 2 reagio reversa (oxidacdo) os ions movem-se com o campo. Logo, tem que se
fomecer energia ao fon positivo para vencer uma ddp (BA¢) no sentido direto, enquanto em termos
elétricos aespécie B (Cp) passa espontancamente gerando uma ddp ([1-B}A¢), na reagdo de oxidago.
Assim, a velocidade de reagio de oxidagio ¢ a densidade de corrente de oxidacho sdo,
respectivamente!®;
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(1-B)FAé

- . U-p)Fa¢

V,= czke ® (2.19) T= Fe,ke ® (220)

'No equilfbrio, as densidades de correntes de oxidagio e redugio se igualam e recebem a mesma
designacfio, isto ¢, densidade de corrente de troca no equilibrio (I,).

Resumindo, no instante da imers8io do eletrodo na solugdo eletrolitica, 0 campo elétrico € nulo,
masamdmdaquearew;ioderedugﬁosepmcma,ongma-seumcampoelétncoquetomaoele&odo
positivo € a solucio negativa na interface. Contudo, ocorre a reaglio reversa, opondo-se a0 aumento
de cargas positivas no eletrodo. Caso nfio exista uma fonte externa de elétrons, atinge-se um
compromisso entre as reagdes de redugio e oxidaglo, tmvendoumvalordecampoelémcoededdp
onde as velocidades de perda e ganho de elétron no eletrodo tornam-se iguais, assim como as
correntes de redugdo e oxidacéio. A interface metal-solugfio, no equilfbrio, nfio apresenta intensidade
de corrente resultante, nem variaglio de potencial ou campo elétrico, ocorrendo apenas reagdes de

oxidagfio e reducgiio 2 mesma velocidade.
| No entanto, quando hé um fluxo de elétrons resultante, conseqiiéncia do fato das correntes de
redugio ¢ oxidagdio serem diferentes, este fluxo resultante é igual a transferéncia de cargas devido
a cada uma das reagSes direta ¢ reversa, implicando numa intensidade de corrente resultante e
transformagdes quimicas, indicando que a interface niio estd em equilfbrio. A intensidade de corrente
resultante é dada pela diferenca entre a densidade de corrente de oxidagio ¢ de reducfio.
Considerandoqueaddpexiste:ﬁenaduplacamadanumestadodenﬁo—equiﬁbrio(A¢m)éasoma
de duas contribuigbes, ums devida ao potencial de equilfbrio (Ag ) ¢ a outra a uma fonte extra (1),
que indica o quanto o potencial do eletrodo esté afastado em relagfio ao seu valor no equilibrio. Entfio,
a densidade de cotrente resultante pode ser descrita com base nas Eq. 2.18 ¢ 2.20 nos seguinte

termost®):
o R g
Fepk | e Fe kle ® e‘“’] (221

o ] e

Esta € a equagfio de Butler-Volmer, que estabelece a densidade de corrente numa intetface metal-
solucZo dependente de 1. Como esta ¢ exponencial, pequenas variagBes em 1 causam grandes
variagBes em I, Assim, em um sistema eletroquimico onde é aplicado potencial (cela eletrolitica), o
potencialemexcessonéaddpqﬁecmaaeorrente,enquanto num sistema oposto (cela galvanica),
a corrente produzida através do circuito externo gera um potencial em excesso n. O termo
sobretensfio ¢ usado para designar n em qualquer sistema eletroquimico. Vale ressattar que em ambos
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os casos, deve-se considerar uma ddp adicional (RI,,) entre os eletrodos devido a passagem da
corrente (I, ) através da solugfio. Assim, em uma cela eletrolftica com uma fonte de corrente continua .
que faz passar corrente através da cela e dois eletrodos, a ddp desta, € a soma da ddp correspondente
a primeira dupla camada elétrica, a passagem de corrente através da solugfio e aquela devido a
segunda dupla camada elétrica.

Agora, considerando um sistema eletroquimico no equilibrio a sobretens#io (n) é nula ¢ a
densidade de corrente resuitante () também, assim, as densidades de corrente de oxidacdo e redugio
sio iguais. Dividindo a Eq. 2.18 pela 2.20, tem-~se!®::

cAJ-c., Py
1= A=2,7  (223)
cB ¢

Aplicando o logaritmo natural a Eq. 2.23, tem-se:

RT.  k RT
Ad,, = Fink—+ Fln o (224)

L4

0segundotermodaEq.Zﬂ,oqwéﬁmﬁodasconsmsdevelocidadedeoxidagﬁbewdwﬁo :
da reagfio, € igual ao valor de A¢ quando a raz#io das concentragdes C,*/C, € igual 4 unidade. Este
é denominado por conveniéncia, de Ag,”, ¢ 2 Eq. 2.24 torna-se:

LY A# +£ln 225

EstaéaexpressﬁodaLeideNemstparaumainte!Meemeqmlibno. Contudo, como s6 se pode
medir o potencial em uma cela eletroquimica e considerando a concentrac#o do metal como igual a
unidade, a Eq. 2.25 torna-se'®l;

RT
AE= AE°+—"lnc,. (226)

E importante lembrar que a concentragio de uma espécie idnica em solugfio € afetada por uma
propriedade denominada forga idnica (Eq. 2.27). Esta propriedade altera a capacidade reativa dos fons
na solugdio devido as interagdes eletrostaticas (atragio e repulsfio) entre os mesmos, sendo mais
prommciadaoomoamnentodaconbenimc&o. A capacidade reativa dos ions na solug#o € designada
de atividade. A atividade do fon é relacionada com a concentrac#o pelo coeficiente de atividade (Eq.
2.28), o qual mede a eficiéncia com que uma espécie influencia um equilibrio no qual ela participa. Em
solugdes muito diluidas a forga idnica ¢ minima e nfo afeta o comportamento dos ions na solugot®l,



p:a-(c,z§+c,z§+...+c,zf) Q2 a,=c,xy (228)

onde p ¢ a forga ibnica, z a carga do fon,a , a atividade da solug®o e y o coeficiente de atividade.

Além do efeito da forca idnica, todas as dedugdes foram feitas para um fon em soluggio de carga
unitdria que sofre redug#o. Assim, deve-se adicionar a Eq. 2.26, o efeito da carga do fon, bem como
o segundo termo na equacdo torna-se negativo quando o fon na solugio esta sofrendo oxidacfo.
Entlio, a expresstio geral da Lei de Nernst ¢ dada por:

AE= AE°i§inaA,, (2.29)

2.2.2.2 A Eguaciio de Nernst: Principios Termodindmicos

Antes de definir a equagiio de Nernst & partir de principios termodindmicos, um importante
conceito que se deve ter em mente € o de reversibilidade e irreversibilidade. Num sentido quimico,
uma reag¥o & irreversivel quando seus produtos, ou nio reagem entre si, ou o fazem produzindo
compostos diferentes dos reagentes iniciais. Em termos eletroquimicos, uma cela eletroquimica s6
ocorre em condigdes de reversibilidade termodinfimica quando uma pequena variag#io na forca
eletromotriz (fem) provoca a invers#o da reagfio, o que pode ser obtido numa cela galvénica, opondo
a sua fem esponténea, um potencial ligeiramente maior que este. A reversibilidade termodinimica é
um estado ideal de que os sistemas reais se podem aproximar segundo certas considerages. A
principal delas € que a reagio na cela eletroquimica seja cineticamente réapida, de modo a responder
instantaneamente a qualquer variac#o de potencial!®,

A definig3io de reversibilidade termodinfmica & baseada na descoberta que a quantidade de energia
convertida em trabatho e liberada espontaneamente depende da velocidade de reag#io. O trabalho
méximo ocorre quando a velocidade da reagfio espontéinea ¢ infinitamente pequena. Quando a
temperatura e a pressdo se mantém constante, o trabatho méximo que o sistema é capaz de fornecer

- € denominado de energia livre de Gibbs (AG). Em condi¢des de reversibilidade termodinimica, o
trabatho méximo fornecido pelo sistema eletroquimico a press#o e temperatura constantes é igual a
variac#o da energia livre de Gibbs, cuja a expressio pode ser obtida pela relagio de Gibbs-Duhan®®*h:

-AG=zFE  (230)

onde AG ¢ a mudanca do potencial quimico da solugdio; F; a constante de Faraday e E o potencial
elétrico.
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Em uma cela eletroquimica reversivel tem-se!*:

a
AG=AG"+ RThi';" (231)

r

onde 4, € a atividade dos produtose @, dos reagentes.
Substituindo a Eq. 2.30 em 2.31, se obtém:

- 2FE = - ZFE*+ Rﬂn-‘} (232)

Com as devidas consideragdes sobre as atividades de produtos e reagentes na cela eletroquimica,
chega-se a Eq.2.29.

E importante lembrar, que o potencial reversfvel da cela € calculado usando as concentragdes no
interior da solugfio e nfo na superficie do eletrodo.

2.2.3 O Transporte de Massa na Solugdo

A constante cinética para a velocidade de reagfio do eletrodo € influenciada n&o sé pela reagéio
~ do eletrodo, mas também pelo transporte de espécies do interior da solugio para o eletrodo ¢ vice-
versa. Este transporte pode ocorrer por difuséio, convecelio € por migrachio. O efeito de migragéio
normalmente é negligenciado pois o efeito do campo elétrico do eletrodo esta limitado a disténcias
muito pequenas da espécie ao eletrodoP, Assim, pode-se considerar que em condiges de estado
estacionério, o transporte das espécies é devido somente a difusfio e a convecgio. Existem dois tipos
de convecgio, a natural, devida a gradientes térmicos (em geral, negligencidvel), e a forcada,
associada aos mecanismos de transporte por fluxo.

Em estado estaciondrio, o transporte de massa na solugio deve-se principalmente ao fendmeno
de difusdio, que nada mais €, que 0 movimento natural (campo elétrico nulo) das espécies (carregadas
ouneutras) na solugéio, devido a gradientes de concentracéio, sendo este comportamento expresso pela
primeira ¢ segunda lei de Fick®. Para um sistema de coordenada qualquer tem-se:

J = -DVc (233) = = DV (234)

onde J é o fluxo de espécies, V2 o operador de Laplace ¢ D uma constante denominada de coeficiente
de difusgo, cujo valor em solugfio aquosa varia entre 167 2 106 em?® g71%2,
Em um sistema de trés coordenadas cartesianas, o operador V ¢ definido por:

g & 7
V=E£+E+E’ (2.35)

Um importante fundamento para eletroquimica, que advém do transporte por difusfo é o conceito
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de camada de difusdo, que ¢ o gradiente de concentragio na superficie do eletrodo definido pela

d
onde c, representa a concentragdo no inteﬁordasol@ﬁo, ¢ @ concentragfo no eletrodo ¢ 8, a
espessura da camada de difusfio,
A espessurada camada de difuslio (3,) normalmente é associada com o coeficiente de transferéncia
de massa (k,) pela expresséo:
D
ko= = (237)

d

Uma clara observagéio da Eq. 2.37 € que quanto menor a espessura da camada de difus&o maior
€ o gradiente de concentraglio na superficie do eletrodo, situagfio ideal que conduz a um sinal mais
elevado, seja de corrente em voltametria ou potencial em potenciometria. Esta condicfio ideal, isto &,
uma pequena espessura da camada de difusfio, € obtida em sistemas hidrodindmicos onde a convecgsio
forgada ¢ responsével pelo transporte de massa.

Num sistema hidrodindmico a convecglio e a difusiio contribuem significativamente para o
transporte de massa, sendo a primeira e segunda lei de Fick, modificadas para®?:

J = cv-DVe (238 % = -oVec+DVic (239)

‘onde v ¢ a componente de velocidade, que para um sistema de trés coordenadas cartesianas ¢ dado
por v, + v, +v,. Este perfil de velocidade varia com o tipo de escoamento, dependendo do regime ser
laminat, de transi¢o ou turbulento. ‘

Nos sistemas hidrodinémicos, além da camada de difusdio, existe uma camada denominada
hidrodindmica, de espessura 3, onde ocorre todos os gradientes de velocidade. Levich®7 relacionou
a espessura da camada hidrodindmica com a espessura da camada de difusfio pela expresséio:

8 = (i:-]%aﬂ (240)

Em solug#o aquosa o coeficiente de difusfo , D = 10”° em? s, e a viscosidade cinemética, v = 102 cm?
s, o que indica que 8, = 0,18, o que vale supor que nfio hi convecgio dentro da camada de difusgo.

Com base nesses conceitos o processo global responséve! pela resposta de um eletrodo & devido
a duas componentes, a cinética descrita pela constante de velocidade de reagfio do eletrodo e a de

transporte, definida pelo coeficiente de transferéncia de massa (k,), que descreve a velocidade das
espécies dentro da camada de difusgo®.
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2.2.24 O Mecanismo de Resposta dos ISE

Processos eletroquimicos, freqiientemente se dividem em processos parciais caracterizados por
- suas velocidades, as quais s#io limitadas pela resisténcia ao processo. Nesses processos, ocorrem
acamulo de cargas em camadas, que podem ser representadas como capacitores. Entio, o circuito
eletrbnico equivalente para uma interface eletrificada é um capacitor associado em paralelo com um
resistor (Fig. 2.4)™, Para uma interface idealmente polarizdvel a resisténcia tende ao infinito,
enquanto para a interface nio-polarizivel a resisténcia tende a zero. Quando o circuito é conectado
4 uma fonte de tensfio, se a resisténcia é muito elevada, o capacitor se carrega até o valor de potencial
da fonte. Este é o comportamento da interface polarizivel. Caso a resisténcia em paralelo com o
capacitor seja baixa, entio qualquer tentativa para mudar o potencial que passa através do capacitor
¢ compensada pelo escoamento de cargas através do caminho de baixa resisténcia, que nada mais é
que o comportamento da interface nfio-polarizivel. O que faz com que a interface decida resistir
(interface nio-polarizével) ou aceitar mudancas de potencial (interface polarizével) é a velocidade com
que ocorre a transferéncia de cargas através da interface®3. O exemplo classico de interface nfo-
polarizdvel € o eletrodo de calomelano, ou melhor, os eletrodos utilizados como referéncia. Contudo,
este modelo simplificado de circuito eletrdnico, também deve levar em consideragfio os processos
estéticos e dinimicos que ocorrem em uma cela eletroguimica. Assim, um circuito equivalente para
uma cela eletroquimica potenciométrica corresponde a cinco circuitos RC paralelos ligados em série.
Cada circuito RC € devido as seguintes caracteristicas: ao volume do eletrodo, a reagfo superficial,
as reagdes de adsorgo na superficie do eletrodo, a geragfio e recombinacfio das cargas carregadas e
ao processo de difuséio dos fons.

Resistor

Fig. 2.4 A. Interface eletrificada eletrodo~solugio. B. Circuito eletrfnico equivalente. Quando R —
= g interface ¢ polarizivel e para R ~ 0, a intetface é niio-polariziivel. Adaptado da
referéncia [35].
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O mecanismo de trabalho dos sensores fon-seletivo pode ser interpretados & luz dos conceitos
sobre a teoria dos capacitores e modelos de interface eletrodo-solugdio. Contudo, o mecanismo de
resposta ainda nfio foi completamente elucidado e vérias teorias foram propostas para explica-lo, Para
os eletrodos de primeira espécie (metal), a transferéncia de elétrons é a etapa da reagfo determinante
do potencial, porém esta explicagdo, ndo ¢ aplicdvel para os eletrodos de membrana, como por
exemplo, o de vidro. Donnan' foi quem primeiro propds uma teoria para explicar o desenvolvimento
do potencial nos eletrodos de vidro. Ele separou duas solug3es de haleto de metal alcalino por uma
membrana semi-permedvel. Se o eletrélito de um lado da membrana contém um ion que pode difimdir
através dela, uma distribuigfio desigual de fons permedveis é observada, estabelecendo desta forma
um equilfbrio eletroquimico e conseqtientemente, um potencial elétrico era estabelecido entre os dois
lados da membrana. Apesar desta explicagdo ser plausivel e clara para o fendmeno observado por
Donnan, o conceito de penetrag3o através da membrana de vidro por fons hidrogénio foi
definitivamente contestada por Haugaard'*l, através de anélise quimica ¢ por Schwabe ¢ Dahms!®
com experimentos utilizando tritium. Em tais casos, nenhum fenémeno de difusfio através da
membrana de vidro foi observado. Outra proposta para 0 mecanismo de resposta do eletrodo de vidro
foi entdo baseado na teoria de troca ibnica. Neste caso, os fons Na* na camada de gel da membrana
de vidro eram substituidos pelos fons H' da soluclio entrando em um equilibrio quimico™™7™,
Contudo, tal conceito nfio foi suportado pelos resultados experimentais. Primeiramente, se tal
fenémeno de troca ibnica ocorresse, nfio poderia causar uma mudanca nas cargas pa interface, ¢
conseqiientemente, uma ddp niio poderia ser desenvolvida. Por outro lado, os fons sédio na camada
gel da membrana deveriam se esgotar depois de um longo tempo de uso do eletrodo de vidro,
resultando no colapso do sensor®™. Outros trabalhos nesta 4rea*>">™ mostraram definitivamente que
o fendmeno de transporte por difusfio através de uma membrana semi-permedvel nfio poderia ser
aplicado para explicar o potencial desenvolvido em uma membrana de vidro. Com o objetivo de
examinar se o transporte de ions realmente poderia ser responsivel pelo desenvolvimento do
potencial, Horvai er al.* investigou as caracterfsticas fisico-quimicas de eletrodos de membrana
contendo diferentes compostos. Ele observou que para transdutores metélicos (Pt, Al, Ag), as quais
suas faces eram recobertas com uma membrana de borracha de silicone contendo iodeto de prata, o
potencial desenvolvido nfio dependia do metal. Logo, uma lamina de prata coberta com iodeto de
prata, nfio poderia tomar parte no transporte de fons Ag’, como era anteriormente suposto. Com o
desenvolvimento de instrumentos adequados para a medida do tempo real de resposta de um eletrodo,
methores estudos puderam ser realizados com o método de perturbagfio da concentragfio. Estes
estudos mostraram que eletrodos de l4mina de prata/haletos de prata ou de potéssio, onde este Gltimo
contém um componente complexante para potissio ocliso em uma membrana polimérica,
apresentavam tempos de resposta em torno de 20 ms. Isto indicava que o processo de difusfio nfio
deveriam contribuir para a formag#o do potencial, uma vez que a difusSio de ions através de uma
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membranaémmtomenorqueemsolwﬁo € 0 tempo para estabelecer o potencial deveria ser muito
maior que aquele observado. Além disto, eletrodos fon-seletivo para potéssio. construidos contendo
d:femntesagenteseomplexantes, valmonncmaonbts—crown—éwt apresentavam 0 mesmo potencial
pmam&@awmenﬂwﬂédeioﬁspbﬁssiommluqﬁo,hﬁimdoqmsommomm
responsével pelo desenvolvimento do potencial elétrico.

Antes de definir o mecanismo baseado nateoria do capacitor, é importante ter-se em mente alguns
conceitos fundamentais para sua methor compreensso. E bem conhecido que uma bateria ou pilha gera
umaddpa&avésdeumamaqﬁoredomAbatenaémndxsposmvoquenﬁoeontémmlanteepossm
ummodoemncatodoqmestﬂomsosemmmode&oﬂhm.Qumdoomodoéwmcmdoao
cataodopor'umcircditoextembmmmelé;ricaﬂuiaté‘queamﬁoquimicamse,sendoem
sua maioria reages reversiveis, seguindo os principios de equilibrio termodinémico, ou seja, a
equagdio de Nemst, Contudo, ¢ bem conhecido que nenhuma reagio redox estd envelvida no
desenvolvimento do potencial em um eletrodo de vidro*™, pois caso isto ocorresse hidrogénio
£asoso teria que estar envolvido. Por outro lado, um capacitor eletrolitico ¢ um dispositivo capaz de
armazenar cargas elétricas, através de duas placas paralelas entre as quais hé umisolante ou dielétrico,
onde nenhuma reacio redox reversivel ocorre. Além disto, quando as placas carregadas. sio
eomMagnmhumaeonenﬁmgmﬁe@wﬂm,mn&qﬁobémmmame&dadeddpmdmdos
ion-seletivo. A ddp ¢ proporcional acmgaeumaoonstaﬁedenommadadee&pamtﬁmm(llq.ﬂ)
Ass:m,mneletrododemh'o,oumelhox de membrana é mais comparével a um capacitor do que uma
bateria™, sendo este conceito, o do capacitor eletrolftico, a base atual para compreenssio do
funcionamento dos ISE®%™. A Fig. 2.5 apresenta um modelo esquemitico de um eletrodo de-

Quando um eletrodo de vidro & imerso emuma solug#o efetrolitica, uma dupla camadaé formads,
contendo cargas na superficie™. Desde que ambas as camadas interna e externa da membrana estéio
em contato.com uma solugfio eletrolitica, duas dupla camadas séio formadas, uma em cada lado com
a mesma membrana. Considerando os modelos de interface eletrodo-solugfio, em que uma dupla
camada é considerada como um capacitor, duas dupla camadas constituem um duplo-capacitor. A ddp
€ obtida pela diferenca entre os potenciais na interface externa e interna. Um eletrodo capacitor pode
ser considerado como uma membrana feita de qualquer material dielétrico ou semicondutor, o qual
pode adsorver cétions e inions em seus sftios ativos. O potencial de membrana é desenvolvido a partir
das duas interfaces que armazenam cargas sobre a superficie através da adsorgéio na dupla camada.
O eletrodo de vidro segue a Lei da Capacitincia, onde as caracteristicas da membrana de vidro s#o
dadas pela constante de permissividade (2), a 4rea (A) € a espessura (d) da membrana, as quais se
relacionam com a capacitincia (C) da mesma (Eq. 2.2)*5.

Quando estes fatores s§o constantes para uma mesma membrana de vidro, o potencial serd
proporcional a carga (q) adsorvida sobre a membranal®, de acordo com:



E=K(Zq.-Zq) (24))
onde K ¢ uma constante que engloba todos os parimetros citados anteriormente.

A B

!

+H- +J =K + +H +H
+H-  +H+e-N- N+ #Hq 2l
+1]= + Nt =H. +H+ 'l'"+'|'"
g N R +13 *HT -
"l""" "'_+ A- + '|'_..-|-+,_

Fig. 2.5 A. Esquema de um capacitor de placas paralelas comumente usado em aparethos.eletronicos, que é capaz
de armazenar cargas quando um potencial ¢ aplicado com umna bateria ou fonte de energia; B. Modelo de
um eletrodo de membrana; C. Representagio de um eletrodo de vidro ou outro qualquer de membrana, o
qual apresenta uma estrutura superficial zwitteridnica. Adaptado da referéncia [25].

No caso de somente cétions estejam adsorvidos sobre a superficie da membrana, a Yq =0,
resuitando no aumento do potencial com o aumento das cargas positivas. O inverso ocorre quando
somente &nions estdo adsorvidos, isto &, ocorre 0 decréscimo no potencial com o aumento das cargas
negativas. Se ambas as cargas estdo adsorvidas simultaneamente, o resultado € a soma das cargas
positivas ¢ negativas na superficie, Assim, em meio 4cido o potencial aumenta para valores mais
- positivos como func3o do aumento dos fons H” adsorvidos sobre a superficie do vidro, enquanto que
em meio alcalino o potencial aumenta para valores mais negativos como fung%o dos fons OH". Esta
€ a diferenca fundamental entre a teoria do eletrodo-capacitor com as teorias do passado, as quais nfio -
consideravam os fons OH como regra no desenvolvimento do potencial.

Baseado nos conceitos ¢ nas observagBes mencionadas anteriormente, de maneira geral, o
potencial desenvolvido num sensor potenciométrico & causado pela separagio de cargas na superficie
do eletrodo. Esta interpretag#io esté diretamente associada com processos de quimissorg#o do fon
primério proveniente da solug@o para a superficie do eletrodo. No caso dos contra-ions, estes se
acumulam na fase liquida, a solug8o, ocorrendo a separagdio de cargas. Assim, o potencial quimico
do soluto é o responsével pelo sinal eletroquimico!™.



Algumas caracteristicas definem a qualidade de um ISE, sendo as mais importantes o tipo, a faixa,
o0 tempo e a seletividade da resposta potenciométrica.

O tipo de resposta, seja ela nernstiana, sub ou super-nerstiana, ¢ definido pela declividade da
curva analitica para o eletrodo na faixa linear de resposta. Esta é determinada em acordo com os
limites de detecglio ¢ nernstiano (Fig. 2.6).

O tempo de resposta ¢ definido, como o tempo decorrido para que o potencial final no estado de
equilibrio, devido a mudanga de concentragdo do fon de interesse da solugfio em contacto com o ISE
e o de referéncia, nfio varie mais que 0,6 mV/min!™, |
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Fig. 2.6 Método grifico para obtencfio do limite netnstiano (LN) e do limite
de detecgfio (LD) nos ISE.

Em relagdo a seletividade da resposta, € interessante mencionar que no inicio do surgimento dos
eletrodos potenciométricos, a comunidade cientifica considerou que eles eram especificos. Contudo,
com o passar do tempo, 0s pesquisadores comegaram a descobrir que a especificidade dos sensores
potenciométricos nfio era tlio grande como se pensava ¢ o termo seletivo foi consagrado, em
substituiclio ao especifico. Em potenciometria o -estudo de interferentes é feito através da
determinagfio dos coeficientes de seletividade potenciométricos (K™°T), pelos métodos da interferéncia
fixa ou das solucdies separadas, na qual estes coeficientes s#io obtidos pela equac#o de Nicolsky-
Eisenman (N-E)!%4%;

®5 E=E'% 2303RT

POT . z,/2p
o F bg(ad+§Ku a, ) (242)
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A partir desta equag3io, pode-se determinar 0 K™, Quando ambos os ions, primério (A) e interferente
(B),cohm’buemiguahnentepamampostadoehu'odom-sez

= KT g Xagam (243)
Conmderandoqueambososionsapresenmmamsmacarga,pode-sesubsumaEq 243naz.42
€ ent#o tem-se:

2,303RT
E- E"i—zj%-—log(za,) 244)

Logo, a diferenga entre os potenciais do eletrodo em solucfio de A com e sem B ¢ dada por:

AE= 2’3°3RT(1og2a ~loga,) (249
AE= i2’303RT (log2) (246)

AE= ii—nga 25°C (247)
4

Enﬁo,.dammaqegaﬁcamnuaaﬁﬁdadede&mqudamamﬁﬁmdi&wdaextapohgﬁo
da regifio linear por 18/z, (Fig. 2.7). Pela substituigsio deste valor na Eq. 2.43 obtém-se o K™T.
Assim, quando um eletrodo é muito seletivo para A em relagsio a B, 0 K™°T dever4 ser muito menor
que a unidade. |
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Fig. 2.7 Método gréfico para a determinacfio do K™,
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Contudo, a equagdo de N-E apresenta uma série de limitagdes. A primeira delas ocorre quando
a carga do jon primério (A) é diferente da carga do jon interferente (B). Se a carga de A for menor,
o coeficiente de seletividade determinado ¢ extremamente baixo, indicando pequena interferéncia e
vice-versa. Isto se deve arelac#o exponencial do KT com a carga do fon. Assim, 0 KT°T determinado
desta maneira apresenta quase sempre valores fora da realidade com os dados experimentais, nfio
possuindo significado prético. Outro problema da equag#io de N-E ¢ a forma simétrica com que o
eletrodo responde para o fon primério e o interferente, assumindo resposta nernstiana também para
o fon interferente. Assim, a Unifio Internacional de Quimica Pura e Aplicada (TUPAC) recomenda
como método para calcular o K™°T de um sensor potenciométrico, o do potencial-equivalente
(matched-potential)®. Este método, proposto por Gadzekpo e Christian® consiste em determinar
a concentracdio para o jon interferente na qual a variagfio de potencial ¢ a mesma para uma dada
concentragfio do ion primério em uma solugfio de referéncia. As principais caracteristicas do método
do P-E séo:

* acarga do fon primério e do interferente n%o & levada em consideragZo;
* o método nio assume resposta nernstiana para o ion primério nem para o interferente.

Estas caracteristicas conferem ao método do P-E maior significado pritico, que aquele em que
se aplica a equagdio de N-E. Entéio, 0 K™" pelo método do potencial-equivalente pode ser obtido pela
equagio:

Ky =224 (248
) a,

onde, a , ¢ a atividade do ion primério (A) onde o eletrodo comega a responder linearmente para o
mesmo; gy éaatividade do fon interferente que d4 0 mesmo potencial de uma determinada atividade
do ion primério (a , ).

E importante ressaltar, que 0 método do potencial-equivalente é do ponto de vista pritico,
conveniente, pois é simples de calcular e experimentalmente facil de realizar. No entanto, os
coeficientes obtidos ndio podem ser utilizados para obter valores para a atividade do ion primério em
solugdes desconhecidas. Assim, este método serve apenas como um guia para indicar o grau de
seletividade de um ISE, n#o podendo ser utilizado de maneira quantitativa.

Outros fatores como tempo de vida do eletrodo, estabilidade e reprodutibilidade da resposta
também sdo utilizados na caracterizagio da qualidade de um ISE.

2.3  As Técnicas Potenciométricas

A potenciometria pode ser utilizada de duas maneiras: de forma direta ou em titulagio. Na
potenciometria direta, a concentragio da espécie é determinada por interpolagfio através de uma curva
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de calibragfio, onde o potencial medido para cada padréio ¢ piotado em func#io do logaritmo na base
10 da concentragdo do padrdio. A quantidade de solugBes-padr#o a ser empregada na calibragfio varia
de acordo com a preciséio desejada, entretanto, & necessério levar em consideragio o tipo de amostra
a ser analisada. Neste caso, a forca idnica das solugSes-padrfio utilizadas na calibragio deve sera
mais similar possivel & da amostra. Outro fator que deve ser cuidadosamente considerado é a
temperatura, pois o potencial é sensivel a esta varidvel, de modo que se torna necessério realizar a sua
compensag#io ou utilizar sistemas de termostatizac#o.

A potenciometria direta € bastante utilizada para a determinagfio das mais variadas espécies. Esta
técnica nfio apresenta uma precisfio muito grande, entretanto apresenta a vantagem da simplicidade,
rapidez, baixo custo e a possibilidade de especia¢@io devido a sua seletividade.

A potenciometriatambém pode ser utilizada para a determinagfio do ponto final de uma titulag%o.
Uma vantagem do acompanhamento da variagfo do potencial de uma célula eletroquimica com a
adigfio de um titulante & o niimero de informagdes obtidas sobre o processo da titulago. A curva de
titulaglio € obtida, fazendo-se as medidas de potencial em fum¢#o do volume adicionado de titulante
sobre uma quantidade fixa de titulado. Uma variagio de potencial nas proximidades do ponto final &
observada, sendo esta dependente da concentragéio do titulante e do titulado. Existem vérias maneiras
- dedeterminar o ponto final da titulagfio. A precis#o e a exatidéio dependem do método escolhido para
este fim. Os métodos mais comumente empregados s3o o da bisseiriz, da primeira ¢ segunda derivadas
e o de Gran'®¥,

2.4  Os Sensores Potenciométricos Desenvolvidos

Nas segOes a seguir serfio descritas as estratégias utilizadas no desenvolvimento dos sensores
potenciométricos para dcido ascérbico, dcido trico e uréia, os quais séo uns dos principais objetivos
deste trabatho. Aqui, procurar-se-f0 descrever os principios de funcionamento dos eletrodos
desenvolvidos, bem como suas caracteristicas operacionais e seu desempenho. '

24.1 O ISE-Ascorbato

No desenvolvimento do ISE-Ascorbato, duas estratégias apresentaram bons resultados. Numa
delas foi utilizada a enzima ascorbato oxidase na elaboragao de um biossensor potenciométrico para
écido ascérbico. Contudo, este biossensor nfio apresentou um tempo de resposta razodvel para que
ele pudesse ser associado com técnicas dindmicas de anélise. A partir do estudos realizados com o
biossensor desenvolvido, pode-se planejar um outro sensor potenciométrico para o ion ascorbato com
melhores caracteristicas operacionais. Este sensor foi baseado somente no sftio ativo da enzima, e
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2.4.1.1 O Biossensor @ Base de EVA/Ascorbato Oxidase

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo que emprega um receptor biolégico
intimamente acoplado a um transdutor. -

O receptor é 0 componente ativo do biossensor, sendo responsével pelo reconhecimento seletivo
do analito. Ele gera um sinal fisico-quimico, o qual é monitorado pelo transdutor, que pode ser
eletroquimico, 6ptico, calorimétrico, entre outros®™. Os receptores estéio divididos em trés grupos:
os cataliticos, os irreversiveis e os hibridos. Nos receptores cataliticos esto incluidos os sistemas
contendo uma tnica enzima, multiplas enzimas, organelas, células ou organismos e fatias de tecidos
animais ou vegetais. Em geral, as enzimas séio a primeira escotha como receptor, pela sua capacidade
de amplifica¢do do processo de bio-reconhecimento associada com a sua seletividade, sendo na sua
grande maioria proteinas. Durante vérias décadas, acreditou-se que somente as enzimas tinham
capacidade de catalisar reagBes especificas, contudo no inicio dos anos 80 foi descoberta a atividade
catalitica de alguns RNA®™, Esta descoberta modificou radicalmente as idéias dos pesquisadores,
resultando num novo direcionamento das teorias sobre a origem da vida.

Os receptores irreversiveis apresentam uma especificidade superior ao anterior, porém, niio
exibem nenhum processo de catélise. Estes receptores, também denominados de afinidade, possuem
mais aplicagdio como elementos de detecgio do que de monitoragio, uma vez que a ligag3o com eles
¢ irreversivel. Os receptores de afinidade possuem menor limite de detec¢lio que os sistemas
cataliticos, sendo os imunoreceptores, anticorpos e antigenos, os tipos mais comuns utilizados em
aplicagdes com biossensores.

Alguns pesquisadores tém sugerido o uso de receptores hibridos, que envolvem uma etapa de
reconhecimento seguida por uma de amplificagfio, havendo caracteristicas de ambos os receptores,
cataliticos e irreversiveis. O exemplo mais comum deste tipo de receptor é 0 DNA devido 4 sua
capacidade de reconhecimento e de associagiio com seu complemento®™,

O mecanismo de funcionamento de um biossensor baseia-se na interag3o entre o analito ¢ a
entidade biol6gica, a quat causars um evento envolvendo uma energia associada com essa interaggo.
Um dispositivo denominado transdutor converte a energia do evento numa forma mensurivel. Esta
energia ¢ transportada por um comunicador até um instrumento apropriado de medida que quantifica
a mesma.

Fig. 2.8 Diagrama esquemético de um biossensor.



A Potenciometria e os ISE Desemvolvidos: OJSE-Ascorbato

Assim, o biossensor proposto para o 4cido ascérbico € constituido de um receptor catalitico, a
enzimaascorbatooxidwe,eumuansdmorpotencioméuico,oqualconverteosinalquimicona
supetficie do eletrodo em diferenca de potencial.

I A Enzima Ascorbato Oxidase

A enzima ascorbato oxidase é encontrada em diversas fontes naturais da familia das
Cucurbitaceae. A maior concentragfio da enzima se localiza no epicarpo (casca) do fruto®!, sendo
aplanta Cucumis sativus L. (Pepineiro), uma das espécies vegetais, cujo frtto (pepino), possui grande
quantidade desta proteina. Por isto, foi escothido neste trabalho o pepino para a extragéio da enzima,
Outro fruto, como o da ab6bora (Cucurbita pepo L), podetia ser utilizado, jé que este, apresenta uma

- atividade epzimética 20 vezes superior & do pepino®!, contudo, esta espécie néio ¢ disponivel

comercialmente no Brasil.

A ascorbato oxidase é uma protefna contendo cercade 8 moles de cobre (IT) por mol de enzimal®,
Estes ions Cu™, estfio presentes na molécula da enzima na forma de trés diferentes complexos, os
quais foram denominados Tipos I, Il ¢ II. No Tipo I, o ion cobre ests ligado a dois nitrogénios do
grupo imidazol ¢ a um enxofre de cisteina, o qual é responsével pela intensa cor azul da enzima,
enquanto no Tipo I, 0s 4tomos de cobre formam um complexo com dois grupos imidaz6is, € no Tipo
TIL eles estdio ligados a trés histidinas, formando assim, os sitios ativos da enzima®™*, Esta enzima
catalisa a oxidag#io aerébica do dcido ascérbico de acordo com o seguinte mecanismo de reagio ;

Enzox + ASC eemria Enzof Asc — 52 o Enzped+P  (249)
k.; '

Enzred + O2 et Enzped O3 —5% o Enzox +H,0 (2.50)
ks

onde Enz,, ¢ Enz, representam as formas oxidada e reduzida da enzima, respectivamente; Asc
representa o ion ascorbato e P o produto (radical livre ascorbato). -

Desta forma este principio pode ser utilizado na construg#io de um biossensor potenciométrico,
onde a variaglo de potencial é causada pela redugdio dos ions Cu®* para Cu'* devido a presencga do
fon ascorbato, mudando a densidade de carga na superficie do eletrodo, a qual é medida pelo
transdutor.
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IL. Extracdo da Enzima Ascorbato Oxidase

Osefehosdowmpodehmragiodasducﬁotmp%mmamscadepepmoedardwﬁomea
qumﬁdadedemaeovolmnede&mpﬁouﬂmdomex&wﬁodamambﬁoomdasefm
estudados (Capitulo 5 - Parte Experimental). .

OmelhorﬁempoparaseobteromMmodeexuaﬁodaenzimadacascadopepinofoideGOmin
(Fig. 2.9). Um tempomenornﬁoémﬁcientepaméx&airumaquanﬁdademzoéveldeenzma,
endquanto que para tempos maiores, observa-se um ligeiro decréscimo na atividade do extrato obtido,
qmwdeseramhddoéexuagiodesubsﬁmmspr&msmcasmqmmbeméauagﬁodamm
Entéo, um tempo de 60 min foi fixado para as demais extragdes.

Oefeitodarela‘;&o_entreaquantidadedecascadepepinoeovolumedetampaofosﬁatouﬁiizado
na extragio € mostrado na Fig. 2.10. A meltior proporgsio foi 3:1, considerando a elevada atividade
obhda,assocmdaeomafamhdadedehomogene:mc;ﬁo uma vez que maiores quantidades de casca
de pepino dificulta sua trituracfio. Esta relac#io foi utilizada nas extragBes posteriores da enzima.
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Fig. 2.9 Grifico da atividade enzimética como Fig. 2.10 Efeito da relaclio entre a quantidade de
funiglo do tempo de extraghio de ascorbato - casca de pepino e o volume de soluglio
oxidase da casca de pepino. Relaglio entre tampiio (fosfato 0,1 mol L - pH 5,6)
a quantidade de casca de pepino e o volume utilizados na extragio da enzima
-de tampéio (fosfato 0,1 mol L - pH 5,6) ascorbato oxidase, Tempo de extracfio:
utilizado na extraclio: 1:1, 60 min.

IIl.  Estabilidade do Extrato Enzimético de Ascorbato Oxidase

Maritano et al.®" demonstraram que a enzima ascorbato oxidase purificada € muito estével e
mantém sua atividade até por 10 meses, quando armazenada a 4 °C em solugdio saturada de sulfato



de amdnio. Neste trabatho, o extrato enzimético obtido a partir da casca de pepino foi congelado ¢
sua estabilidade monitorada por 1 més. A atividade relativa do extrato enzimético no decresceu:
significativamente neste periodo, como pode ser visto na Fig. 2.11. Resultados similares foram
obtidos quando o extrato foi armazenado na presenca de glutationa para proteger a enzima,
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Fig. 2.11 Estabilidade do extrato bruto de ascorbato oxidase como
funclo do tempo de armazenagem. Condicfio de estocagem:
congelado em freezer a -15°C.

Assim, o extrato enzimético de ascorbato oxidase pode ser armazenado semn perda significativa

* de sua atividade, por um tempo razoével, no minimo 1 més. Isto indica que o mesmo pode ser

utilizado na construgio de vérios biossensores para o dcido ascérbico sem a necessidade de obté-lo
no momento da elaboragfio do biossensor.

Viérios pesquisadores estudaram a cinética de oxidagfio do 4cido ascorbico pela ascorbato
oxidase™*", Eles mostraram que a reaglio enzimética ocorre na presenga de dois substratos: o dcido
ascérbico (1°) e o oxigénio (2°). Este tipo de reaglio enzimética ¢ denominada de “ping-pong” ou
duplo-deslocamento, sendo caracterizada por Lineweaver-Burk, como linhas paralelas quando se
obtém o grafico duplo-reciproco de uma série de concentragdes do substrato principal como fungso
das velocidades inicial ( v ) estimadas para diferentes concentragdes fixas do segundo substrato. A
equaglio que descreve este tipo de cinética enziméatica & dada por™;
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onde, ¥, ¢ & velocidade limite da reagfio enzimética, K ¢ K7 s80 as constantes de Michaelis-

Menten para os substratos A, considerado principal (&cido ascorbico) e B, o secundsrio (O,).
A Fig. 2.12 mostra o gréfico de decomposiclio de &cido ascorbico em diferentes concentragdes,
pelo extrato enzimético obtido de casca de pepino.
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Fig. 2.12 Curvas de cinética enzimitica para o extrato bruto de ascorbato
oxidase de pepino, obtidas por espectrofotometria na regifio do UV
(=265 om). Volume de extrato. enzimdtico diluido: 5 pL (a. até
g-), k. 0. Concentragfio inicial de solucio de icido ascérbico em
mmot L"':.a. 0,020; b. 0,033; <. 0,066; 4. 0,133; ¢, 0,166; ., g. €
k. 0,200. A curva g - foi obtida depois do extrato enzimético ser
aquecido 3 90 °C por 15 min e a h. em solugilo tampfio fosfato.
Comomdesa-obsmado,oéddoasoérﬁwnﬁbédewmpmoemmmnqadewlugﬁomm
(curva h), nem quando o extrato enzimético obtido da casca de pepino & aquecido por 15 min a 90
°C(cm'vag).Aucmafmosuaclaramentequeaenzimapmsenwmexuamdepepimémsmnsével
pelae@éﬁsedadegradaqﬁoo:ddaﬁvado dcido ascérbico.
Os parémetros cinéticos foram estimados para o extrato enzimético bruto pelos graficos das Fig.
2.12a2.15.
A Fig. 2.13 apresenta uma curva de calibragdo para o Acido ascérbico em fungfio da absorbancia
medida no UV (A=265 nm). O coeficiente angular desta curva indica a variagio da absorbéncia com
o nimero de mmoles de dcido ascorbico presentes na solugio € pode ser utilizado para determinar as



velocidades iniciais ( v, ) para as curvas de cinética enzimitica da Fig, 2.12. Considerando a
regressio linear da Fig. 2.13 tem-se:

A= -(0,003£0,003)+ (4500+ 60)(n° de mmoles,___..) (252)
sendo, r = 0,9997; EDPR = 0,03; N =5,

0.5

0,9 - - r T . - v -
0,0000 0,0\;01 0,0;02 0.0003 0.0;)04 o,o'oos 0,0;)06 0,0007
n° de mmoles de Acido Ascérbico

Fig. 2.13 - Curva de calibragio (espectrofotometria no UV - A=265 nm)
para écido ascérbico em tampiio fosfato 0,1 moi L7, pH 5,6.
Volume final: 3,00 mL. Temperatura: 25 °C.

A velocidade inicial ¢ determinada a partir do infcio da curva de reaciio enzimética (Fig. 2.12).
Assim, com os dados das Figs. 2.12 ¢ 2.13 pode-se calcular v, paraas diferentes concentragdes do
substrato acido ascérbico de acordo com a equagio:

vo(mmoless™) = CZACE (253)
E-UV

onde, CAcg (Absorbancia s') € o coeficiente angular obtido na regifio linear para as curvas da Fig.
2.12 e CAy v (Absorbéncia mmoles™) € o coeficiente angular da curva de calibragio da Fig. 2.13.

Desta forma, com os valores de v, calculados para cada concentrac#o inicial de 4cido ascérbico
degradado pelo extrato bruto da casca de pepino (Fig. 2.12), pode-se construir o grifico de
Michaelis-Menten para este substrato (Fig.2.14). A fungéio matemética que descreve uma cinética
enzimética é uma hipérbole retangular™. Logo, a func#io para a curva da Fig, 2.14, pode ser escrita
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na fm da seguinte equacgo:

(4,2 £ 0,7)[monoascorbato]
1+ (4,2 £ 0,7)[monoascorbato]

o= (2,5% 10°£4,3x 107)

(254)

sendo, r=0,998.

00 : ’ . : . . . ; .
0,00 0,06 0,10 048 0,20 025
{Acido Asodrbico] (mmoles L™)

Fig. 214 Grifico de Michaelis-Menten para o substrato icido
ascirbico referente a cinética enzimsitica do extrato bruto
de casca de pepino. '

- Comakq,2.53 pode-se estimar V. e K para o substrato dcido asc6érbico no extrato enzimético
bruto de casca de pepino. Para uma estimativa de K, mais precisa, utilizou-se o grafico de
Lineweaver-Burk da Fig. 2,15, onde o coeficiente angular desta curva esté relacionada com K pela
equagio:

K

Chp=7= (259

onde, C.A.;; € o coeficiente angular do gréfico de Lineweaver-Burk.
A equac#io para a regressfio linear do grafico de Lineweaver-Burk (Fig. 2.18) é dada por:

1
{monoascorbato

vi = (181,000 57.000)-+ (62.000+ 2.300) (256)
(1]

sendo, r =0,997; EDPR = 91206; N = 6.
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O valorestimado para K, aparente foi 157 pmol L, e similar aquele descrito para a enzima pura
(166 pmol L - Método Polarogréfico)®™. Este pequeno valor de K mostra a elevada afinidade da
ascorbato oxidase pelo 4cido ascorbico. A atividade enzimética para o extrato bruto foi 122 U mL".
Isto significa que 1 mL do extrato enzimético da casca de pepino tem a capacidade de oxidar 122
pmol de deido ascérbico por minuto a25°C. OV, estimado (Fig. 2_.14) foi em torno de 2,5x10°
pmol de 4cido ascérbico decomposto por segundo por 5 pL de extrato enzimético diluido 4 vezes.

I v ] i U L] v 1 T T

10 0 10 2 2 @ 50
{monoascorbato} (mmel L™y

Fig. 2.15 Grifico de Lineweaver-Burk para a cinética
enzimitica de dcido ascérbico com o extrato bruto
de casca de pepino,

V. Caracteristicas da Membrana do Biossensor EVA/Ascorbato Oxidase

Inicialmente, foi tentado imobilizar o extrato bruto de casca de pepino por ligagéo covalente
cruzada, com glutaraldeido, sobre o eletrodo de grafite/ep6xi. Contudo, o biossensor nfio apresentou
boa seletividade, desde que ele permitia o acesso de ions interferentes sobre & superficie do eletrodo
base de grafite/ep6xi. Entéio, utilizou-se uma membrana de EVA para imobilizar por oclusso o extrato
enzimético e superar este problema. O EVA ¢ um copolimero muito freqlientemente usado em
formulac8o de adesivos hot-melt. Ele apresenta temperatura de transicio vitrea (T,) na faixade 28 a
30 °C, dependendo da razfio acetato de vinila para etileno na composigo!™.

Em geral, a imobilizagio de enzimas em matrizes poliméricasP** & feita usando o PVC. Contudo,
este polimero apresenta uma elevada temperatura de transicéo vitrea (T, = 81°C) ¢ as membranas
resultante dele s8o rigidas. Assim, € usual utilizar plastificantes na preparacio de membranas para ISE
comPVC, pois estes reduzem a T, abaixo da temperatura ambiente, resuitando numa membrana mais
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flexivel.

O EVA tem recebido especial atenco por alguns pesquisadores® ™, devido as caracteristicas
desejaveis que ele apresenta em relaclio a0 PVC na construglio de membranas sensoras para ISE. A
principal delas, € a auséncia de plastificantes na preparagio da membrana, o que simplifica muito a
obtenglio do sensor, diminuindo custos e interferéncia, além de reduzir a lixiviagso do componente
ativoli®-19],

Ummoblemadaimobiﬁmﬁodemﬁmspormlusﬁoemmhamspoﬁméﬁcaséomwmpo
de vida do biossensor. Esta desvantagem foi atenuada pela inclusio de uma pequena quantidade de
glutaraldeido junto com o extrato enzimético bruto de casca de pepino, uma vez que a imobilizagio
por ligagiio covalente cruzada resulta em ﬁmmaiortempo de vida™. Neste caso, nfio é necessério
adicionar albumina na membrana, pois a enzima obtida de fonte natural, sem grande purificagfo,
continua em seu ambiente natural.

A membrana obtida para o biossensor-ascorbato foi muito fina e ficou protegida do ambiente pela
protuberéncia do tubo que serve como suporte do eletrodo de grafite/epéxi. Vérios eletrodos foram
obtides de maneira similar e seu comportamento foi quase sempre o mesmo.

V1. Efeito de pH, Forga lonica e Temperatura no Biossensor EVA/Ascorbato Oxidase

A Fig, 2.16 mostra o efeito do pH da solugfio sobre a resposta do biossensor. O substrato da
enzima ¢ o ion ascorbato (monoénion), assim, o eletrodo trabalha perfeitamente na regiio de pH onde
esta espécie esta presente (pH > 4). Por outro lado, em pH maior que 6,0 0 eletrodo nfio responde
muito bem em estado estacionério, uma vez que o dcido 4scorbico é instivel em meio neutro on
alcalino (Apéndiee 1). Além disto, em meio alcalino o biossensor pode sofrer a interferéncia de alguns
agiicares com carbono anomérico, desde que-os fons Cu®* da ascorbato oxidase podem reagir com os
grupos aldeidicos de acordo com a reaglio de Fehling™, Assim, o pH 5,0 foi escolhido para as
medidas potenciométricas ¢ armazenagem do biossensor. E interessante observar pelo diagrama de
Reilley (Fig. 2.16) que o biossensor sofre interferéncia do pH da solugfio, possivelmente respondendo
para o jon OH, devido a sua capacidade de coordenagio com Cu®*, Assim, é importante ter um
controle adequado do pH da solug3o com tampéo.

O efeito da concentraglio do tampdio utilizado no ajuste da forga idnica do meio, em relagéo a
resposta do eletrodo para o fon ascorbato, foi estudada na faixa de 0,1 até 1,0 mol L. A variagfio de
forga iénica nfio influenciou a resposta do eletrodo. Valores de forga idnica menores que 0,1 mol L7,
ndo foram estudados, pois o pH da soluglio poderia ser afetado pela adigio da soluglio de 4cido
ascérbico, preparada em pH abaixo de 3, uma vez que esta € mais estivel em meio fortemente acido.

O efeito da temperatura no tempo de resposta do biossensor foi estodada entre 25 e 50 °C. O
tempo de resposta para o eletrodo variou de 5 min a 25 °C para 2 min a 50 °C, mostrando que o



A Potenciometria e os ISE Desenvolvidos: O ISE-Ascorbato

biossensor responde relativamente mais répido & temperaturas mais elevadas que a ambiente (Fig.
2.17). Embora a enzima ascorbato oxidase seja bastante estével a altas temperaturas™*, todas as
medidas potenciométricas foram realizadas a 25 °C para evitar a desnaturacio da enzima e
conseqlientemente, diminuir o tempo de vida util do biossensor.
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Fig. 2.16 Diagrama de Reilley mostrando a faixa Fig. 2.17  Efeito da temperatura no tempo de

operacional de pH para o biossensor. resposta do biossensor para ascorbato
Temperatura: (25,0+0,1)°C. Forga ibnica: baseado no extrato bruto de casca de
0,1 mol L'. Concentragio de icido pepino contendo ascorbato oxidase. pH
ascirbico, molL7: A, 1%10™ e B. 1x10, 5,0. Forga itnica: 0,1 mol L.

VII. Avaliacfio e Desempenko do Biossensor EVA/Ascorbato Oxidase

O biossensor construido para o fon ascorbato exibiu comportamento sub-nernstiano de 50
mV/década a 23 °C em tampdo fosfato 0,1 mol L™, pH 5,0. A faixa de resposta linear foi de 8,0x10%
a 4,5x10* mol L', com um limite de detecgio de 4,2x10° mol L™ (Fig. 2.18). O tempo de
recuperacio do eletrodo, isto €, o tempo necessirio para atingir um novo equilibrio apés sua
utilizagdo numa medida potenciométrica, foi em torno de 10 min sob constante agitagio em agua
deionizada. Apesar deste tempo ser longo, ele foi menor do que descrito na literatura para outros
eletrodos potenciométricos para dcido ascorbico, cerca de 30 min™™. No caso, € necessério o
borbuthamento continuo de O, para a resposta apropriada do biossensor, uma vez que este substrato
restaura a enzima na sua forma ativa (Eq. 2.49 ¢ 2.50).

A equagdio que descreve o desempenho analitico do biossensor & dada por:

AE = -(126% 2)+ (50,3 0,6) p[Acido Ascorbico] 257
onde r = 0,9998; EDPR = 0,74; N=5,
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Fig.2.18 . Faixa de linearidade e limite do detecgBo para o biossensor
-construido. 4 base de ascorbato.oxidase extraida da casca
de pepino ¢ imobilizada por oclusio em EVA. Forga
idnics: 0,1 mol L. Temperatura: (25,040,1) °C. pH: 5,0.

Obiossensor foiusado continnamente durante 1 15 dias seguidos, sendo feitas cerca de 300 andlises
neste perfodo, ondenenhmamudanganamspostafmobservad&Depomde3meses,oblossensor
mostron um pequeno decréscimo na sensibilidade para o fon ascorbato (7%).

Amtaferénmadevﬁnoscompostos,tmscomoaqﬁcm,smsecomtes comumente
pmsmt&smmos&asholéglmsedeﬁrmwosfm&mdadaOmdemmfménmapmﬂgms
substincias moleculares e idnicas esté listado nas Tabelas 2.1 € 2.2, respectivamente. Das espécies
moleculares estudadas, a cisteina foi o composto que apresentou maior interferéncia, desde que a
percentagem de recuperacio foi 14% maior que o valor esperado. Uréia também apresentou alguma
interferéncia ¢ tem sido descrito como um composto que desativa a ascorbato oxidase, onde este
efeito ¢ correlacionado com a complexagfio dos fons cobre (II) contidos na enzima®™. Para as
&spéci&ei&nicas,oiodeto,onim,oaeetatoeocloretoapresenmamumapequenainmrferéndano
biossensor, que pode ser atribuida & afinidade desses anions pelo Cu?* da enzima. De modo geral, os
compostos estudados nio interferiram significativamente na resposta do biossensor para acido
ascérbico baseado no extrato bruto de casca de pepino.

Os principais interferentes para este biossensor deveriam ser os fons cianeto, azoteto e
fluareto™*™. Estes anions séo inibidores da enzima ascorbato oxidase por causa da sua capacidade
complexante com Cu”*. EDTA também pode coordenar Cu?*, porém nenhum efeito foi observado.
Assim, o0 EDTA pode prevenir a oxidaglio n3o enzimética do ascorbato, Substincias como PIPES e



Tabels 2.1 Gx;au de interferéncia obtido para o biossensor em relaglio a diversas substéncias
moleculares. Concentraco de 4cido ascoérbico e interferente; 1x10* mol L*

interferente: 1x10™* mol L.

(proporgio: 1:1).
Acido Ascérbico (mg L)

Interferente Adicionado - Encontrado - Recuperagio (%)

Cistefna 17,5 20,0 (114£5)"

Frutose 17,5 18,7 (107+5)

. Sacarose 175 178 (102:5)

Glicose 17,5 18,0 (103£5)

Uréia 17,5 15,8 (90+5)

—*Estimadopor propagaciio de erro™*,

-Fabeln 2.2 Coeficientes de seletividade potenciométrico para o biossensor. Concentragio de

Interferente - -Espécie ibnica principal em pH 5.0 - Metédos - pK™eT
- Interferéncia-fixa  Potential-equivalente

Todeto de Potéssio 1§ 10 1,9
Nitrato de Potissio NG, 1,0 2,3
Acetato de Sédio . - H,Ce00 1,1 3,6
‘Cloreto de Potiissio cr 14 nd.’
-Benzoato-de Sédio - $E00 12 na.
Acido Succinico ~ Succinato monodnion 12 nd.
L-Histidina - * Histidina menognion 14 nd
Salicilato de Sédio Salicilato monoénion 1,6 n.d.
Glicina Glicina monoénion 1,8 nd.
Tartarato de Potdssio Tartarato disnion 59 1,5
Suifato de Potéssio SO 6,1 23
Citrato de Sédio Citrato difinjon 6,6 nd
Oxalato de Potdssio -Oxalato difinion 6.9 nd.
H,EDTANu, H,EDTA difinion 7,1 nd.

*n.d.: nfio detectével.
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o jon monacitrato sio inibidores competitivos para ascorbato!'*, mas este efeito-pode ser atenado
no caso de concentragio superior do substrato primério em relagfio aos mesmos®. De qualquer
forma, compostos como CN, F, N, e PIPES, dificilmente estdo presentes preparagdes
farmacéuticas e mesmo em amostras clinicas de sangue ou urina.
O Biossensor foi utilizado na anslise de diversas amostras complexas de produtos farmacéuticos.
A Tabela 2.3 apresenta os resultados obtidos comparativamente com o método
. espectrofotométrico’®,

Tabela2.3  Resultados obtidos na anélise de amostras farmacéuticas de-vitamina C usando o

-biossensor-EV A/ascorbato oxidase.

Amostra Valor Nominal FIA-Espectrofotométrico™" Biossensor Desvio
#1 1 g/comprimido {1,04+0,02)" - 020 3,8%
2 1.g/10g de firmace {1,07+0,02) 1,110;1) 3,0%
# 0.24 g/comprimido {0,240+0,001) {0,23+0,02) 4,0%
#4 65 mg/10 m} de xarope (59=1) (58+2) 2,0%

~*Estimativado desvio relativo obtido entre os métodos espectrofotométrico e potenciométrico com o biossensor.
tEstimativa do desvio padriio para 3-determinacdes.

“Tanibém contém na formulaco das amostras de férmacos:
#1 1,0 g de sacarose, amido & corante laranja;

#2 5,0-gde glicose e 3,8 g de sacarose;

#3 0,4 g de dcido acetilsalicilico;

#4 Vitamina A (2,000 U.L), B1 (130 mg), B2 (1.30 mg), B6 (0.90 mg), B12 (3.0 pg), D (400 ULL, E (0.0003 mi),
cido folico (0.50 mg), sulfato de zinco (2.0 mg), sulfato de magnésio (5.0 mg), sulfisto de pothssio (10.0 mg),
- sulfato de.cobre 11 (0.50mg), sulfisto de ferro (30.0 me), jodeto de potissio (0,20-mg), Suoretode s6dio (0,04 mg),
“Sorbitol (10:0 mg) e nicotinamida (13.0-mg), cloridrato de tisina-(16;0-mg), vitrato-de-ferro & colina (10,0.mp).

‘Como pode ser observado os resultados com o biossensor EVA/ascorbato-exidase apresentaram
“uma boaexatidio em relacio a0 método espectrofotométrico (desvio relativo em torno de 2 a 4%).
Contude, a precisio dos resuitados nfo foi muito boa (desvio padriio relativo na ordem-de 10% para
3 determinagdes). Isto pode ser explicado pela competigiio entrea decomposicio do acido aseérbico
~ devido ao oxigénio que ¢ borbulhado na cela eletroquimica de medida, e a cinética de resposta do
biossensor. Isto.causa um drift nas medidas com o biossensor proposto para a uma mesma
concentraglio de dcido ascérbico, principalmente em concentragdes diluidas. Esta filta de
teprodutibilidade devido ainstabilidade do 4cido ascérbico, associada com a relagiio logaritmica na
técnica potenciométrica entre o sinal ¢ a concentragfio (Eq. de Nernst), causa um elevado desvio
padriio no teor de dcido ascérbico determinado numa mesma amostra.
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2.4.1.2 O Sensor d Base de EVA/Cu**

De acordo com a idéia de que somente os fons Cw* presentes na estrutura da enzima eram
responséveis pelo desenvolvimento do potencial no biossensor, estudou-se a possibilidade do uso de
saisinorgﬁnicosdecobre(ﬂ)oclusosnamembranadeEVA(CapituloS) As caracteristicas da
membrana de EVA 40% dopada com jons Cu?*, bem como o seu desempenho na elaboragdo do
smsorpoteancoparaécndoascérblcoseﬁodescntosaseguu

L. Caracteristicas da Membrana e Teoria de Resposta do Sensor EVA/Cu?*

Apﬁndpdmhﬂsﬁmmpwpmag&odamcmbmnasensiwlpmomnasmrbawbaseadoem
BVAdopadocomionscobre([[),éaneoessxdadededJssolverosulfatodeoobre(ﬂ)eméguaantes
de se adicionar a solugso de EVA/THF. Isto ¢ necessério para transportar o cobre (IT) na forma iénica
auwésdafaseorgﬁmm(EVAfHﬂjeasmm,semmmrmnﬂmdomwdemhménwmrmbes
de coordenaciio com o copolimero EVA. Por outro lado, a adigio de soluglio de EVA/THF
diretamente sobre o sulfato de cobre (II) sélido, faz com que o eletrodo n3o exiba resposta
potenciométrica.

Fundamentalmente, o mecanismo proposto para a resposta do eletrodo baseado em EVA/Cu®
estd apresentado na Fig. 2.19.

Etapa 3 (Regenoracho)

Solugo Tompéio, pH 5,0 com borbalbaments contimo de oxiglnio

Fig. 2.19 Esquema do mecanismo proposto para a resposta do sensor baseado em
manbrmdeEVA!Cu’*smsivelaoionasoorbato
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Na etapa 1, depois da adiglio da solugfio de écido ascorbico, este sofre dissociagtio em pH 5.0
produzindo a espécie monoascorbato, a qual forma um complexo octaédrico com o fon cliprico na
membrana em presenca de oxigénio. Entio, os fons Cu?* na membrana de EVA s#io reduzidos para
Cu'* (etaps 2) pelo ion monoascorbato, sendo este oxidado para dcido dehidroascérbico. A mudanca
na densidade de carga devido ao par redox Cu?*/Cul* sobre a superficie do eletrodo causa a variagiio
do potencial, a qual é detectada pelo eletrodo de grafite/epéxi. Oxigénio é continuamente borbulhado
no sistema para reoxidar o Cu'* a Cu®*, regenerando o eletrodo (etapa 3) e produzindo peréxido de
hidrogénio. O per6xido de hidrogénio pode também reagir com o dcido ascérbico, mas este € pouco
suscetivel a oxidagio em baixos niveis de peréxido de hidrogénio"®). Assim, a micro-quantidade de
perdxido de hidrogénio formado no eletrodo nfio afeta a medida de potencial. O mecanismo de
resposta sugerido estd de acordo com a cinética de oxidagfio do 4cido ascorbico catalisada por fons
cobre (IN""!'%, As semi-reaces da cela com os respectivos potenciais redox podem ser escrito
como[lll.ln]:

monoascorbato m====t jcido dehidroascérbico+ H' + e ; pH5.0; E ’= +127mv (2.58)

Cu¥'+ o e CulhEC=+158mV  (2.59)

Oy + 2H* +2¢ weemmt H,0,; E’= +682mV  (2.60)

OpotencialEC",,,lc“hé_dadapelaequacsodeNemst:

RT. Cu*
Ecuayeuny = Fowaycun * 'z"ﬁ"h‘”é;“ﬂ' (261)

Sob concentragfio constante de O, o potencial do eletrodo-pode ser representado como:

FARED AR ;R}‘_Iln{Monoasoorbm] (2.62)

onde E° é a soma do E’ pescortui + Ecumycun © 2 € igual a 1.

Na preparagio da membrana, o copolimero EVA foi escolhido em relagiio a0 PVC, porque nele
nfio € necessério o uso de plastificantes, tornando sua formulacio mais simples, além de permitir
interacdes entre os fons Cu** e 0 EVA, 0 que nio & possivel com o PVC. Isto minimiza os problemas
de lixiviagio dos fons Cw** da membrana.

I1. Efeito da Quantidade de ions Cobre (I) na Membrana de EVA

A velocidade de oxidaggio do scido ascorbico catalisada por fons Cu* foi determinada por Khan



e Martell"'®! e varia linearmente com a concentragiio de ions Cu®', sendo a constante cinética
especifica cerca de 1620 (mol L)' s a 25 °C e pH 3.5. E importante enfatizar que para pH
superiores esta constante de velocidade serd muito maior. Assim, 0 sensor proposto deverd responder
relativamente répido. A Fig. 2.20 mostra o tempo de resposta obtido com diferentes concentragdes
de fons Cu** namembrana. Em geral, ele foi cerca de 2 a 4 min, dependendo da concentraco de fons
Cu?* na membrana. Um importante fator observado, é que a concentragéio de fons Cu?* na membrana
néio deve ser maior que 15%, porque este lixivia para a solugfio, afetando a estabilidade do potencial
(Fig. 2.20C). Em estado estacionério, foi escolhido uma concentragio de 5% de fons Cu** na
membrana para evitar o problema da lixiviacio.

Vale ressaltar que, em baixas concentragdes de fons Cu®* na membrana, o eletrodo apresenta um
limite nernstiano menor do que em concentragdes maiores. Isto ocorre, pois os fons Cu?* na membrana
saturam para uma concentracio pequena de monoascorbato, porém, o limite de detecgéio permanece
inalterado.

1x10° mol L*

; B

60 mvV

s 1x10* mol L

Fig. 220 Efeito da concentragfo de fons Cu** na membrana de EVA, no
tempo de resposta do eletrodo sensivel parao fon ascorbato.
A. 5%; B. 10%; C. 15%. pH 5,0. For¢a ibnica: 0,1 mol L.
Temperatura: (25,040,1) °C.

fll.  Efeito do pH e da For¢a Idnica no Sensor EVA/Cu*

A Fig. 2.21 mostra o efeito do pH da solug#o sobre a resposta do eletrodo para ascorbato. A faixa
operacional de pH foi entre 3,5 e 8,0, ¢ pode ser justificada devido ao ion monoascorbato apresentar
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maior capacidade redox que a espécie molecular, uma vez que o dcido ascérbico nfio sofre oxidacfio
catalisada pelos fons Cu? 1", Contudo, nfio é recomendado usar o eletrodo em condigBes de estado
estaciondrio, em pH maior que 6,0, porque a estabilidade das soluges de 4cido ascorbico decresce
com o aumento do pH da soluglio (Apéndice 1). Além disto, em meio alcalino o sensor EVA/Cu®
pode sofrer a interferéncia de agticares com carbono anomérico, devido a reagdio de Fehling®9. Ent3o,
o pH 5.0 foi escolhido para as medidas potenciométricas. E interessante observar pelo diagrama de
Reilley da Fig. 2.21, que o sensor sofre influéncia do pH da solug#io, possivelmente respondendo para
OH, devido a capacidade de coordenacio com os fons Cu™. Logo ¢ importante um adequado
controle do pH da soluglio com tampéo; Tais resultados foram similares aos obtidos com o biossensor
baseado em ascorbato oxidase de extrato bruto de casca de pepino.

Fig. 221 Diagrama de Reilley mostrando a faixa operacional de pH do sensor baseado
em EVA/Cv*" para dicido ascorbico. Temperatura: (25,0+0,1) °C. Forga I6nica:
0,1 molL. Concentraclo de écido ascérbico, molL': A, 1x10% B, 1x10%,

A forga iénica nfio afetou a resposta do eletrodo na faixa de 0,1 a 1,0 mol L. Valores menores
que 0,1 mol L™ nio foram investigados pois o pH do sistema tampao pode ser modificado pela adico
da solugZio de 4cido ascérbico, preparada em pH abaixo de 3 para methorar sua estabilidade. Assim,
todas as medidas foram realizadas usando tamp3o fosfato 0,1 mol L.
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IV.  Avaliagcio e Desempenho do Sensor EVA/Cu**

A Fig. 2.22 apresenta curvas de calibragéio para dcido ascérbico com o eletrodo preparado com
e sem fons Cu’* na membrana. As curvas mostram claramente que os ions Cu’* s80 responséveis pelo
desenvolvimento do potencial. O sensor apresentou comportamento nernstiano (=55 mV/década) na
faixa de concentragio 5,6x10°a 3,7x10* mol L para 4cido ascérbico em 0,1 mol L de tampdo
fosfato, pH 5,0 2 25,0 °C. O limite de detecgfio foi 3,8x10° mol L™, O eletrodo apresentou um limite
nernstiano superior, onde acima de 3,7x10* mol L ele nfio responde linearmente, provavelmente
devido a saturagfio dos fons Cu** na membrana. A equagio que descreve o desempenho analitico do
sensor ¢ dada por: .
AE = -(132+ 3)+ (55,4 0,7) pfAcido Ascérbico] (2.63)
onde, r = 0,9996; EDPR=10; N=7.
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Fig. 2.22 Dependéncia do potencial do eletrodo como funglo da
concentragio de &cido ascérbico. Forga ifnica: 0,1 mol L™,
pH: 5,0. Temperatura: (25,040,1) °C. Eletrodo baseado em
membrana de EVA: A. com ¢ B. sem ions Cu** (5%) na
membrana.

Um problema deste eletrodo foi o tempo requerido para atingir um novo equilibrio, cercade 5a
10 min sobre constante agitag#io em agua deionizada e borbulhamento de O,, 0 que provoca uma
freqfiéncia analitica de 6 amostras por hora.

A presenca de alguns compostos normalmente encontrados em amostras farmacéuticas e clinicas
foram investigados e o grau de interferéncia est4 apresentado nas Tabelas 2.4 a 2.6. Os compostos



moleculares estudados ndio apresentaram interferéncia significativa na resposta do sensor, exceto uréia
(Tabela 2.4). Este comportamento poderia ser explicado por sua possivel capacidade de coordenagiio
com Cu’*, da mesma forma que ocorre com o biossensor baseado na enzima ascorbato oxidase,
Outros possiveis interferentes seriam o EDTA e o 4cido dirico, pois também podem coordenar com
os fons Cu”". Contudo, nenhuma interferéncia destes compostos foi observada. A pH 5,0, 0o EDTA
pode sofrer repulséio eletrostitica dos grupos acetatos do copolimero EVA, nfio permitindo a
formac#o do complexo de maneira mais efetiva entre o fon Cu®* e 0s grupos amino do EDTA. J4 0
4cido vrico ¢ pouco solivel em pH 5,0 e estd praticamente todo na forma molecular.

Os coeficientes de seletividade potenciométricos para o eletrodo indicaram que este tem maior
preferéncia pelo fon primério. Da mesma forma que ocorreu com o biossensor para dcido ascérbico,
baseado na enzima ascorbato oxidase de extrato bruto de casca de pepino, os métodos estudados para
determinac8o dos coeficientes de seletividade mostraram grande discrepancia entre eles (Tabela 2.5).
Contudo, 0 método do potencial-equivalente é mais real porque nfio necessita levar em consideragfio
o comportamento nernstiano do jon interferente, nem & importante a carga dos fons para calcular o
K", assim, ele apresenta maior aplicaglio pritica (Capétulo 2 - Segdo 2.2.2.5). Logo, o sensor
respondeu cerca de 250 vezes mais para dcido ascorbico que para iodeto, o composto iénico que
causou maior imerferéncia (Tabela 2.5).

Possiveis interferentes para o eletrodo proposto s#o catecol e seus derivados, porque estas
substéncias séo também oxidadas pelo oxigénio na presenca de jons Cu?* M4, A Tabela 2.6 mostra
a influéncia de alguns compostos fenélicos na resposta do sensor, sendo este efeito estimado pelo
K™, de acordo com o métedo do potencial-equivalente. O eletrodo apresentou resposta para uma
variedade de derivados de catecol, hidroquinona (1,4-dihidroxibenzeno), dopamina
(3-hidroxitiramina), catecol (1,2- dihidroxibenzeno) e L-dopa (3-(3,4-dihidroxifenil)-1.-alanina). Nos
casos da hidroguinona e dopamina, o eletrodo responde cerca de seis a quatro vezes mais para estas
substancias que para 4cido ascérbico, respectivamente. Porém, estes compostos nfio estiio presentes
em formulagBes farmacéuticas contendo 4cido ascérbico e assim, nfio sdo um sério problema. Somente
em anélises clinicas que estas interferéncias podem ser criticas, Além disto, Balla e al. " sugerem
uma dependéncia dos dados cinéticos em fungo do pH, na oxidagio do catecol catalisada por ions
Cu?, a qual envolve mais espécies dissociadas do que espécies moleculares, com uma etapa de
propagacio em cadeia. O pK!"'4 dos grupos hidroxilas na hidroquinona (10,4), dopamina (10,4 e
13,1), catecol (9,3 ¢ 13,0) e L-dopa (10,0 € 11,8) sugere que em pH abaixo de 4,0 essas substéincias
estiio totalmente na sua forma molecular, ¢ entfio, o eletrodo niio responderia para as mesmas. Testes
com dopamina em pH 4.0 confirmaram esta hipétese (Fig. 2.23).

O sensor foi usado continuamente em cerca de 300 determinacBes. Sua sensibilidade n#o foi
modificada apreciavelmente, sendo observado apenas um pequeno decréscimo na resposta do sensor
no 15° dia consecutivo de uso (Tabela 2.7), que niio prejudicou seu uso posterior.
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Tabela2.4  Grau de interferéncia obtido para o sensor EVA/Cu*, Concentraglio de intetferente:

1x10* mol L. .
Acido Ascérbico (mg L)
Interferentes Adicionado Encontrado Recuperagiio (%)
Cistefna 7.5 73 9745°
17,5 19,0 108+5
‘Frutose 7.5 7.9 105+6
17,5 18,1 10346
Sacarose 7.5 7.9 105+6
17,5 19.0 10846
Glicose 7.5 7.3 97+6
17,5 18,5 10556
Uréia 7.5 : 6,4 855
17,5 16,4 94+5
*Estimado por propagaciio de erro.

Tabela 2.5 Coeficientes de seletividade potenciométricos para o sensor EVA/Cu?*,

Interferente Espécie iénica principal em pH 5.0 Método - pKF°T
' ' Interferéncia-Fixa  Potencial-Equivalente

Todeto de Potéssio I 13 2,4
Acetato de Sodio H,CCOOr 14 3,5
Nitrato de potéssio NO,” 1,5 2,5
Acido Succinico Succinato monodnion 1,5 nd.
L-Histidina Histidina monednion 1,5 34
Salicilato de Sédio Salicilato monodnion 1,7 2,6
- Benzoato de Sédio $COO 1,7 2,9
Glicipa Glicina monoanion 1,8 nd.”
Cloreto de Potéssio cr 19 39
Tartarato de Pétassio Tartarato didnion 6,2 4,0
H,EDTANa, H,EDTA diénion 7,1 32
Oxalato de Potéssio Oxalato disnion 7.2 2,8
Sulfato de Potdssio SO,” 7.4 nd.

*n.d. nfo detectivel.
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Tabela2.6  Coeficientes dé seletividade potenciométricos para o sensor EVA/Cu?*, estimado pelo
método P-E. Todas as medidas foram realizadas em pH 7,0.

Interferentes pKroT Kot
Hidroquinona 08 60
Dopamina 0,6 42
Catecol 0.2 1,4
L-Dopa 0,04 0.9
4-Nitrofenol 1,0 0,1
3-Nitrofenol 1,0 0,1
Tirosina 1,1 0,09
2-Nitrofenol 1,1 0,09
Fenol 1,1 0,09
Resorcinol 1,1 0,09

Tabela2.7  Estabilidade do sensor proposto para dcido ascérbico baseado em membrana de EVA

dopada com fons Cu®.
Dias Coeficiente Angular (mV década™) Cocficiente de correlaglo (1)
1° 59+1 0.9992
2 601 0,9992
30 55,4+0.7 0,996
P 59,1:0.9 0,9988
11° 5842 0.9973
150 50,2:0.4 0,9999

O eletrodo proposto para dcido ascérbico baseado em membrana de EVA/Cu** foi utilizado com
bons resultados para determinagSo 4cido ascérbico em amostras farmacéuticas, como pode ser
' observado na Tabela 2.8. As drogas analisadas contém vérios compostos em suas formulagdes, tais
como agticares, sais e conservantes, porém nenhuma interferéncia foi observada. Os resultados para
determinagio de 4cido ascérbico mestas amostras apresentaram boa concordincia com o método
espectrofotométrico mostrando a aplicabilidade do eletrodo proposto. Contudo, o sensor EVA/Cu?*
‘nfio apresentou uma boa precisio nas medidas do teor de 4cido ascérbico nas replicatas das amostras.
Isto pode ser atribuido, a instabilidade do acido ascérbico associada com a relagio logaritmica na
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técmcapotenclométncaenu'eosmaleaconcenuaqao(l?,q deNernst),damesmafmmaqueno
biossensor baseado em EV A/ascorbato oxidase.

4 S 678 910

Fig. 223 Efeito do pH na resposta do sensor EVA/Cu** para
dopamina. Temperatura: (25,0+0,1) °C. Forga Ionica: 0,1
mol L, Concentragio de dopamina, mol L : A. 1x10%
B. 1x10°%,

-Resultadosobudosnaanﬂmedeamostmsfmmacéuucasdewtammac com o sensot

#1
#2
#3
#4

EVA/Cv?*.
Amostra  ValorNominal ~ FIA-Espectrofotométrico™? Seasor EVAICY® _ Desvio Rolative’
1 g/comprimido (1,040,02)" (1,1:0.2) 5,5%
1 g/10g de firmaco (1,07:0,02) (1,120,1) 2,7%
0.24 g/comprimido (0,24020,001) (0.2620,03) 7,7%
65 mg/10 ml de xarope (59+1) (59+6) 0,0%

*Estimativa do desvio relativo obtido entre 0s métodos espectrofotométrico e potenciométrico.
YEstimativa do desvio padriio para 3 determinagdes.

Também contém na formmlagSio das amostras de firmacos:

#1 1,0 g de sacarose, amido e corante laranja;

#2 5,0 g de glicose e 3,8 g de sacarose;

#3 0,4 g de dcido acetilsalicilico;

#4 Vitamina A (2,000 U.L), B1 (1.30 mg), B2 (1.30 mg), B6 (0.90 mg), B12 (3.0 pg), D (400 U.1.), E (0.0003 mi),
4cido félico (0.50 mg), sulfato de zinco (2.0 mg), sulfato de magnésio (5.0 mg), sulfato de potdssio (10.0 mg),
sulfato de cobre IT (0.50 mg), suifato de ferro (30.0 mg), iodeto de potéssio (0,20 mg), fluoreto de sédio (0,04 mg),
sorbitol (10.0 mg) e nicotinamida (13.0 mg), cloridrato de lisina (10,0 mg), citrato de ferro e colina (10,0 mg).
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24.2 OISE-Urato

Similar a0 que ocorre com o 4cido ascdrbico, o dcido tirico também € um forte agente redutor e
sofve oxidachio pelo oxigénio catalisada por fons metélicos como Cu?®*, Fe**, citocromo-Fe(TH), dentre
outros (Capitule I - Segdo 1.2.2). Além disto, duas das enzimas que atuam na degradacio do 4cido
tirico, a xantina oxidase e a uricase, sio metalo-enzimas. A uricase, por exemplo, apresenta no stio
ativo, fons Cu?* ligados a residuos de aminoécidos'!'®l. Entfio, na elaboragio deste sensor resolveu-se
utilizar a mesma idéia adotada para o sensor de dcido ascérbico. Curiosamente, nos testes iniciais
utilizando o sensor EVA/Cu**, observou-se uma resposta anémala, em que o potencial desenvolvido
aumentava com o aumento da concentrag3o de &cido Girico, indicando ocorrer alguma mudanga nas
cargas da dupla camada elétrica deste eletrodo nas condigdes de trabalho. Desta forma, optou-se por
desenvolver um eletrodo baseado em membrana de EVA dopada com fons Fe*. Neste caso, o

‘fendmeno anterior n#o foi observado, ¢ o eletrodo apresentou um comportamento adequado.

2421 O Sensor  Base de EVA/Fe*
L Caracteristicas da Membrana e Teoria de Resposta do Sensor EVA/Fe’*

Na preparagiio da membrana sensivel para o fon urato, baseada em EVA dopado com fons Fe*,
ocorte 0 mesmo fendmeno observado na membrana EVA/Cu?*, isto &, a necessidade de dissolver o
sulfato-de ferro (II) em 4gua antes de adicionar a solugfio de EVA/THF (Capitule 5). Quando isto
n#io & realizado o eletrodo nfio exibe resposta potenciométrica. Isto vem a confirmar a necessidade
de transportar o sulfato de ferro (II) através da fase orgénica (EVA/THF) na forma idnica e assim,
se manter confinado na rede polimérica por interagSes por coordenagfio com o copolimero EVA.

O eletrodo EVA/Fe** para éicido firico trabalha de acordo com o esquema proposto da Fig. 2.24.
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Fig. 2.24 Esquema do mecanismo de resposta do sensor para urato baseado em membrana de
EVA/Fe™.
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Inicialmente, o fon urato em soluqﬁoalcalina (pH 12) forma um complexo com o jon Fe** na
membrana em presenca de oxigénio. Entfio, os fons Fe* na menibrana de EVA so reduzidos para
Fe*' pelo fon urato, sendo este oxidado para alantoina com produggio do jon bicarbonato ou carbonato
e per6xido de hidrogénio. A mudanca na densidade de carga devido ao par redox Fe*/Fe** sobre a
supetficie do eletrodo causa a variagfio do potencial, aqual é detectada pelo eletrodo de grafite/epoxi.
Ar atmosférico é continuamente borbuthado no sistema através de uma bomba pneumdtica, para
reoxidar o Fe** a Fe** com o auxilio do oxigénio, regenerando o eletrodo. Tal mecanismo de resposta
estd de acordo com a cinética enzimética da uricase e de oxidago do 4cido Grico por fons
metilicost !4,

O potencial E _,, ., ¢dado pela equagfio de Nemst:

RT Fe*
Eronnyren = E:'e(M)/Fe(n) + oF In— Fe* (2.64)

Sob concentragio constante de O, o potencial do eletrodo pode ser representado como:
E=E+ %mwmo] (2:65)
onde E* ¢ a soma do E',,,, + By myreny € Z € iguat a 1.
IL . Efeito do pH e da Forca Ionica sobre o Sensor EVA/Fe**

AFig.z.ZSmostraoefe:todopHdasolugﬁosobrearespostadoeletmdopammato A faixa
operacional de pH foi entre 9,0 € 12,0, contudo recomenda-se utilizar o eletrodo somente em pH 12,
ondeasolub:hdadedomatoémawr Para valores de pH menores que 8, comegaa ocorrer uma ligeira
precipitagio do 4cido drico. .

Aforgalémcatambém-fmmmmpmwpmimetoqmafetouasmed:das potenciométricas com
o sensor EVA/Fe** (Fig. 2.26). Observa-se que em fosfato 0,1 mol L ocorre ums ligeira dimimuico
dosinalemconoentmg&essuperidmalxllo*molL“.Istoprbvavelmenteoconeporeausadobaixo
efeito tamponante do fosfato em pH 12, favorecendo assim, uma competicgio entre os fonsH* gerados
na reacio catalitica e o processo redox na superficie do eletrodo. Entio, todas as medidas foram
realizadas em fosfato 0,25 mol L, pH 12. |

y// A Amk‘acdo e Desempenho do Sensor EVA/Fe**

O sensor para écido irico baseado em membrana de EVA dopada com fons Fe*" apresentou
comportamento sub-nemstiano (42 mV/década) na faixa de concentragsio 6,0x10° a 1,0x10° mol
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L'em 0,25 mol L™ de tampéio fosfato, pH 12,0 a 25,0°C. O limite de detecglio foi 5,2}:10" mol L™,
O eletrodo apresentou um limite nernstiano superior, onde acima de 1,0x10* mol L 0 mesmo nfio -
responde linearmente, provaveimente devido & saturag8o dos fons Fe** na membrana. Contudo esta
promunciada (Fig. 2.26). A equagio que descreve o desempenho analitico do sensor é dada por:

AE = —(246+ 4) + (42,01 08)p[Acido Urico) ~ (2:66)
onde, r=0,9996; EDPR =094;: N=4. .
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‘Fig. 225 Diagrama de Reilley para 0 sensor m.z.zs Efeito da forga ibmica na resposta do sensor
EVA/Fe¢", Temperatura: (25 0+0,1) °C, : EVA/Fe* para écido tirico. Temperatura:
Forga I6nica: 0,1 mol L. Concentragio de {25,00,1) °C. Concentraclio de fosfato,
Acido Grico, mol L™: A, 1x10°% B. 1x10%, mol L A. 0,10; B. 0,25; C. 0,50; D, 0,75;
E. 1,00.

OtempodemspostadosenwrpmposboparaécxdoﬁnwfowmmmodeSmm(Figuﬂ Neste
caso, mmummmmmmdommmmmm
de Fe** na membrana em torno de 5%. _

Similar a0 eletrodo EVA/Cu*", elaborado para o écido ascérbico, foram estudados uma série de
compostos interferentes, geralmente encontrados em amostras biologicas. As Tabelas 2.9 ¢ 2.10
apresentam os resultados obtidos para o grau de interferéncia de espécies moleculares ¢ idnicas,
respectivamente. Alguns aglicares, numa proporgéo 100 vezes superior ao dcido iirico, apresentaram
mmmwlmmmmmmﬁm,mmmmmmmde
écido trico contendo este tipo de composto molecular.

Em relag3o aos compostos idnicos, no foi observado nenhuma interferéncia considerdvel (Tabela =

2.10). Os interferentes para este sensor também devem sofrer oxidagdio catalisada por Fe™, que seriam



A Potenciometria e os ISE Desenvolvidos: O ISE-Urato . _ 69

o écido ascérbico, catecol e derivados. Apesar destes compostos apresentarem uma resposta no
sensor, superior 3 obtida para o 4cido dirico, compostos como ééido ascorbico, catecol, hidroquinona
e dopamina s#io extremamente instiveis em pH alcalino, sendo facilmente decompostos. Como pode
ser observado na Fig. 2.28, ap6s a adig#io destes compostos no sistema em estado estaciondrio, um
sinal promunciado é obtido devido a resposta do sensor ao interferente. Contudo, o sinal ndo atinge
o equilibrio por causa da decomposigio dos interferentes pelo oxigénio do meio (A, B, C e D),
provocando a formag&o de um pico, Desta forma, tais substincias niio serdointerferentes criticos para
© sensor, pois podem ser eliminadas antes das anélises com o ajuste do pH. A Tabela 2.11 apresenta
os coeficientes de seletividade obtidos com estes interferentes, levandoemcons:deragﬁo o sinal
‘méximo atingido.

1x10° mol 1

Fig. 227 Medida do tempo de resposta do sensor EVA/Fe**
para o fon urato. Concentracio de ions Fe** na
membrana; 5%; pH 12,0; Forga iénica: 0,25 mol 1-';
Temperatura: (25,040,1) °C.

o v e i o el e

10 mal L

Tabela 2.9  Grau de interferéncia obtido para o sensor EVA/Fe*, em relagio a diversas
substéncias moleculares. Concentragdio de interferente: 1x10” mol L (proporgdio:

100:1).
Acido Urico (mg L)
Interferente Adicionado Encontrado Recuperacio (%)
Frutose 1,68 2,01 (120£10)"
Sacarose 1,68 1,9 (113£10)
Glicose 1,68 1,73 (103£10)
Uréia 1,68 1,75 (10410)

*Estimado por propagaciio de erro!?*.



Tabela 2.10 Coeficientes de seletividade potenciométrico obtido pelo método do potencial-
equivalente para o sensor EVA/Fe** construido para 4cido trico. Concentracfio de
interferente: 1x10° mol L7,

Interfecente Espécie idnica principal em pH 12,0 pK™"
Todeto de potéssio I 23
Carbonato de Sédio Co,> 2,6
Nitrato de Potéssio NO; 4,0
Acetato de Sédio H,CC00 3,6
Cloreto de Potéssio cr 39
Acido Succinico Succinato diénion 4,3
L-Histidina Histidina trignion nd.'
Salicilato de Sédio Salicilato monodnion 34
Glicina Glicina difnion nd.
Tartarato de Potéssio Tartarsto difnion 37
Sulfato de Potéssio SO 3,0
Citrato de Sédio Citrato tridnion 3,7
Oxalato de Potéssio Oxalato difnion 2.9
H.EDTANs, EDTA tetrainion 2,8

*n.d. nfic detectével

Tabela2.11  Coeficientes de seletividade potenciométrico para o sensor EVA/Fe* estimado pelo
método do potencial-equivalente. Todas as medidas foram realizadas em em pH 12.,0.

Interferentes pKFor KPor
Acido Ascérbico -1,2 15,8
0,9 8,5
Hidroquinona 0,7 50
0,4 2,5
0,3 2,2
1,0 0,1




Fig. 2.28 Efeito de algumas biomoléculas na resposta do sensor
EVA/Fe”. Forga ibnica: 025 mol L% pH 12,0;
Temperatura: (25,0+0,1) °C. Concentrago de cido trico:
1x10°* mol L. Quantidade de interferente adicionado: 100
uL de 1x10° mol L. A. Acido ascérbico; B. Catecol; C.
Hidroguinona; D, Dopamina; E. L-dopa; F. Cisteina.

Dentre os compostos estudados que apresentam interferéncia pronunciada no sensor EVA/Fe*,
somente L-dopa e cisteina sdio criticos para o sistema, pois apresentam uma boa estabilidade em meio
alcalino (Fig. 2.28). Deles, somente a L-dopa possui uma elevada interferéncia, influindo cerca de
duas vezes e meia mais do que o 4cido trico no sensor. A presenca deste interferente em amostras
biolégicas deve ser eliminada por métodos de extragdio ou separagio.

O sensor proposto foi utilizado na determinacfio de 4cido trico em amostras de soro fornecidas
pelo Hospital das Clinicas (HC) da UNICAMP (Tabela 2.12). Como pode ser observado, os
resultados obtidos com o sensor potenciométrico proposto estio na mesma ordem de grandeza que
os fornecidos pelo HC-UNICAMP. Contudo, o resultado obtido foi menor que o esperado, com um
desvio relativo elevado, cerca de 70%. Isto pode ser atribuido h4 alguns fatores, como a presenga de
interferentes que podem influenciar os resultados do método espectrofotométrico utilizado pelo HC-
UNICAMP. Um destes interferentes, j4 citados anteriormente, poderia ser o 4cido ascorbico, o que
explicaria os resultados superiores ao obt.ido pelo HC em relagéio ao ISE-Urato proposto. Por outro
lado, as amostras foram armazenadas em freezer, no hospital, por um longo periodo antes da anlise,
cerca de cinco meses. Como as amostras de soro sanguineo apresentam um pH em torno de 7,4,
possivelmente, durante o periodo de armazenagem, parte do 4cido firico presente nas amostras
precipitou da solucgo. Isto explica a turbidez de algumas amostras de soro apos descongeladas.



Contudo, era de se esperar que a adi¢fio da amostra em meio fortemente alcalino (pH 12) solubilizasse
o 4cido rico novamente. Associado a este fato, nfio se deve esquecer que o método potenciométrico
apresenta um desvio relativo nas medidas de concentraghio em torno de 10% quando o potencial de
uma mesma solucio varia em torno de 2 mV. Logo, apesar dos resultados serem bastantes
discrepantes em relagiio a0 método adotado pelo HC-UNICAMP, eles indicam a potencialidade de
aplicacéio do ISE-Urato baseado em membrana de EVA dopada com jons Fe**.

Para finalizar, € importante mencionar que mais estudos devem ser necessérios para a utilizag#io
comercial do sensor para écido Grico baseado em EVA/Fe*,

Tabela2.12 Resultadosobﬁdosnadeterminaqﬁodeécidofnimemmnos&asdcsomsanguineo com

o sensor EVA/Fe*.
Amostra HC-UNICAMP (mol L) Sensor EVA/Fe** (mol L) Desvio Relativo”
#1 6,4x10* (2.2+:0,8Nx 10 -66%
2 8,1x10 (13+0,5)x10* 84%
#3 4,7<10* (1,520,5)>10* -68%
#4 5,8x10% (1,6£0,6)x10" 2%
#5 4,3x101 (1.4:0.4)=10* -67%

*Estimativa do desvio relativo obtido entre os métodos HC-UNICAMP e o Potenciométrico.
YEstimativa do desvio padrio para 2 determinacdes.

2.4.3 O ISE-Uréia

Em geral, a elaboragiio dos sensores potenciométricos para uréia s8o baseados na enzima urease
imobilizada sobre um transdutor, formando assim o biossensor. As principais estratégias utilizadas na
construclio de um biossensor para uréia, consiste em monitorar:

» amudanga de pH na superficie do eletrodo devido a hidrélise do bicarbonato de aménio formado
na reagio enzimdtica da uréia;
* os ions amdnio ou bicarbonato produzidos da reagio enzimética, utilizando ISE sensiveis a estas
~ espécies.

Inicialmente, vérias tentativas de imobilizacdo da urease em diferentes sensores foram feitas de
forma a se estudar qual deles obtinha o melhor sinal analitico, Primeiramente, optou-se por utilizar
como transdutor eletrodos de 6xido metdlico, onde s#io citados como excelentes sensores para pH
com tempos de resposta muito curto (em torno de 10 si"'*),
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Virios trabalhos!"??! descrevem a utilizagSio de alguns tipos de ago na construcio destes
sensores para H’, onde a principal dificuldade ¢ a formacdio da camada de 6xido metélico. Os testes
experimentais mostraram uma série de dificuldades na elaboragfo deste tipo de sensor, principalmente
no tratamento da superficie do metal para a formago do dxido metélico. Assim, os vérios eletrodos
construidos no responderam adequadamente para variagBes de pH, apresentando variag@es andmalas
de potencial, as quais nfio podiam ser relacionadas com o pH. Devido as dificuldades apresentadas
esta idéia foi abandonada. Entfo, optou-se pela construgfio de um sensor para bicarbonato baseado
no trocador iénico, Aliquat, similar ao descrito por Herman e Rechnitz*). A principio, a formag#o
do ion bicarbonato produzido na reago enzimstica seria sentida por este sensor. No entanto, estudos
com o0 sensor construido para bicarbonato mostraram que o mesmo s6 desenvolvia potencial em pH
4, indicando que o mesmo respondia para CO,. Contudo, o pH 6timo da enzima solivel é em torno
de 6 e em pH 4 a urease sofre desnaturagaol'®). Assim, o sensor baseado no trocador aniénico Aliquat
nlo ¢ adequado para ser usado como transdutor para a urcase.

Desta forma as perspectivas obtidas nfio eram muito boas, ¢ entfio optou-se por realizar alguns
testes com eletrodos de Pt, sensivel para H" e com eletrodos para ions aménio (NH,"), utilizando o
ionéforo nonactina. Os resultados preliminares foram bastante promissores com as duas estratégias.
Assim, a seguir serfio descritas a avaliago dos sensores potenciométricos 3 base de Pt para pH e de
nonactin para ions amdnio, bem como dos biossensores para uréia baseados na imobilizag8io de urease
em EVA e PVC-COOH nestes transdutores, respectivamente.

1. A Enzima Urease

A urease ¢ uma enzima presente em diversas fontes naturais, como na soja (Soja hyspida), na
semente de melancia (Citrullus vulgaris), abébora (Cucurbita maxima) e em diferentes espécies de
feijéio (Canavalia ensiformis - “jack bean”, Canavalia maritima e Canavalia brasiliensis)**, Esta
enzima foi isolada pela primeira vez por Sumner, em 1926*), ¢ sua massa molecular é cerca de
590.000 g mol 1?41, Ela é uma metaloenzima constituida de dois moles de Ni** por cada uma das suas
seis sub-unidades, cujo massa molecular estd em torno de 96.600 g mol”. A urease contém em sua
estrutura protéica grupos sulfidrilas provenientes de residuos de cisteina. Estes residuos foram
divididos em essencial ¢ nfio essencial, onde o primeiro, quando desativado por compostos que
reagem com grupos sulfidrila, como o édcido 5,5'-di-tio-bis(2-nitrobenzéico), provoca a perda de
atividade da enzima, enquanto que no outro isto ndo ocorre!?’l, Alguns pesquisadores™ mostraram
que os fjons Ni’" presentes na urease nfio estio ligados aos grupos cisteina, uma vez que nfio hé
indica¢fo de transferéncia de carga entre os grupos sulfidrilas e o fon Ni?*. Eles sugeriram que os
residuos essenciais de cisteina servem como um catalisador acido no mecanismo de agio da ureasel™,
No mecanismo proposto, a estrutura da enzima em pH neutro contém uma molécula de igua
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coordenada para um dos fons Ni**, enquanto o outro est coordenado pelo ion hidroxila. O substrato
é ativado pelo ataque nucleofilico do oxigénio para o fon Ni** hidratado, sendo que o grupo =NH,*
resultante interage com o grupo carregado negativamente mais préximo, onde foi postulado que este
grupo seria o fon carboxila. Entéio, o fon Ni** coordenado pelo grupo hidroxila ataca o carbono da
carbonila do substrato coordenado, formando um intermediério tetraédrico. Este intermediério sofre
uma cis#io para formar um carbamato coordenado ou o fon carboxila, sendo esta ciséio favorecida pelo
grupo sulfidrila presente no sftio ativo, o qual provoca uma catilise dcida. O fon carbamato ou
carboxila coordenado ¢ hidrolisado regenerando a enzima (Fig. 2.29).
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Fig. 229 Esquema do mecanismo de aglio catalitica da urease na hidrélise da
uréia. R =NH,. Adaptado da referéncia [129].

A reagéio global da hidrélise da uréia pela urease ¢ dada por™®:

O
urease

EN-USNE, T 3H,0 ————» 2NH,” + HCO; + OH" (2.67)

A urease foi muito estudada na década de 80 e a completa segiiéncia de aminoédcidos
correspondente a sua estrutura molecular foi determinada. A enzima consiste de uma Gnica espécie
de cadeia polipeptidica, contendo cerca de 840 residuos de aminodcidos, conforme descrito por
Takishima et al '), Estes pesquisadores sugeriram que a regifio onde pode conter os ions Ni**
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e conseqﬁentemente os sftios ativos da enzima estaria entre os residuos de aminodcidos 479 ¢ 607,
regifio esta que contém 13 dos 25 residuos de histidina, o qual foi proposto como o aminodcido
responsavel pela coordenagéio dos fons Ni?*i#2,

2.4.3.1 O Biossensor @ Base de EVA/Urease/Pt
1. Efeito da :C'oncentm;:do do Tampdo no Biossensor EVA/Urease/Pt

O efeito da capacidade tamp#o do meio, na resposta do biossensor para uréia é apresentado na
Fig. 2.30. Pode-se observar, que o aumento na concentragdo do tampo causa uma diminui¢Zo na
sensibilidade do biossensor como causa da diminui¢io da variagio de pH na superficie do eletrodo
devido ao maior efeito tamponante. Por outro lado, uma concentragSio muito diluida do tampio
provoca uma diminui¢lio na faixa de linearidade do biossensor. O mesmo satura mais rapidamente para
concentragdes elevadas de uréia como caunsa do efeito de adsor¢fio dos produtos da reagio enzimética
na membrana. Assim, um comportamento super-nernstiano é observado, uma vez que o meio
tamponante néo ¢ suficiente para restaurar as condigdes iniciais do eletrodo. Logo, uma concentragiio
do tampiio entre 1x10® a 1x10? mol L parecem ser as concentragdes mais adequadas para o
biossensor responder satisfatoriamente as variagdes de pH em sua superficie. A concentragéio de
1x10* mol L foi escolhida para realizar os demais estudos. Resultados similares tém sido descritos
em viérios trabalhos em que o biossensor para uréia responde & variacdes de pH na superficie do
eletrodo®6*8,

p{Uréia] (moi L")

. Fig. 230 Curvas analiticas para uréia mostrando o efeito
tamponante do meio na resposta do biossensor. pH
6,0. Temperzatura: (25,0+0,1)°C. Concentragiio do
tampéio TRIS-SQ,, mof L: A. 1x107; B, 1x10%
C. 1x10%; D, I1x10% E. 1x10°,



Capitulo 2 - 4 Potemwmtna eos ISE Desemolvxdos _ 76

IL. Efeito do pH, Forga ibnica e Temperatura no Biossensor EVA/Urease/Pt

A hidr6lise enzimdtica da uréia pela urease pode aumentar o pH do meio até um valor méximo de
9,313 Por outro lado, a perda de atividade catalitica da urease ocorre em pH abaixo de 5,114
mostrando que a faixa de trabatho do eletrodo de pH usado como transdutor deve estar entre 5 e 10.
Entéo, foi estudado a resposta para pH: do eletrodo de Pt utilizado como transdutor. A Fig. 2.31
mostra as curvas de calibragdo tipicas de pH para o sensor de Pt, na presenca € na auséncia do fon
cloreto. Observa-se que na presenga de NaCl o eletrodo de Pt apresentou resposta sub-nernstiana para
PH (~36 mV/pH), provavelmente devido a formagéio de cloro complexos na superficie da Pt. Na
auséncia de fons CI o eletrodo respondeu nernstianamente para pH, com declividade em tomo de 57
mV/pH pa faixa de 4 a 12, o que ¢ satisfatério para 0 mesmo ser utilizado como transdutor para o
eletrodo de uréia. O problema da interferéncia dos fons CI nio é muito significativa uma vez que a
membmnadeEVAuuhmdanamoblhmqiodameasepodesermmmomabmuaefehvapm
fons interferentes atuarem no transdutor.

A faixa de pH em que o biossensor responde para uréia foi estudada através do diagrama de
Reilley apresentado na Fig. 2.32. O biossensor respondeu melhor para mudangas na concentragio de
uréia entre pH 5,5 2 6,5. O pH 5,5 foi escolhido para os dernais estudos.
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Fig. 2.31 Resposta para pH do eletrodo dePt Fig.2.32 Diagrama de Reilley para o biossensor
utilizado como -transdutor para o EVA/urease/Pt. Coneenh'at;ﬁo do tampéo
biossensor de uréia. Na presenca (A) e na TRIS-SO, : 1x10? mol L. Temperatura:
auséneia (B) de NaCl 0,1 mol L7 {25,0£0,1)°C. Concentraciio de uréia, mol
Temperatura: (25,0+0,1)°C. L A, 2x10% B. 2x10°,

O efeito da forga ibnica na resposta do biossensor para uréia é mostrado na Fig.2.33. Pode-se



observar que o aumento na concentragfio de KCl provoca uma diminui¢io na sensibilidade do
biossensor, 0 que ¢ sentido pela diminuig3o no coeficiente angular da curva para o sensor em
concentrag3o 0,1 mol L' de KCI. Em principio podia-se esperar que este efeito negativo fosse devido
a interferéncia dos ions CI' no transdutor. Contudo, testando este efeito com LiNO,, para uma nova
membrana preparada, foi verificado que a resposta do biossensor era similar 4 do KCl, indicando que
a inadequada resposta do biossensor nfio era devido a0s fons CI'. Uma possivel explicaggio seria que
o aumento da forga iGnica pode modificar a estrutura tercidria da enzima afetando os sitios ativos e
conseqlientemente a resposta do biossensor!®®¥,

O efeito da temperatura no tempo de resposta do biossensor EVA/Urease/Pt estd apresentado na
Fig. 2.34. O aumento da temperatura favorece o desenvolvimento do potencial no biossensor fazendo
com que o tempo de resposta diminua apreciavelmente. Apesar disto, a temperatura de trabalho
foi fixada em 25°C por causa do efeito de desnaturagio da enzima com a temperatura. O efeito da
temperatura no tempo de resposta de biossensores para uréia tem sido descrito por Liu et of ™9 ¢
estd associado ao aumento da velocidade da reagdio enzimdtica com a temperatura. Estes
pesquisadores mostraram que a enzima imobilizada em y-alumina apresenta uma elevadaestabilidade
em relac8o a enzima soltvel até uma temperatura em torno de 70 °C sem uma significativa perda de
atividade.
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Fig. 2.33 Efeito da forga idnica na resposta do Fig. 2.34 Efeito da temperatura no tempo de

biossensor EVA/Urease/Pt para uréia. pH: resposta do biossensor EVA/Urease/Pt
. 5,5. Temperatura: {25,020,1) °C, Tamp#o: para uréia, Tampdio: TRIS-SO, 1x10° mol
TRIS-SO, 1x10? mol L. Concentragiio Lt pH 5,5,

de sal, mol L A, KCI 1x10; B, KCt
1x10%%; C. Nula; D. KC1 5x10%; E. LINO,
1x102,
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Hl.  Avaliagho e Desempenio do Biossensor EVA/Urease/Pt

O biossensor EVA/Urease/Pt para uréia exibiu comportamento sub-nernstiano (52 mV/década a
25 °C), sendo a resposta linear na faixa de concentragdio entre 6,2x10* a 2,7x10° mol L”, com um
limite de detecgfio em torno de 5,4%10 mol L. A Fig. 2.35 mostra uma curva de calibrago tipica
para uréia com o biossensor EVA/Urease/Pt. A equagdio que descreve o desempenho analitico deste
biossensor ¢ dada por:

AE = (241 4)+ (52 2)p[Uréia} (2.68)
onde, r=0,997; EDPR =2,74; N=8.

- O tempo de restauraciio do biossensor foi entre 10 e 15 min em tampo TRIS-SO, 1,0x10° mol
L, pH 5,5. O eletrodo apresentou um tempo de vida atil de uma semana sendo feito cerca de 180
andlises sem decréscimo pronunciado em sua resposta, onde o coeficiente angular variou menos que
2 mV década™ neste perfodo.

Antes de se avaliar a seletividade do biossensor para uréia, uma consideragiio ¢ importante. Os
métodos para determinacio dos coeficientes de seletividade potenciométricos somente sdo aplicéveis
a compostos idnicos, uma vez que o potencial produzido por um eletrodo potenciométrico & de
maneira geral, devido a variagSes de densidade de carga na superficie do sensor. Entéio, néio se faz
sentido determinar K™ para substincias moleculares. Assim, o grau de interferéncia para o
biossensor potenciométrico desenvolvido para uréia foi determinado pelo método de recuperagiio,
no caso de composto moleculares derivados de uréia (Tabela 2.13). Os interferentes idnicos para o
biossensor EVA/Urease/Pt foram estudados pelo método do potencial-equivalente (Tabela 2.14).
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Fig. 2.35 Curva analitica tipica para uréia com o biossensor
EVA/Urease/Pt. Tampdio: TRIS-SO, 1x10° mol L;
pH 5,5; Temperatura: (25,0:0,1) °C.
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Tabela2.13  Graude interferéncia obtido para o biossensor EVA/Urease/Pt, em relagfio a algumas
substancias moleculares. Concentragéio de interferente: 1x10° mol L.

Unéia (mg L)
Interferente Adicionado Encontrado Recuperagio (%)
Tiouréia 60,1 853,0 (1420£100)"
N-hidroxi-uréia 60,1 108,7 (180£6)
Dimetilol uréia 60,1 13,7 (23+1)

*Estimado por propagacio de erro™*,

Tabela 2.14 Coeficientes de seletividade potenciométrico obtido pelo método do potencial-
equivalente para o biossensor EVA/Urease/Pt para uréia. Concentragio de
interferente: 1x10* mol L.

Interferente Espécic ibnica principal em pH 5,5 pKFoT
Acido Ascorbico Ascorbato monoénion 2,7
Onalato de Potdssio Oxalato disnion nd’

Acido Urico Urato monoénion nd.

“2.d. nllo detectével '

E interessante ressaltar, qae no inicio das pesquisas com a urease, os bioquimicos acreditavam que
aespecificidade desta enzima para uréia era absotuta!™™". Contudo, Fishbein et.al, "1l descobriram
em 1965, que N-hidroxi-uréia era um substrato para urease. A partir daf, descobriu-se que outros
derivados de uréia eram substratos para a urease, tais como NN -dihidroxi-uréia, N-metil-uréia,
dimetiloluréia e semicarbazida>"4¢14, Neste trabalho procurou-se estudar o efeito de alguns destes
interferentes na resposta do biossensor para uréia. Observou-se que compostos como tiouréia e N-
hidroxi-uréia apresentam um elevado grau de interferéncia no biossensor, fazendo com que o mesmo
responda acima do esperado (Tabela 2.13). Ji com a substincia dimetilol uréia ¢ observado o efeito
oposto. Esta substincia sozinha, no provoca resposta no biossensor, contudo ela afeta a curva
analitica para uréia tomando a resposta para uréia mais lenta (cerca de 20 min). Assim, a presenga
do dimetilo}l uréia inibe a agfio da urease sobre a uréia. Em relagio a tiouréia e N-hidroxi-uréia j4 era
de se esperar um certo grau de interferéncia devido a suas estruturas similares a da uréia. Dixon et
al I mostraram que a N-hidroxi-uréia sofre hidrélise similar a uréia pela urease (Fig. 2.29, onde R
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= HONH). Contudo, estes pesquisadores nfio observaram nenhum efeito enzimatico da urease sobre
atiouréia. Apesar disto, Dixon e seus colaboradores descrevem que seus resultados s8o contraditérios
com os reportados por outros pesquisadores!44, os quais observaram que a tiouréia era substrato para
a urease, sendo os resultados obtidos por estes Gltimos mais consistentes com o grau de interferéncia
~determinado para o biossensor proposto neste trabatho.

Dos interferentes estudados, o mais surpreendente foi o ion ascorbato, uma vez que este nfio
apresenta similaridade alguma com a uréia. Ele respondeu cerca de 540 vezes mais no biossensor
EVA/Urease/Pt do que a uréia. Isto poderia ser devido 2 incapacidade da membrana de EVA/Urease
impedhahtuwﬁodoimmoMmsuperﬁckdomdm(Hme&n,niomﬁwoﬁtodo
fendmeno ndo ocorrer com outros fnions. Outra explicaclio pelo elevado grau de interferéncia, seria
devido 2 impurezas de jons metélicos presentes na enzima urease. Estes catalisariam a oxidagfio do
immmomsmerﬁdedom,ﬁmdommnomemﬁssenmamspomﬁmﬂuw
eletrodo EVA/Cw?",

OWosposﬁveisthsmobiosms&odfmamidgamida,osécidos
hidroximicos, ¢ fon fluoreto, a fosforamida ¢ o f-mercaptol. Os dois primeiros sio considerados
substratos para urcase!™, enquanto que os demais s#o inibidores competitivos™*'*, Contudo como
estes compostos dificilmente estiio presentes em amostras biolégicas eles niio foram estudados em

Logo, na presenga de 4cido ascorbico, tiouréia, N-hidroxi-uréiae dimetilol uréia nio & possivel
utilizar o sensor proposto numa determinaciio de uréia.

24.3.2 O Biossensor Urease-Carbodimida/PVC-COOH/Nonactina

Desde que o biossensor para uréia baseado na urease imobilizada por oclus#io em matriz de EVA
nio apresentou um tempo de resposta muito bom (=5 min a 25 °C), eptou-se por desenvolver outro
biossensor para este analito de forma a superar esta deficiéncia. A alternativa escothida foi modificar
o tipo de imobilizac#o utilizando o método de ligaglio covalente com carbodimida. Esta metodologia
vem sendo muito utilizada por alguns pesquisadores®™ %34 ande tem sido observado uma melhora
considerivel no tempo de resposta do sensor € um aumento no tempo de vida titil do mesmo®™. Ela
estd bascada na formacio de uma fina camada mono ou bimolecular entre a enzima ¢ o polimero PVC-
COOH (Fig: 2.36), que nilo restringe a interaio do substrato  superficie do eletrodo, resultando
num baixo tempo de resposta.

A elaboragio das membranas com PVC-COOH segue o mesmo procedimento padriio que para
o PVC niio modificado (Capitulo 5). No entanto, a conduténcia das membranas com PVC-COOH
émaior, além delas apresentarem melhor adesfio com as superficies™, As caracteristicas obtidas com
o biossensor para uréia utilizando esta estratégis sio descritas a seguir.
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Fig.2.36 Esquema de imobilizaglio de uma enzima por ligaciio covalente usando carbodimida e PVC-COOH.

L Efeito do pH e da Temperatura no Biossensor Urease-Carbodimida/PVC-COOH/Nonactina

As Fig. 2.37 ¢ 2.38 mostram o efeito do pH da soluggio sobre a resposta do eletrodo seletivo para
fons amonio (sensor base) e para o biossensor, Urease-carbodimida/PVC-COOH/Nonactina,
respectivamente.

A faixa operacional de pH para o ISE-NH," foi entre 2,0 e 7,5. Acima de pH 7,5 o eletrodo
apresenta um desvio na resposta devido a formaggio de aménia (NH,) em pH alcalino (Fig. 2.37). J4
o biossensor Urease-Carbodimida/PVC-COOH/Nonactina apresentou uma faixa de trabalho para pH
de 6,0 a 7,2, sendo o pH étimo 7,0 (Fig. 2.38).
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Fig. 237  Efeito do pH na resposta do ISE-NH,".  Fig.2.38  Diagrama de Reilley mostrando a faixa
Temperatara: (25,0:0,1) °C. Tamp#o: operacional de pH do biossensor para
TRIS-SO, 0,1 mol L. Concentraglio de uréia baseado em urease imobilizada por
fons NH,", mol L A, 1x10%; B, 12102, ligacio covalente em PVC-COOH
_ Temperatura: (25,0+0,1) °C. Tampﬁo
TRIS-SO, 0,1 mol 1",

uréia, mol L': A. 1x10% B, 1x10",
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A temperatura afeta o tempo de resposta do biossensor Urease-Carbodimida/PVC-
COOH/Nonactina. Este respondeu em cerca de 20 s a temperatura ambiente, para uma variagio de
concentracfio de 1x10? para 1x10 mol L de uréia. Um aumento de 5 °C na temperatura (25 para
30 °C), diminui o tempo de resposta do eletrodo em 10 segundos. Contudo, em temperaturas
superiores a 30 °C, nfio se observou uma melhora considerével no tempo de resposta do sensor, por
isto os demais estudos foram realizados na temperatura de 30 °C (Fig. 2.39).
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Fig. 2.3% Medida do tempo de resposta para o biossensor
baseado em urease imobilizada em PVC-COOH. pH:
7.0. Tampao: TRIS-SO, 0,1 mol L. Temperatura
(£0,1°C): A. 25,0; B. 30,0; C, 35,0; D. 40,0.

II. Avaliacio e Desempenho do Biossensor Urease-Carbodimida/PVC-COOH/Nonactina

O biossensor para uréia baseado em urease imobilizada por ligagéio covalente em matriz de PVC-
COOH apresentou comportamento sub-nemstiano (=27 mV/década) na faixa de concentragfio entre
1,0x10° a 1,0x10" mol L, em 0,1 mol L' de tamp#io TRIS-SO,, pH 7,0 a 25,0 °C. O limite de
detecgio foi 6,2x10* mol L' (Fig. 2.40). A equacsio que descreve o desempenho analitico deste

biossensor ¢ dada por:
| AE = (871 2)+ (26,8 + 0,9)p[Uréia) (2.69)
onde, r= 0,996; EDPR=195; N=9.

O tempo de vida deste biossensor foi methor que o anterior, cerca de 2 semanas. Contudo, tem
sido descrito que a elaboragfio de um biossensor por imobilizagéio com uma camada monomolecular
de enzima com o uso de carbodimida e PVC-COOH, como descrito nesta se¢do, pode apresentar um
tempo de vida dtil de até 7 semanas'™®, '
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Fig. 2.40 Curva analitica tipica para uréia com o biossensor baseado
em urease imobilizada em PVC-COOH. pH 7,0; Tampéo:
TRIS-S0, 0,1 mol L; Temperatura: (25,0:0,1) °C.

Os interferentes para o sensor de uréia proposto podem ser de dois tipos: cétions do tipo metais
alcalino ¢ alcalino terrosos que respondem para o sensor de aménio e derivados de uréia. As Tabelas
2.15 e 2.16 apresentam os resultados obtidos para o grau de interferéncia de algumas destas espécies
estudadas.

Tabela 2.15 Grau de interferéncia obtido para o biossensor Urease-Carbodimida/PVC-
COOH/Nonactina, em relagio & alguns derivados de uréia. Concentragio de
interferente: 1x10° mol L™ (proporgsio: 10:1).

Uréia (mg L)
Interferente Adicionado Encontrado Recuperagiio (%)
N-hidroxi-uréia 60,1 63,5 (10616)
Dimetilo] uréia 60,1 63,5 (106+6)

*Estimado por propagacio de errol®™,

E interessante observar que os derivados de uréia nfio apresentaram o mesmo grau de interferéncia
para o biossensor baseado em Urease-Carbodimida/PVC-COOH/Nonactina, do que o obtido para o
sensor EVA/Urease/Pt. Isto pode ser explicado pela mudanga do pH 6timo de medida, o qual pode
alterar a cinética enzim4tica da urease no caso destes interferentes. De qualquer maneira, é importante
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tomar-se cuidado na determinacfio de uréia com o biossensor proposto, quando estes derivados de
uréia estfio presentes.

Tabela 2.16 Coeficientes de seletividade potenciométrico obtido pelo método do potencial-
eq:ﬁvaleMepmaobiossensorUm—CmbodimiddPVC-COOHNomcﬁmpmaméia

Interferente Espécie idnica principal em pH 7,0 pKFoT
Cloreto de Aménio NH," 0.4
Cloreto de Potéissio K 0.0
Cloreto de Sédio Na* 04
Cloreto de Magnésio Mg* nd’
Nitrato de Célcio Ca® nd.
Nitrato de Litio Li nd
Acido Ascérbico Ascorbato monoénion n.d.
Acido Urico Urato monoénion nd.

*n.d. nio detectivel

OumﬁwiMaessandeevesermemionado,éqmobiossemorpmam&abamdoemmse
imobilizada com carbodimida sobre PVC carboxilado em um transdutor potenciométrico sensfvel a
fons aménio, nio apresentou interferéncia para o 4cido ascérbico. Por outro lado, a interferéncia de
cétions de metais alcalinos, como Na* e K* foi muito pronunciada, porém alguns pesquisadores tém
estabelecidos certas estratégias, através de medidas por diferenca utilizando sistemas por injec#io em
fluxo que compensam a deficiéncia deste biossensori!#l,

De qualquer forma, cabe ressaltar que apesar de este biossensor apresentar menor sensibilidade
em relacéio ao anterior, ele apresenta melhores caracteristicas operacionais, como tempo de resposta
e vida util.

O sensor proposto foi utilizado na determinagfio de uréia em amostras de soro fornecidas pelo
Hospital das Clinicas (HC) da UNICAMP (Tabela 2.17). Como pode ser observado, os resuitados
obndosoomomnmrpﬂmmomémwpropostoestiommesmaordemdegranquueosfomemdos
pelo HC-UNICAMP, com um desvio relativo de no méximo 30%. Este desvio pode ser atribuido
apossivel interferéncia de fons sédio ou potéssio presentes em alta concentragso na amostra de soro.
Associado a este fato, deve-se novamente mencionar, que 0 método potenciométrico apresenta um
desvio relativo nas medidas de concentrago em torno de 10% quando o potencial de uma mesma
solug8o varia em torno de 2 mV. Assim, os resultados podem ser considerados aceitéveis, indicando
a aplicabilidade do ISE proposto na determinagio de uréia em amostras biolégicas.
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Tabela 2.17 Resultados obtidos na determinagfio de uréia em amostras de soro sanguineo com o

biossensor Urease~Carbodimida/PVC-COOH/Nonactina.

Amostra HC-UNICAMP Biossensor Desvio Relativo®
(mol L) (mol LY
#1 9,5x10° ©x1hx10° 5,3%
® 10,9x10° (10£2)x10° 4%
#3 7,8x10° (10:1)x10° 28%
#4 10,8x10° (14£2)x10° 30%
#5 5,3%10° (6,60,6)x10° 25%

‘Bmﬂdodesmmhuvoobudomosmaodosmweohmm
fEstimativa do desvio padfio pars 2 determinacdes.
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Técnicas Dinamicas de Andlise

éaumsdmﬂmmsemmauzadasdeanﬂme""‘témmcebldogxmdemopormdm
- | pesquisadores em Quimica Analitica nas trés Gltimas décadas. O interesse por anélises mais

Tépidas, com a utilizagfio de pequena quantidade de amostra, levou os pesquisadores a
desenvolverem técnicas que permitissem methorar o desempenho dos instrumentos existentes, fazendo
com que mais detectores e sensores pudessem ser utilizados de forma mais reproduzivel ¢ eficiente.
Com base nestes objetivos, grandes corporagdes de empresas investiram mithdes de dblares no
dﬁmwlvmweﬁhiwbdemﬁsa&uesm.cm,ﬁsmmm
alto custo de compra e de operaciio, além de serem muito complexos.

Anglise por injec#io em fluxo (FIA) foi uma das primeiras técnicas propostas, que permitiu realizar
de forma eficaz, ensaios rdpidos, com baixo custo ¢ consumo de reagentes, Introduzida no Brasil, em
1974/75, no Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), FIA obteve grande aceitagdo por
parte da comunidade cientifica, tendo recebido, até 0 momento, mais de 10.000 contribuigdes de
vérios pesquisadores no mundo. A importincia desta técnica € verificada pelas edices especiais de
revistas internacionais'?, pelos artigos de revisBes™>*™ e poruma série de monografias®®®, Embora
FIA scja uma técnica de laboratério bem sucedida, versatil, reproduzivel e confidvel, suas aplicagdes
em anilises de rotina para controle de processos e de qualidade, apesar de virem crescendo, nilo
encontraram grande aceitacio no ambiente industrial®! Amdaﬂedewmplexosastemasdem
ebomhasmhmmﬂv&%mdomdosﬁtmmpnmpmspehm&sﬂmdasmdﬂm&em
relagiio aos sistemas de andlises por injecfio em fhuxo. Conseqlientemente, novas técnicas vém sendo
propostas como alternativa ao sistema FIA. Duas destas técnicas, surgidas no infcio dos anos 90,
foram a Andlise por Injeglio Segliencial (SIA)™ e a Analise por Injeg#io em Batelada (BIA)™,

Damesma maneira que ocorreuno infcio do surgimento do sistema FIA, aaceitacdode BiA e SIA
no meio académico, vem sendo lenta. Até 0 momento, o niimero de trabathos publicados para estas
técnicas nfio sfio superiores a 100 e 800, respectivamente.

O principio de funcionamento das trés técnicas esta fandamentado no mesmo conceito: o
transporte reproduzivel da amostra até proximo ao detector sobre condicBes controléiveis de
disperstio. Além disto, em todas estas técnicas a altura do pico obtido devido a injegio da amostra é




diretamente relacionada com a resposta do detector. Contudo, a forma como este conceito &
implementado caracteriza a diferenca entre uma e outra técnica. Em FIA, este principio esté baseado
na injeclio de uma amostra liquida para dentro de um fluido transportador em continuo movimento,
A amostra injetada forma uma zonma, na qual ¢ transportada para préximo ao detector que
continuamente registra o parimetro fisico que relaciona o sinal analitico com a concentragio da
amostral’?, A Fig. 3.1 mostra um diagrama bésico desta idéia.

Fig. 3.1 Diagrama esquemdtico de um simples sisterna FIA
monocanal. (B) é uma bomba peristiltica para a
propulséio do reagente da linha carregadors (C).
(A) ¢ um injetor, onde um volume definido de
soluglio amostra ¢ inserido em (C). A amostra é
conduzida até a cela de detecglio (D), passando
por uma bobina de reaclio (BR), pars que a
mesma reaja com o componente de (C) formando
uma espécie sensivel a0 detector. A passagem da
amostra por () produz um pico tipico, o qual é
mostrado sbaixo do sistema FIA. (IA) € o ponto
de partida da injecfio da amostra; (T) é o tempo de
residéncia da amostra até a sua detecclio; (S) e (H)
slio respoctivamente a 4rea ¢ a altura do pico, a
qual relaciona a concentraclio do amalito com a
medida instrumental; e (t,) ¢ o tempo de lavagem
da cela de detecglio ou de retorno do sinal & linha
base. Apés a detecclio, a amostrs ¢ conduzida até
um recipiente de acimulo de residuo (L).

* Adaptado da referéncia [20].

Os sistemas FIA podem utilizar dois tipos de estratégia:
* Injeglio em fluxo continuo (CFI): a amostra ¢ injetada num canal ou tubo onde esté fluindo
continnamente uma soluglio transportadora em um tnico sentido;
* Injecioem fluxo intermitente (SF): a solugfio carregadora move-se em um tmico sentido até uma
regifio apropriada onde a amostra é dispersada e posicionada no campo de observaglio do detector
- para a medida da velocidade de reagio sem fluxo.

Desde que surgiu, & proposta original de FIA vem sendo modificada com o passar do tempo.
dreas. Além de vérias aplicacdes em andlises de rotina e pesquisa, FIA tem sido usado na monitorago
de processos quimicos, no desenvolvimento e teste de sensores, em processos de separago e pré-
concentraclio, em especiacio de metais, além de melhorar o desempenho de vérios instrumentos. O
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mﬂAmbémemnWemmegocomomemdohgapammedldademeﬁmemdedlﬁmﬁo
constantes de velocidade de reaclio quimica, de estabilidade ¢

composiciio de complexos, de extraggo, de produtos de solubilidade e de viscosidade™*. Contudo,
dependaﬂodohmdeaphwﬁoedemdﬂemmmmplmadosémrd&
configuragfio basica (Fig. 3.1)

Emrelacfio d SIA, sen prmcip:odeﬁmmonamentoestébaseadoemomasetapasdamcwa
.medxdaépamdapelaaspnmiodemsoluﬁodelavagem,segmdapela“mjeﬁo”thsolwioda
amostra ¢ da soluclio reagente em um émico canal ou duto. A medida ocorre durante o movimento
deaspmﬁodopwt&odahombaupomga.Nestepmmo,msbemdeﬁmdassﬁo
seqliencialmente injetadas para um canal, o qual serve como reator, cela de detecglio € reservatério
de:etem;&o Dlspmﬁesredmeasdasmnasmjemdassaoobndasmvésdemmé-progrméwl
- movimento destas zonas em diregao ao detector. A medida de um ciclo é terminada quando o fluxo
émemdoeaszmasmspasassaompulmonadmmésdo&maémdepémdem

OplmujmmdaaswmaSMsegueasmmembelemdaspmaﬂA,aﬁmdepmwdencm
bmxgmé&aouﬂmmspersiodmmsdamuammmweﬁcmdedw&m
emm%hmwm@m&m%m&mwlmmdomo,mw
sqaobudouméumodmmpenhodommEmSLﬁ,avﬂvuhdcsdeﬂomcomom
_ dmbmdormdejumowmahmbauposmngaaumhamtmspmdemmhmeprwmode
mhﬁomos&&&nsqﬂm&mm&,ﬂgmsm&mqms:bssﬁomessﬂms%mahomhmz
a viilvula de sele¢do, as quais devem ter zero de inéreia e de elasticidade. A etapa criticaem SIA éa
injecio, pmsdependedeumaaspnaﬁommodudwldepequemsvommesdewlwﬁeahgo,hé
neeemdndedeumsmcmmsmoenﬁeop:stiodabombaeavﬂvuhdeselegﬁo Por este motivo,
apmdeSIAmmsuummmmemssmplesqmmwmpaﬁvelmFlA,SIAmum :
-complexo programa computacional de controle do sistema™. Além disto, por realizar todas as
operagcdes de detecgfio e lavagem numa mesma via, SIA quase sempre apresenta uma menor
freqiéncia de amostragem que FIA™, porém com menor consumo de reagentes que em CFI. AFig.
SJMummamesmwmmdeumMSIAmoseupaﬁlﬁmwdemm

V&mstaba!hostémdunom&adoavemahhdadedeSIA.AmesmapodewaphMm
-dﬁmmwﬂodemnﬂm&stemmé&dosdgsepmﬂooﬂme,mnﬂdedepmcesm
hdus&iﬁseatﬁﬁsedemﬁmvaiumewddogimmﬂumstémadowophdnmmsm,
desdemﬁodoséﬁwos,eemoespec&ofoMamWMSeabmﬁooumsﬁoaﬁmaté
elcmquitmcos,tmscomovohameum,condmomemepotemmmcm

Asmmeomo_FlAeSlA,owmeﬁodeBIAmmbémmﬁmdamenmdomuampommpvael
da amostra até préximo ao detector. No caso de BIA, isto é realizado colocando-se a saida do injetor,
emgaaLapomenadeumamlcmprpm,préx:moamperﬁcleplamdosem A passagem da
amostra sobre o detector resulta em um pico, similar aqueles obtidos em FIAP, Para o completo
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modomﬂemgmaopawﬁodehvameﬁuwéremmd&mmnhgovohmdesduﬁo _
{(~1 L) sob agitac3o, éunIMonaceladedemﬁo '

m..s.z Esq:mdemsmSl&momperﬁlde
resposta. Os simbolos representam: (SL) sohicio
de Iavagem; (A) solugio do analito; (Rg) soluglio

reaglio; (D) cela de detecclio; (RR) reservatério de
retenglio; (EA) momento de injecio da amostra. A
vilvula de seleglo (V) providencia a injeglio
sequencial das solucSes para dentro do canal,
através de etapas - pré-programiveis e
sincronizadas com o movimento do pistfio.
Adaptado da referéncia j2].

BIAéumatéemcama:shmmda, suas aplicagdes sio na maioria andlises de rotina, sendo
umadopunmpahnm&émﬁodosde%quﬁmcos,pmmusadmmtpoek&odmedm
métodos Spticos, como fluorimetria™ e espectrofotometria no UV/VISP®, A Tabeln 3.1 apresenta
algmnasapheacﬁesdeﬂA,SIAeBlAeaFig.MmosﬂaummstemaBIAﬂpwo

¢ -

Fig. 3.3 Diagrama esquemético de um sistema BIA
tipico. (A) detector; (B) pomteira de uma
micropipeta; (C) orificio; (D) dreno ¢ (E) barra. D
de agitaciio. Adaptado da referéncia {3]. '

Iln ‘

Y. 'IIIII. IIIIIIIIA

reagente; (SP) sohuglio do padrilo; (R) regifio de -
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Tabels 3.1 Algunsexeﬂ:pldsdeaplicagﬁesdastécnicmFlA, SIA ¢ BIA.
. ‘ Referéncias
Area de Aplicacdo ' Método de detecydio Fl4 SIA B
. Alimontos Espectrofiotonetria do Absorplio ou Exmissio A¥mica ¢ UV/VIS 138,31}
Agn Amperometria 173
Espectrofotometria no UV/VIS 1321 [58-60}
Fluoritaetria B3
Pmm-n 74,75}
Voltametria [36] fre-m9}
Ar Potenciometris B
Especiacio Espectrofotometria de Absorcio Atdniica [58.39)
Bioquirmics Amperometria e ™
Termometria {81}
Voltametria (1]
Clinica
Urisa Espectrofokaetria 20 UV/VIS i1 (61621
Plasma ¢ Soro Ssoghineo mmwms 42}
Fotometris de Chama 3
Comtrole de Processos. H4-46] [63-65]
. Fermachutics Espectrofotometria no UV/VIS f661
Poscaciometria 7]
 Meodide de constamies
Cooficientes do difissso Amperometria 48)
Cinética Espectrofotometria no VIS 149} 73]
ﬁ.em Espectrofotometria no VIS [se} 68}
Méwodo de Separacio
" Didlise Quimilumincecéocia 151
Espectrofotometria 2o VIS 165§
Extragho Espectrofotometria a0 UV/VIS {52-54) 178,71}
Pré-concentragho Espectrofotometria de Absorgio AMdmica [55-57] 72

*Associado com Cromatografia e Alta Resolugho (HPLC).
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3.1 A Andlise por Injecio em Batelada

Osistema BIA érelativamente simples, pois nfio necessita de bombas, vélvulas, tubos associados,
nem reservatérios para dispensa de solugdes reagentes. Vérios trabathos ilustram a maior simplicidade
dos sistemas BIA em comparago com as outras técnicas dinfmicas de andlise™ !, Contudo, BIA é
menos versatil que FIA e SIA no manuseio do analito em reagdes quimicas. Por causa da limitada
capacidade de manusear a amostra, a superficie do detector ou do sensor em BIA tém que ser
altamente restiva ou seletiva. Entretanto, superficies de sensores podem acomodar uma larga
variedade de reagBes quimicas e biolgicas. Biossensores e eletrodos quimicamente modificados
apresentam condicSes atraentes para serem utilizados em BIA™, Além disto, pode ser possivel
acomodar membranas de permeagfio no sensor, 0 que permitiria realizar processos de separaciio ou
outra operagdo fisica na superficie do detector.

Outros problemas que ocorrem em BIA sfo 0 método de injegBio, a necessidade de colocar o
sensor invertido no sistema e a deterioragio do sinal com o actimulo do analito no reator. No primeiro
caso, as dificuldades ocorrem com o uso de micropipetas manuais, pois hi necessidade de
repetibilidade na forma de injec8oP, exigindo treinamento exaustivo. Isto foi atenuado com o uso de
micropipetas computadorizadas. Além de permitir uma melhor reprodutibilidade na injeglio, estas
micropipetas eletronicas melhoram a capacidade de manuseio das solugdes de analito, uma vez que
elas permitem uma série de modos de operagdes, como titular, diluir, misturar ¢ injetar volumes
seqliencialmente™ (Fig. 3.4). Quanto ao problema de colocar o sensor invertido, isto ocorre
principalmente com o uso de eletrodos potenciométricos, pois limita o niimero de ISE que podem
ser utilizados, uma vez que os mesmos néo podem conter solugdio de preenchimento. No entanto,
alguns pesquisadores t&m sugerido a possibilidade de injeges sobre eletrodo rotatério em posi¢fio
convencional com o uso de ponteiras curvas®,

WAL
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lFig.3.4 Possfveis modos de operaclio nas

>

NER

W micropipetas eletronicas motorizadas: (A)
A | i B Normal, (B) Titular; (C) Dilir; (D)
. Misturar; (E) Injecio seqiencial de volumes.
g B Retirado da referéncia [85].
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s&ompidmeMedEpemsmsiﬂem&nﬁoinﬂwnchndomsmedidasmﬁeﬁomAssim,BMmde
mlmograduﬂamnenmdaomcennagaodaamMSemmnhumamudmgaapmmmsinal
Wang estimou que mais de 1000 amostras poderiam ser injetadas no sisterna sem problemas™, £
claro, que este valor depende do limite de detecg#io do sensor utilizado, da concentracfio da amostra
injetada e do volume do analisador BIA. Em alguns sensores amperométricos foi observado uma
ligeira deterioraggo na linha base com cerca de 500 injegBes™. Com analisadores BIA de pequeno
volume (~40 mL) este problema comega a ser observado com cerca de 250 injecBes, havendo assim,
a necessidade de restaurar a solugfio do mesmot™*l,

AtéomomemO,mpmjaosdewnmdosshwmmBIAsaowdimdossemcﬁtéﬁm.Ap&su
de se conhecer, que os principais pardmetros experimentais que afetam o sinal das medidas em BIA
sfo a distéincia da ponteira 2 superficie do detector, o volume de injegfio da amostra, o método de
injegiio ¢ a velocidade de agitacio™**, pouco se tem contribuido para a evolugio do sistema e
compreenséo dos aspectos teéricos envolvendo os principios de formacfio do sinal. Wang descreveu
em seus trabalhos preliminares sobre BIA, que o conceito deste estava diretamente relacionado com
a teoria walljet aplicada & mecénica dos fluidos"*!. Brett et al.*™ t&m estudado estes aspectos
tedricos em sistemas BIA-amperométricos e comparado a teoria de eletrodos wall-jet em condi¢des
de estado estaciondrio. Contudo, sua contribuico sugere que mais estodos devem ser realizados nesta
érea.

Nas seges a seguir serd proposta uma nova forma de planejar ¢ otimizar a construg@o dos
sistemsBIA,baseandmsemswnedmsdescﬁwsmsmmuﬁsdemgmhmiambmmpmjmsde
reatores de mistura e de agitac3o™ *!1, Além disto, procurar-se-4 fundamentar os conceitos envolvidos
na formac#io do sinal no sistema BIA elaborado.

3.1.1 Elaboragdo e Planejamento do Sistema BIA

Uma das etapas criticas dos reatores em batelada é a agitag3o ¢ a conseqilente mistura dos fluidos,
fator este que parece ser negligenciado na elaboragio dos sistemas BIA atuais. A forma mais comum
de agitar liquidos € em tanques ou recipientes cilindricos com o eixo na vertical™. As proporgdes do
tanque variam com a natureza do problema de agitago. Em geral, um tanque de agitac3o possui um
fundo semi-arredondado para climinar os bordos retos ou regides onde penetrariam correntes de
fluido que prejudicariam a uniformidade da agitac#o. Sobre um eixo suspenso desde a parte superior,
vemn montado o agitador. O eixo é conectado diretamente num motor ou através de uma caixa de
engrenagens redutoras. Também se incluem nestes tanques acessorios para termostatizagiio, como
serpentinas e camisas.
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O agitador cria um certo tipo de fluxo dentro do sistema, permitindo uma circulagfio do liquido
por todo o recipiente. Os agitadores se dividem em duas classes: os de fluxo axial, que geram
correntes paralelas ao eixo do agitador ¢ 0s de fluxo radial, que originam correntes em diregfio
tangencialouradial,oomomostraaFig.3.5.0su'&stiposprincipaisdeagimdores(ll‘ig.&ﬂsﬁo:os
de hélice, os quais séio estritamente de fluxo axial e os de palheta e de turbina, que impulsionam o
lquido radial e tangencialmente.

O tipo de fluxo que se produz em um tanque agitado depende do tipo de lamina, das
caracteristicas do fluido, do tamanho e proporgdes do tanque, placas defletoras (chincanas) e agitador.
A velocidade do fluxo de um ponto do tanque tem trés componentes:

* acomponente de velocidade radial que atua na direclio perpendicular da }dmina;
* acomponente longitudinal que atua na dire#o paralela ao eixo;
* acomponente tangencial ou rotacional, atuando na diregfio tangencial a trajetoria circular descrita

Fig. 3.5 Tipos de escoamentos em agitadores: A. Axial
para o tipo hélice; B. Radial para o tipo turbina,
Retirado da referéncia [91).

TR

Fig. 36 Tipos de agitadores: A. Turbina de liminas mﬂg__czlh_m_'

planas; B. Twrbina de liminas planas D

inclinadas; C. Turbina de liminas curvas; D. E ¥
Turbina, com disco de liminas planas; E. o
Turbina, com disco de léminas curvas; F,

Turbina, ventoinha; G. Hélice; H. Palheta,
plans; L Agitador de fncors. Retirado da | Caeleimil | | Ey———r |
referéncia [91). P '
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Para o caso comum de um ¢ixo na vertical, as componentes radial e tangencial estio em um plano
- horizoutal e a longitudinal na vertical. As componentes radial e longitudinal s#io Giteis pois dio o fluxo
necessério para produzir a mistura. As componentes tangenciais seguem uma trajetéria circular ao
redor do eixo, produzindo vértices ¢ redemoinhos na superficie do liquide devido a circulagio do
fluxo laminar, dando lugar a diferentes niveis de substéncias sem se misturar, pois nfio existe fluxo
longitudinal de um nivel para outro. Este problema deve ser evitado, o que pode ser feito por um dos
trés métodos seguintes (Fig. 3.7):
* montando-se o agitador na parte lateral deslocado do centro;
* inclinando-se o agitador;
 utilizando placas defletoras ou chincanas.

Fig. 3.7 Tipos de fluxo obtidos em um tanque: A. Agitado
(formaciio de vértice); B. Agitado com chincanas
pars eliminactio de vértice; C. Agitado comum .
da referéncin [91].

&)

Outro fator importante para a construgio de um sistema em batelada é a geometria do tanque de
a@m@(ﬂg”}.%ﬁmﬁcﬂm&mgmhmiamwmbdmmmsimpwmquuﬂs
devem ser seguidas para se obter uma eficiente agitag#io. As principais delas s8o:

* Raziio D/T: Normalmente esta relagfio é cerca de 1/3 de B, para regimes de fluxo turbulento.
¢ Razlio Z/T: Esta relacfio descreve o nivel de fluido no tanque, sendo normalmente igual a unidade.

De forma geral, ela pode variar entre 0,5 até 1,0;

* Raziio B/T: O planecjamento das chincanas é baseado para o méximo de energia aplicada no

movimento do fluido. A relag#io normal é:

B 1
712 GV

* Razdo C/T: A distincia das liminas do agitador ao fimdo do tanque é um fator importante, cujo



Contudo, ela pode variar na faixa:
01<C/T<04 (33)

De maneira geral, C/T deverd se aproximar do limite inferior se um baixo nivel de mistura é
desejado.

* Raziio W/D e L/D: A relagio W/D normalmente ¢ escolhida como sendo igual a 1/5 ou 1/8,
Quanto & 1/D, o valor tipico é 0,25.

Fig. 3.8 Dimensdes caracteristicas de um tanque com agitador tipo hurbina. B éa
largura de cada chincana; C ¢ a distincia do fundo do tanque 4 linha central
do agitador; T ¢ o difmetro interno do tanque; D ¢é o diimetro do impuisor;
Z. ¢ a profundidade do fluido no tanque; W e L é a largura ¢ o comprimento
das liminas do agitador tipo turbina, respectivamente. Retirado da referéncia
[89].

Baseado nestas consideragdes construiu-se o projeto do sistema BIA apresentado na Fig. 3.9.
Devido as dificuldades de construgio do sistema com agitador inclinado ou com o mesmo nfio
centrado, optou-se pelo uso de chincanas para evitar a formacio de vortices e redemoinhos. A
utilizagfio de agitadores magnéticos para os sistema BIA ndo sdo muito convenientes desde que os
sensores séio colocados invertidos no sistema, assim, um micromotor DC Tipo 2233T4,5 S, da



103

. iy | _ |
T et » ._,.,...n. daves

N
Ry

Fig, 3.9 Desettho esquemdtico do sisterna BIA.
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Minimotor S.A., foi empregado para impulsionar o agitador, sendo a velocidade deste motor
controlada por computador. O agitador escolhido foi do tipo turbina de 4 ldminas por permitir uma
homogeneizaglio na diregfio radial e tangencial, o que o agitador de hélice nfio o faz, além de ser mais
eficaz para um amplo imtervalo de viscosidade™ e ser mais ficil de miniaturizar.

O reator BIA foi projetado na forma circular com uma “camisa” de termostatizagdo. Ele pode
conter 4 sensores potenciométricos em um volume de 700 ml. O valor escothido para o diémetro
interno (T} do tanque foi 91,4 mm, sendo as relacBes propostas para a geometria do sistema as
seguintes:

(34)

O sistema BIA projetado, associado com um sistema eletronico para anslise de multi-componentes
(Capitulo 5), esti apresentado na fotografia da Fig. 3.10.

3.1.2 A Teoria “Wall-jet”

O termo wall-jet foi primeiro proposto por Glauert em 1956 ¢ foi associado a um jato de ar
que atinge uma superficie num determinado éngulo, difundindo radialmente sobre si mesmo.

Segundo o Principio de Conservagfio do Momento, quando duas massas (m, e mg) que se movem
na mesma direcdo colidem ou coalescem, o momento total do sistema permanece constante ¢ as
massas continuam movimentando-se com uma velocidade comum (V)"

myy , m¥y _ (my+ m),
gc gc gc

Para liquidos em escoamento, a Eq. 3.5 torna-se:

o AV, pv.AV
F - a = i a (3'6)
YUos g

ondeFNéafom(N)queamasobreoﬂuido;coéavazﬁoméssica(Kgs“);AV,éavariaqﬁode
velocidade (m s); p ¢ a densidade do fluido (Kg m™); v, é a vazfio volumétrica (m* s™); g é a
aceleracio da gravidade (m s?).
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Fig. 3.10 Fotografia do reator BIA associado com o sistema de aquisi¢dio de dados e andlise multi-
componente.
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Generalizando para um fluido, Hquido ou gés, que sofre um impacto sobre uma placa obliqua
estaciondria (Fig,. 3.11), supondo que a placa ¢ lisa (forga tangencial nula) e que n#io ha perda de
energia, a forga normal a placa ¢ dada por®™:

v
F, = 2% g @37

e

Esta forga é uma grandeza vetorial ¢ suas componentes podem ser determinadas. Logo a diviséio do
fluxo, dada por v, e v, é:

v, = "? (1+cosd)  (38) v, = "7 (1-cosd) (39)
onde 0 ¢ o ngulo de inclinacio da placa.
PG.
v?
F
/ Fig.3.11 Diagrama esquemético do impacto do jato
de um fluido sobre uma superficie inclinada.
y Adaptado da referéncia [91].
-0

.
v

Para o caso de BIA, no qual o édngulo 9 entre o fluido injetado e a superficie do sensor é 90°, a
forga, F, devida ao impacto sobre a superficie do sensor, ¢ a divis#io do fluxo sobre as bordas serfio
dadas por:

F = 2 ) Vasvas T @

(4

O conceito de eletrodo wall-jet foi primeiro introduzido por Yamada e Matsudaem 1973P%, onde
eles descreveram uma funcio para a corrente-limite de difusfio em termos de pardmetros
~ hidrodindmicos (vazfio volumétrica, didmetro do bocal cujo fluido é impelido ¢ o raio do eletrodo).
I, = 1,38nFC, D*y=51y g2 Q% (312)

onde a ¢ o diimetro do bocal em metro, v a viscosidade cinemética em m’s™,
Um fato interessante que deve ser mencionado é que a equagio de Yamada e Matsuda nfio inclufa
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um {rmo para expressar a separacio entre o bocal e o eletrodo. Eles assumiram que o jato do liquido
saindo do bocal nfio quebrava antes de colidir sobre 0 eletrodo. Contudo, na pritica eles observaram
que as medidas deveriam ser realizadas com uma determinacda separaglio cujo valor deveria ser obtido

Em 1983, Gunasingham ¢ Fleet derivaram expressdes para a espessura da camada de difusfio e
para camada hidrodinfimica bem como a equagfio para a corrente limite para o eletrodo wall-jet em
processos voltamétricos™). Quando um fluido passa sobre uma superficie s6lida, estabelece-se um
gradiente de velocidade perpendicular & direg#io do fluxo, por causa das forgas viscosas que atuam
no interior do fluido. O fluido em contato com a superficie ¢ retardado e a forga de atrito do fluido
na superficie é transmitida através de todo fluido. Contudo, para distincias progressivamente maiores
da superficie, o efeito do atrito torna-se menor ¢ considera-se que o gradiente de velocidade esteja
confinado a uma regifo junto a superficie denominada camada-limite™™. Supde-se que todo o
gradiente de velocidade reside no interior da camada-limite e fora dela a velocidade permanece
constante. Esta fina camada, onde ocorre a maior variacio nos gradientes de velocidade, é
denominada camada-limite hidrodinimica. A espessura da camada-limite é funcfio da distfincia aresta
frontal a superficie (Fig. 3.12A). Quando a espessura da camada-limite é pequena, o fluxo é laminar
e a velocidade a qualquer distincia da superficie é uma funglio desta distdncia. Porém, a uma certa
espessura critica, o fluxo muda de laminar para turbulento, exceto no interior de uma camada muito
fina rente 4 superficie, onde permanece laminar. Esta camada fina é conhecida por sub-camada
laminar. Entre a sub-camada laminar e a porgfio turbulenta da camada-limite existe uma regifio na qual
o fluxo nfic é laminar nem completamente turbulento, sendo esta camada conhecida como
amortecedoral™. E importante ter-se em mente que o fluxo laminar ou viscoso caracteriza-se pela
auséncia de movimento de massa na direcio perpendicular & corrente de fluxo principal. Alguma
dispers#io radial pode ocorrer por causa da difusfio e consiste em correntes de fluxo paralelas que nfo
interferem uma nas outras. J§ o fluxo turbulento é caracterizado pelo movimento répido do fluido,
onde aparecem oscilagdes que se fragmenta dando origem a turbithdes com orientagdes ao acaso
(Fig. 3.12B)™,

Para um fluxo laminar sobre uma l4mina plana, com éngulo de incidéncia zero, a fronteira da
camadhhidmdi:ﬁnﬁcaétomadaeomoopontoapartirda superficie da limina onde a velocidade se
aproxima de 99% da velocidade de impuiso do fluido™¥. Gunasingham e Fleet definiram que a
camada-limite para o eletrodo de jato colidido deveria ser a camada onde a maior parte da velocidade
radial se encontra™!. De acordo com Glauert 8 componente da velocidade radial (u) é dada pela
expressioPd:

u= [—-?,,;—)f‘(rn (313)

onde F € o momento do fluxo exterior, x ¢ a dimenséio ao longo da superficie do eletrodo
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(longitudinal) tendo sua origem no centro do eletrodo ¢ n, (distincia do bocal & parede) ¢ uma funglio
da velocidade radial, a qual ¢ definida por®:

135F |
nelimpn) » @
sendo y a dimenséio normal 3 superficie.

A

n,

velocidade < X camada-Nulte Tusrbulents

uniforme caxnads-Emite cunida amestecedora
— Lazalear . sub-commads Laminer

——

Fluxo Laminar

—_—

b
PN s » Fluxo Turbulento
~ ,

Fig, 3.12 A. Desenvolvimento da camada-timite; B, Tipos de regimes de fluxo de um fluido em
movimento. Adaptado da referéncia [95).

O momento do fluxo exterior € uma constante, a qual Glauert®™ demonstrou poder ser estimada
por F = 1/2(velocidade tipica)(flxo de volume pelo raio)’. Assim, para um jato impulsionado & partir
de um bocal de didmetro, a (cm), com uma vazfio volumétrica, v, (cm®s™), o momento de fluxo
exterior é dado por®4:

35 )3
F=akhza ) G19
onde a constante k, tem sido determinada por Yamada e Matsuda™! como igual a 0,55.
Glauvert® mostrou que o perfil da velocidade radial (Eq. 3.14) permanecia praticamente constante
a partir de 1, igual a 6 para um fluxo laminar, Assim, substituindo a Eq. 3.14 em 3.15 obtém-sc a

espessura da camada-limite hidrodinfimica em termos de parimetros hidrodinAmicos, a qual é
caracteristica do eletrodo wall-jet:

JH = s,sx 3/4a112 v3l4x$l4vv -3/4 (3.1 6)

Baseado nestas equagdes, importantes aspectos devem ser mencionados em relagiio as diferencas
entre a teoria elaborada para o eletrodo de disco rotatério e o wall-jet. No primeiro, a camada-limite
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¢ definida como a regifio onde se encontra a maior parte das componentes de velocidade radial e
tangencial, sendo esta ltima devido ao movimento rotatdrio do eletrodo. Para o eletrodo wall-jet
somente a velocidade radial € responsével pela camada hidrodinimica. Outra diferenca, ¢ que no
eletrodo de disco rotatorio a espessura da camada-limite hidrodinfimica ¢ independente do raio do
eletrodo, enquanto que no eletrodo wall-jet, esta sumenta rapidamente & partir do centro do eletrodo
(Fig. 3.13). Assim, o eletrodo rotatério é uniformemente acessivel para as espécies eletroativas, isto
¢, a espessura da camada de difusfo € constante sobre toda a superficie do eletrodo. J4 o eletrodo
wall-jet nio & uniformemente acessivel®,

Em relacio a espessura da camada de difusio, Gunasingham ¢ Fleet?® acharam razodvel supor
que esta deveria ser proporcional a expressfio deduzida por Levich (Eq. 2.40) corrigida por uma
constante:

8 = k,(-e)%éﬂ G17)

4
A constante k, foi estimada por Gunasingham e Fleet como igual a 0,17%49,
Logo, a proposta nesta etapa do trabatho € estudar os principais parfimetros que afetam a resposta
no sisterna BIA-potenciométrio, bem como associd-los a teoria wall-fet, com intuito de contribuir para
o aperfeicoamento do sistema e aprender mais sobre seu funcionamento.

3.1.3 Os Regimes de Fluxo no Sistema BIA

Em BIA existem dois regimes de escoamento: um devido & inje¢io da amostra com a micropipeta
eletrdnica e o outro devido & agitacio da soluc8io carregadorano reator. Inicialmente, determinar-se-4
o comportamento do fluido segundo & vaziio volumétrica. A micropipeta eletrnica Eppendorfmodelo
4850 possibilita trés modos de operagio em funcfio da vazfio de escoamento do fluido na ponteira:
baixo (low), médio (medium) e alto (high). Entfio, ¢la foi calibrada com dgua destilada e o tempo de
escoamento medido para a estimar sua vazio volumétrica (Capitulo 5). A Tabela 3.2 apresenta os
valores obtidos.

Tabela3.2  Resultados obtidos para a estimativa da vaziio volumétrica da micropipeta Eppendorf
modelo 4850, nos seus trés modos de operacfio.

Modo de Operagiio Vazio Volumétrica (mL s™)
Low 0,60 +0,01°
Mediyum 0,86 10,01
High 0,95 0,02

* Estimativa do desvio padriio para 6 medidas.
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Fig. 3.13 Trausferéncia de massa em um eletrodo
wall-jet. A. Regifio de fluxo estabelecida; B.
Regifio de estagnaglio; C. Regifio wall-jer.
Retirado da referéngia [96).

: De acordo com Gunasingham ¢ Fleet™), a estabilidade do jato depende do regime de fluxo, o qual
pode ser determinado pela estimativa de um mimero adimensional, o ntimero de Reynolds. O regime

de fluxo permanece laminar até um valor critico do niimero de Reynolds, usualmente da ordem de 10°

P9, Quando o nimero de Reynolds aumenta além do niimero critico, o jato fica mais concentrado e

menos estével, fragmentando e tornando-se turbulento. O niimero de Reynolds pode ser estimado pela

equagso™; N2 @)

sendo U, a velocidade do jato em cm s,

Entfio, para um didmetro do bocal da ponteira (a) da micropipeta igual a 0,035 cm e admitindo
que a viscosidade cinemética do fluido (v) que esté sendo injetado & igual a da sgua (102 cm® ™)
pode-se determinar o tipo de regime de escoamento do fluido da ponteira como funglio da velocidade
do fluido injetado pela micropipeta eletrénica. A Tabela 3.3 apresenta o comportamento do fluxo nas
condigdes de operagiio da micropipeta.

Tabels3.3 Caracteristicas do regime de fluxo para um jato expelido com a micropipeta Eppendorf
modelo 4850. Consideraglio: o volume escoado é o mesmo de um cilindro (m?f).

Vazio volumétrica da micropipeta Velocidade do jato Re Regime de Fluxo
(mL s™) (cms™)
0,60 +0,01 625 22x10° Laminar
0,86 +0,01 895 3,1x10° Laminar

0,95 0,02 990 3,5x10° Laminar
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Tﬂsmﬂhdosmosﬂmqmasequapﬁesdeduﬁdasmﬁmmmtepoersmghmerﬂmb:e
a camada hidrodinfimica e de difustio™ podem ser utilizadas no seu todo para o problema do BIA,
uma vez que as mesmas assumem que o regime de fluxo é laminar.

Por outro lado, 2 agitagdo do liquido no tanque também est4 sujeito a diferentes regimes de fluxo.
O comportamento de um fluido em um tangue agitado por um impulsor é dado pelo ntimero de
Reynolds do impulsor (Re,,,)"!":

v, _p
Re, = —"~ (319)
™ M

onde d é o didmetro do impulsor (m); p é a densidade do fluido (g m®), V,, é a velocidade de rotagio
(rps) e ., € a viscosidade (g m™ 5°1).

O escoamento seré turbulento quando Re,,, for maior que 10.000 e laminar quando menor que
10. Na faixa de transiclio, 0 escoamento é turbulento no impulsor e laminar nas partes mais
afastadas™l. Admitindo que o difimetro do impulsor ¢ igual a 30,5 mm e, a densidade ¢ a viscosidade
da dgua a 25 °C s8o iguais a 0,99707 g cm™ e 0,8937 mN s m?, respectivamente, o comportamento
do fluido do tanque como funglio da velocidade de agitagio pode ser calculado. A Tabels 3.4
apresenta o comportamento do fluido agitado para a faixa de rotagfio do agitador, entre 100-800 rpm.

Tabela 3.4 Caracteristicas do regime de fluxo para um fluido agitado no sistema BIA elaborado.
Velocidade de Agitaglio (rpm)  Velocidade de Agitaclio (rps) Re,,, Regime de Fluxo

100 1,66 1.730 Transicko
200 3,33 3.460 Transiclio
300 5,00 5.189 Transiglio
400 6,66 6919 Transigio
500 833 8.649 Transiclio
600 10,00 10.378 Turbulento
700 11,66 12.108 Turbulento
800 13,33 13.839 Turbulento

Sendo assim, o regime de fluxo devido a injeg#io da amostra é laminar, sendo vélidas as equagdes
de Gunasingham e Fleet™ para a camada hidrodinimica e de difusio. Em relac#io ao liquido sob
agitaciio no sistema BIA, o regime ¢ de transicéio na faixa de 100 a 600 rpm, isto &, turbulento no
impulsor e laminar préximo ao eletrodo. Para velocidades de agitagio maiores que 600 rpm o fluxo
¢ turbulento no global.
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3.1.4 Efeito do didmetro do bocal do Injetor-Ponteira no Sistema BIA

A Fig, 3.14 mostra o efeito na variagio méxima do sinal como fungfio do difimetro do bocal onde
a amostra ¢ injetada (Capitalo 5). Para didmetros superiores a 0,10 ¢m ocorre uma diminuigfio no
sinal em médulo. Considerando que a vazfio volumétrica foi 0,95 mL s, o didmetro do eletrodo &
igual a 0,60 cm e que o coeficiente de difusfio para um sistema aquoso, desconsiderando o efeito da
concentracdo do tamplio, vale 10° cm’ s ¢ a viscosidade cinemética da 4dgua (v) 102 cm? 5P+
pode-se estimar a espessura da camada hidrodinimica (8,) e de difusfo (5,) pelas Eq. 3.16 ¢ 3.17,
respectivamente, como funcso do difimetro do bocal da ponteira da micropipeta (Fig. 3.15). Observa-
se, que ocorre um aumento na espessura da camada de difus#o e hidrodinfmica com o aumento do
difimetro do bocal da ponteira. Com o aumento da camada de difusio ocorre uma diminui¢so no
gradiente de concentracio na mesma (Eq. 2.36), daf ocorrer uma diminuicgio no sinal,

Cabe ressaltar, que 0 aumento do didmetro do bocal provoca uma diminuigso na velocidade do
ﬂuidoinjetado(videTabehS&),eesméacmmaindhemdadhnimﬁqﬁodaespesmdacmadade
difuslio e conseqilentemente do sinal. Assim,énecwséﬁoumavelocidadeétimadeinjec&odoﬂmdo
pmqueooomportamentodos:stemaBlAsejaapmpmdo Esmvelocldadeememtomode 800

s (Fig. 3.15b).

AE (mV)
8
-]

-120 T T Y T T T T T T T r
o4m 0,04 0,06 0,08 0,10 012 0,14

Difimetro do Bocal (cm)

Fig. 3.14 Efeito do diimetro do bocal da ponteira de injegSio na resposta do sistems
BIA-Potenciométrico. Velocidade de agitacio: 400 rpm. Distincia da
ponteira da micropipeta ao detector: 2 mm. Volume de Injecio: 20 pL. pH:
A. 4,00; B. 10,01.
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Fig. 315 E&mdodﬁm'odobocdthmdonﬁmm)ednwioeuhdedo
fiuido injetado (B), na estimativa tedrica da espessura da camada-limite:
a. Hidrodinfmics; b. Difusio.

3.1.5 Efeitodo Vdmbm Injetado no Sistems BIA

A Fig, 3.16 'mostra o efeito do volume do fluido injetado, para uma soluglio padrio pH 4,00, no
comportamento da respostano BIA., O sinal auments linearmente na faixa de § a 20 pL permanecendo
praticamente constasite acima deste valor. Esta variagho estd diretamente relacionada com o nfimero
de espécies carregadas, no caso H', que chegam a superficie do eletrodo de Pt para formar o duplo-
capacitor. Estas espécies sob fluxo radial formam a camada de difus#io ¢ a hidrodingémica, onde ocorre
o gradiente de concentragfio ¢ de velocidade, respectivamente. Assim, a partir do volume de 20 pL
_a quantidade de fons H' presente neste volume ¢ suficiente para saturar a superficie da Pt, e entfio o
-potencial ndo varia mais com o volume injetado. Contudo, a resposta nllo € bem reproduzivel na
injec#io de volumes abaixo de 20 L, apresentando desvios relativos elevados. Isto pode serexplicado
por distirbios na camada de difusfio, onde a diminuigho do gradiente de concentragiio pelo volume
injetado anmenta a mesma (Eq. 2.36), dmxmdoeﬂammssuseeﬁvelasimhasdeﬂuxodasohmosob A
agitacio no tangue ou reator do BIA. Por outro lado, como pode ser observado na Fig 3.11, existe
uma grande dependéncia com o &ngulo de incidéncia do jato sobre 4 superficie e este pode ficar mais
suscetivel com a injeglio de pequenos volumes. Noenmm,omesmocomportamenmfoiobﬁdb
quando foi injetada uma solugio padriio pH 10,01. Entlio, 8 maior dispers3o do sinal deve-se mesmo
a0 efeito-da agitaclio do reator BIA.
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Fig. 3.16 A. Grifico da variagio méxima de potencial no BIA como efeito do volume
injetado. B. Resposta obtids devido a injeglio dea. 5 pL; b. 10 aL; e, 20 ul.;
4. 40 pL; €. 60 uL; £ 80 uL de soluciio tampiio pH 4,00. Velocidade de
agitaglio: 400 rpm. Distiincia da ponteira da micropipeta a0 detector: 2 mm.
Vazilo volumétrica: 0,95 mL s . Didmetro do bocal da ponteira: 0,035 cm.

3.1.6 Efeito da Vazdo Volumétrica da Micrapipets no Sistema BIA

A Fig. 3.17 mostra o efeito da vaziio volumétrica do volume injetado na resposta do sistema BIA-
potenciométrico, bem como o sinal obtido para injeglio de tamplio pH 4,00. Pode-se observar, que
osinﬂmenhmmoammdavaziovohméuicademjeﬁo,pemanecendopmﬁmm
censtmneapatﬁrdevazbesvoluméuimmpeﬁomao;%ms".Considmdoqwodiﬂmetro(x)
doeletodoéigualaO,ﬁOmedobocal(a)daponteixadamicmpipetaiguala-O,%Scm,equepara
um sistema aguoso, desconsiderando o efeito da concentrago do tamp#o, o coeficiente de difusdo
vale 107 cm® s P4 ¢ a viscosidade cinemética da dgua (v) 107 cm? s 4% pode-se estimar a
espessura da camada hidrodinémica (5,,) ¢ de difusdo (5,) pelas Eq. 3.16 ¢ 3,17, respectivamente. A
Fig. 3.18 apresenta um gréfico da estimativa da espessura das camadas hidrodinimica e de difusio
calculada a partir da faixa da vazio volumétrica de injegdio, estudada com a micropipeta eletronica
Eppendorf (modelo 4850). Com a diminuicsio da vazio volumétrica de injeg#o, ocorre um aumento
da espessura da camada de-difusdo, havendo uma diminuicio no gradiente de concentracho.
Conseqiientemente, a menor resposta observada em uma vaz3o volumétrica de 0,60 mL s™, pode ser
mhﬁdaamenmmmﬁdadedewpéchsiﬁﬁmﬁﬁhaagin&mmamuﬂdedaﬁmfomgﬁo
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do duplo-capacitor. Por outro lado, fdiobsmadoexpeﬁmmtahnentequeosinalparavazﬁes
‘volumétricas superiores a 0,86 mL s nflo sofre grandes variagdes (Fig. 3.17B). Pela Fig. 3.18,
observa-se que na mudanga da vazio volumétrica de 0,95 mL s™ para 0,86 mL s, a espessura da
camada de difusio aumenta somente 8,1%. Contudo, a espessura da camada de difus8o aumenta 24%
em relagfio A diminuig8o:da vazfio volumétrica de 0,86 mL s™ para 0,60 mL ™. Curiosamente, o sinal
médio para uma vazéo volumétrica de 0,60 mL s reduz cerca de 31% em relagio a de 0,86 mL 5™,
e esta Gltima apenas 1,5% em relagfio & de 0,95 mL s, mostrando que tal efeito é realmente devido
‘a0 aumento da espessura da camada de difusfo. Assim, 0 aumento da camada hidrodinfimica, e
conseqlientemente da camada de difusio, faz com que o sinal sofra uma maior influéncia da agitaciio
do liquido do reator no sistema BIA, ocorrendo uma pior repetibilidade do sinal. Da mesma forma que
anteriormente, resultados similares foram obtidos com a injegéio de tampéio pH 10,01.

Cabe lembrar que, da mesma forma que o didimetro do bocal, a vaziio volumétrica do fluido
injetado, também altera a velocidade de injecHo e assim, indiretamente ela é responsével pelo efeito
causado no sinal (Tabela 3.3 ¢ Fig. 3.15B) .

1300 .
] E 2 A
120,0 -
110,0 -
] B
100,0 -} . A
——— T ¥
9 k [ ] h_ ] & SN
g %00
v -
2 w0
20,0 -
m- I
500 LA S S L P L T
0,55 0,60 0,65 o0 0.75 0,80 085 0,90 0,95 L0

Vaziio Volumétrica (ml. 57)

‘Fig, 3.17 A. Efeito da vaziio voluméirica na resposta do sistema BIA-potenciométrico. a.

' 0,60 mL s™; b 0,86 mL s7; c. 0,95 mL s, Velocidade de agitagio: 400 rpm;
Distéincia da ponteira da micropipeta 80 detector: 2 mm; Volume de Injeglio: 20
pL. pH 4,00. Didmetro do bocal da ponteira: 0,035 cm. B. Gréfico ds vazlio
volumétrica da micropipeta Eppendorf (modelo 4850) como funclio da variaclio
mixima do potencial.
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3.1.7 Efeito da Velocidade de Agitacio do Liguido mo Sistema BIA

AFig. _3.l9iapresemaocomp6rtamento do sinal obtido no sistema BIA-potenciométrico a partir

- de diferentes velocldade'sdeamﬁodasolwﬁommm Observa-se que a resposta

doelﬁndodeﬁpmasvmaeﬁwdep&émﬂm@emdepmdmwdavelomdadedomw '
'mm&IWammdmnﬁogﬁudmmvdmdmsdemﬂmmaﬁm
tpm,oquepodesa'expheadopeloreglmdeﬂmwmhﬂmodasohmmm Isto demonsira
queaespesmchmdadedxﬁ:sﬁoépommﬂmmdapelaagm@ ¢ entdio, o sinal é
praticamente invaridvel (Fig. 3.19B). Por outro lado, 0 retorno do sinal a linha base é fortemente
influenciado pela agitag#io, diminuindo o tempo com o aumento da velocidade de agitachio’ (Fig.
’3.19»mm«mammmamﬁmwemempmfm |
mﬂﬁzgaguadapelommmmdoﬂmdonotmque Estemesmocomponmnenm também foi -
_ obwvadomamyeglodesohﬂotmnpﬂopl—llom

e A .
..... ’;’ﬁ \ o '-'*—"""!“-_,: »
s [t i F-T: Fig.3.19 A. Perfil do sinal  Bo. sistema BIA-
" gorm | R oh agitacio da solugiio do tanque. B. Grifico obtido
. a partir da velocidade de agitacho: &, Variacho
2 ThEmemmmwm méxima de potencial; b. Tempo de lavagem; ¢.
] Tempo de resposta. Vaziio volumétrics: 0,95 ml.
s Distincia da ponteira da_micropipeta a0
0s detector: 2 mm. Volume de Injeglio: 20 pl. pH:

4,00. Difmetro do bocal da posteira: 0,035 cm.
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3.8 Efeito da Disténcia Injetor-Detector no Sistewa BIA

Oefextodadlstﬁmmdobocaldapmtemdamcmplpetaimperﬂcmdodmm segundo &s
equagdes deduzidas por Gunasingham e Fleet™, parece niio ter influéncia sobre a espessura das
camadas hidrodinimicas e de difus#o num sistema wall-jer. Contudo, os trabalhos sobre o sistema BIA
18m demonstrado que este fator tem um efeito consideréivel sobre o sinal®*", AFig. 3.20 mostra
o perfil do sinal obtido variando a disténcia do eletrodo ao bocal de injeglio e o gréfico davmat;ﬁo-
"dosamlcomofnngaodestadxstﬁncm.

A ”
A g"\ Fig. 320 A, Perfil do sinal no sistema BIA-potenciométrico
‘ q° para diferentes distincias do bocal de injeclio &
: - superficie do detector. B, Grifico da distincia do-
PTITS I e hjmrw&mmﬁmﬁo(hmmﬁdm
Dty fams) de potencial. Vaziio volumétrica: 0,95 mL s,

— —omm Velocidsde de agitagso: 400 pm. Volume de
i injeclio: 20 uL. pH: 4,00. Didmetro do bocal da
- O ponte’n:;:-0,0SSan.

Obwvaﬁe‘qmwommpequmdiminuiﬁommgzﬁuﬂedosinﬂmowada
distéincia, conforme foi observado por Wang em seus trabalhos™*™%, Este efeito pode ser devido a
- influéneia da agitaglio sobre a amostra injetada, fragmentando o jato do fluido antes de atingir a
- superficie, além de aumentar a disperséo do mesmo. Contudo, Gunasingham tem demonstrado que
este efeito nfio segue sempre este comportamento, sendo observado as vezes até um aumento no
~ ginalP™, Eleamhnquemlcompmmmmmégovmadoporumasénedefawes,mmodﬁnmdo
eletrodo, vazéio volumétrica da soluglio, wscos:dadedasolwﬂ_oeageom@adobomldemjeﬁoﬂm
fato interessante que pode ser observado na Fig. 3.26, ¢ o anmento no tempo de lavagem para
disténcias superiores a 2 mm. Contudo, isto pode ser ocasionado pela “camisa” do eletrodo que serve
- ¢0mo apoio para a micropipeta. Esta camisa apresenta um orificio de 1 cm de difimetro que serve para
facilitar a difusio da amostra para o reator BIA apés o contato com o detector. O mesmo
comportamento ¢ observado quando a disténcia entre a ponteira-detector é “nula”, ou seja, a ponteira
estd encostada sobre a superficie do eletrodo. Tal efeito deve-se a influéncia do bloqueio mecénico
do corpo da ponteira na superficie do detector. £ importante ressaltar, que 6 Gtil “encamisar” o
_smsor,pomwnaadxspemaodaamosuamjetadasoboefeﬂodaaglwaodomnqw melhorando a
sensibilidade do detector. Este artificio tem sido utilizado em sistemas BIA com detecclio
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Assim, tudo isto indica que as equagdes deduzidas da camada de difuséio e hidrodindmica nio _
realizados com o sistema BIAP" tém demonstrado que a distincia 6tima de separaglo entre a
.mﬁuaawﬁdedodeﬁmréZmoqumobmadowmbémmMsmmém '
16gico que tal fator seja fixado, oqnevemsendoobservadoemu'abalhosmmsreoenmsom
BIA™*1, onde esta separagiio esté sendo mantida entre 1-3 mm para reatores BIA de 40 ml e 700 mL
de capacidade.

319 Estudo das Parbmetros do Sistema BIA por Plancjamento Ftorial

A Tabela 3.5 apresenta os dados obtidos nos estudos por planejamento fatorial dos principais
parfmetros que afetam a resposta no sistema BIA. Os niveis foram escothidos de acordo com os
estudos univariados procurando-se estudar a regiio onde eles variaram linearmente. Além dos fatores
citados antes, foram estudados também, o efeito de alguns fatores fisicos associados com a construciio
doreator ou cela BIA, tais como a disténcia do impulsor do agitador ao fundo do tanque  a utilizaclio
de chincanas presas na parede do reator para eliminac#o de vértices. -Os niveis escolhidos foram:

A. Volume de injecfio: (-) 15 uL e (+) 20 uL;

Distéinecia do impulsor ao fundo do reator: (-) 25 mme(+)60mm,
Temperatura: (-) 30 °C e (+) 25 °C. '

Vazilo volumétrica de injeglio: (-) 0,86 mL s™ ¢ (+) 0,95 mL s;
Velocidade de agitagfio: (-) 600 rpm e (+) 400 rpm;

Distéincia penteira-detector: (-) 2 mme (+) | mm;

Chincanas: {-) com e (+) sem;

QWFQQ!’

--Gplanqmnentoﬁatmalfoxﬁacxonado para serem realizados apenas oito experimentos. Ele foi
construido segundo o método™: _

-+ Qito experimentos foram planejados segundo o bloco (2*), escrevendo um planejamento fatorial -
completo para trés varidveis A, B e C (2°). As varidveis restantes, D, E, F e G, foram associadas,
respectivamente, com todas as interagdes possiveis dos trés primeiros fatores, isto €, +AB, +AC,+
BC e +ABC;

O planejamento fina! foi analisado segundo 0 médulo das variagdes dos sinais em fungSo do pH,
4,00 ¢ do tempo de lavagem. A Tabela 3.6 apresenta a andlise dos efeitos principais, sendo
negligenciado possiveis interagdes de ordem superior, uma vez que tais efeitos se confundem com
o principal.
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‘Tabela 3.5  Resposta obtida no sistema BIA nos estudos por planejamento fatoriat.

N A B C D E F G  RespostaMédiacEstimativa do desvio padrio’
AB. AC BC ABC IAE_| mV) L (s)
R T S (88,043,0) (157,043,0)
7 S (78,0:4,0) (12,0430
3. v - - s o (459:08) (30.9:0,4)
4 + + - + - - - (57,0+3) (28,0+3,0)
5o - e e .. (75,0620) (66,0:3,0)
6 + -+ - s . . (92,040,8) (212,047,0)
r - (48,0+2,0) (44,7:0,9)
 J TN (60,0+1,0) (75,042,0)
*memmmmm
TL, Tempo de Lavagem das espécies da superficie do sensor.
Tabela3.6  Andlise dos efeitos principais e de interagfio entre os pardmetros estudados no sistema
BIA para a solugio tamp#o pH 4,00.
Fator Efeito Principal e Estimativa do Erro Padrio (EP)
AE,,, (mV) TL (s)
Volume de Injegso (7,5¢1.2) (3245)
Velocidade de Agitaglio (7.0%1,2) (5625)
Distfincia Ponteira-Detector (1,0£12) (13:5)
Vazio Volumétrica de Injeciic (4,0=1,2) (195}
Chincanas -{6.5+1,2) {39+35)
Distiacia do Impulsor a0 Fundo do Reator ~(30,5£1,2) «(92+5)
Temaperatura (1,541,2) (1825)

ep= [V (efeito) , ondesvarifncia, V(efeito)= (4/N)s* ; Néonimerodeexperimentos realizados, contando

as replicatas (no caso N=24) e s, a estimativa do desvio padrfio; s° = (v,sl2+...+ vxsg"Xv,+...+ vx)-l

03 graus de liberdade, sendo igual ao nimero de replicatas (n,) -1.

» onde v, siio

Para avaliar se os efeitos calculados sdo significativamente diferentes de zero, o teste t,,, foi
empregado!™®!, Para um nivel de confianca de 99% o valor de t para 16 graus de liberdade € 2,921,
Entio, 6 serd considerado estatisticamente significativo o efeito na magnitude do sinal cujo valor
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absoluto for superior a 3,5 mV (0+2,921x1,2) para as variagdes de sinal, e 15 s (0+2,921x5) para o
tempo de lavagem. Os efeitos significativos aumentam de intensidade seguindo a ordem: distincia
do impulsor ao fundo do reator > volume de inje¢#io > velocidade de agitagio > chincanas. Para a
variagfio na distéincia do impulsor, quando esta ¢ alterada para mais préxima do eletrodo (nivel, +)
ocorre uma diminuiclio no sinal na ordem de 30 mV e o tempo de lavagem diminui em 92 s em relagio
ao impulsor préximo do fundo do tanque (nivel, -). Isto deve-se ao efeito mais intenso da forga
centrifuga provocado pela agitaclio quando o impulsor esté perto do detector. Em relagiio ao volume
de injeglio e a velocidade de agitacio os resultados eram os esperados ¢ estdo de acordo com os
estudos univatiados. No caso, o sinal aumenta em 7,5 mV, com o aumento do volume de injegio de
15 para 20 uL, e diminui em cerca de 7,0 mV, com o aumento da rotagio do agitador de 400 para 600
rpm. Contudo, de todos os efeitos significativos observados o efeito das chincanas é o mais
interessante, Na presenca das chincanas, o sinal foi cerca de 6,5 mV maior que na sua auséncia. Isto
pode ser atribuido 2 formagio de vértices na auséncia das chincanas, contribuindo para turbuléncia
do liquido no reator, com conseqiiente aumento na camada de difus#io. Fazendo 0s mesmos estudos
com tampéo pH 10,01, observou-se um comportamento similar. Algumas pequenas anomalias foram
observadas, porém podem ser atribuidas & diferente forma de interac8o entre os fons H* (pH 4,00) ¢
OH' (pH 10,01) na superficie da Pt, para o efeito na magnitude do sinal, ou as diferentes velocidades
de difusgo, no caso relacionado ao tempo de lavagem.

sobre o efeito de alguns parimetros na resposta do sistema BIA. A distincia do impulsor ao fundo
do tanque € fundamental e deve ser controlada no nivel mais baixo. As chincanas também causam uma
influéncia considerével na resposta do BIA, devendo ser utilizadas para eliminagsio de vértices. A
distéincia da ponteira ao detector deve ser mantida em torno de 2 mm e a vazio volumétrica de injeglio
da amostra tem de ser superior a 0,85 mL 5., quando o didmetro do bocat do injetor & préximo de
0,04 cm. Qualquer fator que modifique a espessura da camada bidrodindmica ou de difusio deve ser
bem controlado, para no cansar disperséio no sinal. Fixando estes parfimetros, a resposta do sistema
BlA-potenciométrico serd somente dependente do volume de injecSo e da concentragfio da amostra,
além da velocidade de agitagao do tanque.

3.2  Comparacdo entre FIA e BIA

Com o objetivo de avaliar o sistema BIA elaborado, procurou-se utilizé-lo com o ISE-Ascorbato
baseado em EVA dopado com Cu**, A titulo de comparagio montou-se também um sistema FIA para
determinag@io de dcido ascorbico com o mesmo sensor desenvolvido (Capitulo 5).

Uma deficiéncia do sensor baseado em EVA/Cu?* para 4cido ascérbico é o tempo necessério para
regeneragdo do eletrodo quando usa-se 0 oxigénio dissolvido da solugfio. Técnicas cinéticas de andlise
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podem superar este problema, pois possibilitam a utilizac#o de oxidantes mais fortes, como peréxido
de hidrogénio no transportador, permitindo que o eletrodo seja regenerado mais rapidamente.

Desde que os sistemas FIA ja estio bem estabelecidos, procurou-se utilizar esta técnica
inicialmente, para otimizar os parimetros de anélise para determinacio de 4cido ascérbico com o
sensor EVA/Cu®*.

3.2.1 Oftimizacdo e Avaliaglo dos sistemas FIA e BIA

Uma linha carregadora contendo somente tamp#io produz um sinal com longo tempo de
regeneragio, como pode ser visto na Fig. 3.21A (a). Isto & explicado pela pequena quantidade de
oxigénio dissolvido na linha carregadora, assim, o tempo requerido para regenerar o eletrodo ¢ alto,
o que nfo é aprecidvel em FIA. Entfio, para melhorar o tempo de regeneragiio do eletrodo, sem um
significativo decréscimo no sinal, um oxidante mais forte foi testado. Assim, utilizou-se peréxido de
hidrogénio misturado ao tampéio para methorar a relagéo entre o sinal e o tempo de regeneracéio,
sendo verificado que a concentrag3io 6tima de peréxido de hidrogénio foi 0,1 mol L™ (Fig, 3.21B).
Para um aumento na concentraglio de perdxido de hidrogénio acima de 0,1 mol L™ o tempo de
regeneraciio diminui, porém ocotre também um decréscimo proporcional no sinal devido 3 umamaior
decomposiciio do écido ascérbico pelo oxidante.

De modo geral, similar a0 que ocorre em estado estaciondrio, o eletrodo tubular proposto para
ascorbato baseado em EVA/Cu® trabalha em acordo com as Eq. 2.58 ¢ 2.59, sendo a restauragiio do
mesmo dada pela seguinte equacdo!'®;

H0p + 2H' +2¢ === 2H,0;E’= +1770mvV  (3:20)

A influéncia do volume do fluido injetado e da vazfio sobre o sinal potenciométrico é mostrado
na Fig. 3.22. O sinal aumenta com o volume de injecio e tende a ser constante para um volume
injetado maior que 100 pL, indicando a saturacfio dos ions cobre pelo ion monoascorbato na
superficie do sensor. A vaz#io causa uma influéncia significativa no sinal, aumentando o mesmo até
2,2 ml min™ e decrescendo consideravelmente para fluxos maiores. Isto ocorre porgue a velocidade
de oxidagfio do fon monoascorbato catalisada pelo os fons Cu* é reduzida. Entéio, a methor condigio
para obter boa sensibilidade, proporcionando alta freqiéncia analitica, € utilizar uma vazio de 2,2 ml
min” ¢ um volume de injeclio de 50 L. O tempo de resposta e o tempo de regeneragfio nestas
condi¢des foram 4.3 s e 15,0 s, respectivamente.
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O desempenho do sistema FIA ¢ apresentado na Fig. 3.23. Ela mostra os sinais das solugBes
padrles para obter a curva calibrag@o para 4cido ascorbico com o sistema FIA-potenciométrico
proposto. O sensor apresentou um comportamento super-nemstiano na faixa de concentragiio entre
1,0x10° e 1,0x10" mol L™ para &cido ascorbico, com um limite de detecgio de 8,5x10% mol L™ nas
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condi¢des otimizadas (Fig. 3.24). O comportamento super-nernstiano pode ser explicado pelo eféito
de meméria devido a adsorglio do écido ascérbico na membrana. A equagio que descreve o
desempenho analitico do sensor ¢ dadapor:

AE = ~(2121 6)+ (69 + 3)p[Acido Ascérbico] (321)

onde, = 0,997, EDPR =496 N =5,
O sistema permite uma freqlisncia analitica de cerca de 120 amostras por hora som uina precisio
de 3,6% (estimativa do desvio padesio relativo para wma repetibilidade de 15 injepes).

3sp Amostras +
(mol Lx10* #

Fig. 323 Disgrama mostrando o sinal tipico obtido com o sistema FIA-
potenciométrico proposto para determinacko de écido ascérbico usando
eletrodo tubular baseado em membrana de EVA/Cu™.

Na otimizacfio do sistema BIA para écido ascérbico, usando o eletrodo potenciométrico baseado
em membrana EVA/Cu™, a concentragiio 6tima para a regeneraglo do eletrodo com peréxido de
hidrogénio também foi como em FIA, 0,1 mol L {(Fig. 3.25). Contudo, 0s resultados nto foram
similares enire os sistemas. No BIA, o sinal permaneceu praticamente constante nio sofrendo
influéneia da concenitracio de perdxido de hidtogénio como no FIA (Fig. 3.25B). Isto indica que o
efeito wall-fer ¢ muito mais rapido que a decomposiclo do 4cido ascorbico pela spua oxigenada do
meio. O sisterna BIA-potenciométrico para dcido ascorbico permite uma freqtiéncia analitica de 9
amostras por hora (Fig. 3.25A), a qual & bastante inferior ao do sistera FIA. Isto pode ser explicado
pelo fluxo continuo utilizado no sistema FIA, que permite uma melhor interagio do peréxido de
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Fig. 3.25 Efeito da concentraglio de peréixido de hidrogénio
no tempo de regeneraclo (A) e no sinal (B) do
ISE-Ascorbato com o sistema BIA. Volume de
injeglio: 50 pL de 0,1 mol L de écido ascérbico.

*i

§

Velocidade de agitaco: 400 rpm. Distincia ROt
ponteire~detector: 2 mm; Vaziio volumétrice da
micropipeta: 0,95 mL s7; Didmetro do bocal da
ponteira: 0,035 c. - 4-!
' a0 " a4 " @ o
MO} tmal L'

AsmemomwﬁiqﬂesdeméﬁsefommobﬁdasmmummlmedeinjeﬁodeSOuL,uﬁﬁmndo
como soluglo no reator, tamplio fosfato (pH 5,0) contendo peréxido de hidrogénio, ambos na
concentragéio de 0,1 mol L".Avelocidadedeagitagﬁodasoluc&odoreatorfoim:pm.
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Fig. 326 Infludneia do volume de injegSo no sinal Fig. 3.27 Influncia da velocidade de agitaglio do
do sistems BIA-potenciométrico usando sisterna BIA-potenciométrico no sinal (A)
ISE baseado em membrana de EVA/Cu®, ¢ no tempo de regeneracio (B) do ISE-
Concentraclio de dcido ascorbico: 3,0x102 Ascorbato baseado em membrana de
mol L. Velocidade de agitagfio: 400 rpm; EVA/Cu*, Concentragio de 4cido
Disténcia ponteira-detector: 2 mm; Vazfio ascorbico: 3,010 mol L, Volume de
volumétrica da micropipeta: 0,95 mL s; injeclio: 50 pl; Distincia ponteira-
Difimetro do bocal da ponteira: 0,035 cm. detector: 2 mm; Vazlio vohmnétrica da
micropipeta: 0,95 mL s Diémetro do
bocal da ponteira: 0,035 cm.

A Fig. 3.28 mostra os sinais das solugBes padriio, para obter a curva calibragfio para dcido
ascorbico com o sistema BIA-potenciométrico usando o sensor EVA/Cu®*. O ISE-Ascorbato
respondeu nernstianamente (59 mV por década) no sistema BIA na faixa de concentragio de 3,2x10*
a 1,0x10? mol L, sendo o limite de detecgo de 2,5x10% mol L (Fig. 3.29). O tempo de resposta
do sensor no BIA foi de 10 a 15 s e a estimativa do desvio padriio para 15 repeti¢des no sistema foi
2,7%.

A equagiio que descreve o desempenho analitico do sensor no BIA ¢é dada por:

AE = —(2251 1)+ (58,51 0,4)p[Acido Ascorbico] (322)
onde, r = 0.99997; EDPR = (,46; N = 6.

Comparando os dois sistemas dinfmico de andlise, o sistema FIA apresentou um melhor resultado,
pois permite uma freqiiéncia analitica superior a0 do BIA. Contudo, o consumo do tampéo/H,0, no
sistema BIA ¢ bem inferior ao do FIA, além dele apresentar menor limite de detecg3o (Tabela 3.7).
Assim, nfio se pode afirmar se um sistemna supera o outro. Em principio, o sistema FIA parece mais
vantajoso de imediato e pronto para ser aplicado como metodologia analftica para determinagfo de
écido ascorbico usando o eletrodo potenciométrico baseado em EV A dopado com fons Cu®*. No caso
do BIA, mais estudos devem ser realizados de modo a melhorar a freqliéncia analitica do sistema.
Possivelmente, outros métodos para restaurar o sensor EVA/Cu?* ou mesmo um methor planejamento
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Fig. 328 Diagrama obtido com a injeclio de écido ascérbico mno sistema BIA-
potenciométrico, usando o sensor baseado em membrana de EVA/Cu®.
Volume de injecBo: 50 pL; Velocidade de agitacBo: 400 rpm; Distincia
ponteira-detector: 2 mm; Vaziio volumétrica da micropipets: 0,95 mL s%;
Difmetro do bocal da ponteira: 0,035 cm.
do sisterna de inje¢fic do BIA pode fazer com que 0 mesmo supere seu similar FIA. Vale ressaltar,
que como o sinal no BIA ¢ maior que o do sistema FIA para uma mesma concentragéo de amostra,
um menor volume de injegio poderia ser utilizado no BIA. Isto provocaria um aumento na freqliéncia
de anélise, pois menos tempo seria necessério para regenerar o eletrodo.,

-

0

Fig. 3.29 Curva de calibragio para 4cido ascérbico ga-

com o sistema BlA-potenciométrico £ -

usando o sensor baseado em membrana de 5“_‘
EVA/Cuo®.
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Tabeln 3.7  Caracteristicas de desempenho entre FIA e BIA na determinac#io de dcido ascérbico
usando o ISE-Ascorbato baseado em EVA dopado com fons Cu®*,

Caracteristicas Fid B4
Freqiéncia de Anélise (Amostras k") 120 9
Volume de Amostra (uL) 50 50
Faixa de Linearidade (mol L) 1,0x10% - 1,0x10"* 3.2x10* - 1,0x10?
Limite de Detecgiio (mol L) 8,5x10" 2,5x10*
Repetibilidade (EDP%) 3,6 2,7

Os dois sistemas propostos (FIA e BIA) foram utilizados na determinaco de 4cido ascérbico em
amostras farmacéuticas de vitamina C usando o eletrodo baseado em membrana de EVA/Cu*. Os
resultados apresentaram boa concordéncia com o método da Farmacopéia Britdnica™®!, mostrando
aaplicabilidade do eletrodo potenciométrico desenvolvido associado a técnicas dindmicas de anslise
"~ (Tabela 3.8).

Tabela 3.8 Resultados obtidos na determinagio de 4cido ascérbico em amostras farmacéuticas.

Amostra Valor Nominal Farmacopéia Estado Estaciondrio FIA BIA
#1 1 g/Comprimido 1,032+0,004 I,1+0,2 1,024+0,05 1,17+0,03°
#2 1 g/10 g de firmaco 1,0120,01 1,140,1 1,140,1 1,03+0,04
#3 0,24g/Comprimido 0,23+0,01 0,26:0,03 0,23+0,01 0,260,02
Contém também:

#1 - 1 g de sacarose; #2 - 3,8 g de sacarose £ 5 g de glicose; #3 - 0,40 g de écido acetilsalicilico.
*Estimativa do desvio padriio para trés determinacBes.

E interessante observar que a associag#io do sensor desenvolvido para dcido ascérbico (EVA/Cu?*)
com técnicas dindmicas de andlise (FIA ou BIA), fez com que o problema relativo ao tempo de
restauracio da membrana em estado estaciondrio fosse superado, além de melhorar 2 preciséio das
anélises.
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Parte Experimental

| este capitulo procurar-se-4 descrever os reagentes, aparelhagens, procedimentos, técnicas e

4.1  Reéagentes

métodos adotados durante o desenvolvimento desta pesquisa.

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico ou de laboratério, sem prévia
purificacgio. ExcegHio ¢ feita a enzima ascorbato oxidase, a qual foi extraida da casca do fruto do
pepineiro (pepino) ¢ o Araldite® (resina epéxi/endurecedor de polimercaptana). A relagdo dos

reagentes estd apresentada na Tabels 4.1.

" Tabeln 4.1 Relaclio dos reagentes utilizados na pesquisa.

Substincia Fésmula MM, gmol’  Grau de Purcza, % Procedéncia
Acctona i 5808 99,5 " Merck
@=0,79) (Art. 21605)
HO o
. . H 2
Acido L(+)-Ascérbico pot 176,13 99,7 Merck
w' H (Ar. 127)
Acido orto-Fosférico H,PO, 98,00 85(d=1,71) Merck
. HO OH
Acido Succinico : AIAA, 118,09 PA. Carlo Eba
Acido Sulfirico H,80, 98,08 95 -97 Merck
- (d=1,84) (At 731)
Acetato de Sédio Anidro J\sw 82,04 99 Carlo Erba

135



Substincia . Férmula MM, gmol"  Grau de Pureza, % Procedéncin
Amido (CH,0,), 162,14, PA.
(Lot. T3183)
H . ‘
. Acido Urico ‘Nj):")_,, 168,11 >99 Merck
o)‘u (Lot 646)
P
Benzoato de Sédio @ o 144,11 PA  Fisher
(Lot 713021)
Bicarbonato de S6dio ~ NaHCO, (0,024 mol L") 84,01 SolugSio Tamplio Corning
Carbonato de Sédic . Na,CO, (0,025 moi L) 105,99 (PH10,01-25C) (Lot 44G11)
CHy
% 0\/(/\/‘“
Bis(2-Etil Hexil) Adipato 370,58 >99 Fluka
(@, = 0,925) (CA1097TD
. HO,_ _ODOMR*
Citrato Tri-Sédio ) 294,10 99 Merck
Dihidratado woocy O (Ar. 6448)
1-Btl-3-(3-Dimetil - B
Aminopropil) N\ N=C=NGH 191,71 >08 Sigma
Carbodimida & (L. 107H03901)
Cloreto de Amdnio NH,Cl 53,5 PA. Ecibra
Cloreto de PoliVinila cuone >48.000 Selectofore Fluka
@®VC) T n
(PVC-COOH) n (Carboxil) (Lot. 16812HR)
Cloreto de Potdissio KQl 74,56 99 Synth
| (Lot 44896)
Cloreto de Sodio NaCl 58.44 PA Nuclear




Substéincia Férmula MM, gmol’  Graude Pureza, % Procedéncia
OH NH; s
L-Cisteina )_t 121,20 98 Sigma
o - (Lot 39H1090)
Cloridrato de A, o 209,63 9 Carlo Erbe
L-Histidina N cooH (Cod. 456952)
NH,
HC .
Cloridrato de . 189,64 >99 Sigma
3-Hidroxi Tiramina NH (Lot. 27TH2515)
(Dopamina) HO
Cloreto de Magnésio MgCL.6H,0 203,31 PA Ecibra
L-3,4-Dihidroxi
fenil Alanina 197,19 >99 Sigma
(L-DOPA) (Lot. SSHOS6S)
1,2-Dihidroxi Benzeno
(Catecol) @ 110,11 >99 Aldrich
r o (Lot. 06105LW)
1,3-Dihidroxi Benzeno on
(Resorcinol) 110,11 >99 Merck
& N
1,4-Dihidroxi Benzeno
(Hidroquinona) m—@—m 110,11 >99 Merck
(Art 822333)
Etileno Diamino EDTANa, H,0 37225 99 Qeel
Tetracético Sal Disstdico
Fenol <: :>—on 94,11 PA Ecibra
Lot. 12609)
2-Nitrofenol "°’ 139,11 98 Merck
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~ continuac@o da Tabela 4.1: |
Substincia " Férmila ' MM,gmol’ GraudePurezn,%  Procedéicia
3-Nitrofenol é 139,11 95 Merck
NOy
4-Nitrofenol m_@_m 139,11 97 Merck
Fosfato de Potéssio KH,PO, 136,09 99,5 Merck
Monobdsico (Lot. 306100)
Fosfato de Sédio Dibdsico N&,HPO,2H,0 177,99
 Fosfato de Potdssio (0,041 mol L) Soluglio Tampéio Coming
Monobésico KH,PO, 136,09 PH7,00-25C) (Lot 44D04)
(0,026 mol L)
H
) O cHou
D(-)-Frutose - 180,16 >99 Sigma
Ho on (L. 109F0752)
no
D(+)-Glicose < 180,16 >99,5 Sigma
O :n on (L.34H05413)
?OOH
Glicina HN—CH, 75,07 >99 Sigma
(L. 44H2505)
Grafite C 120,1 P6 (1-2 pm) Aldrich
['s 0
Glutaraldeido I~A 100,12 25 Sigma
_ - (Soluglo Aquoss) (L. S8HS5400)
Hidr6xido de Litio LiOH 23,95 98 Merck
(Lot. 438)
Hidrogenoftalato HO,CCH.COK 204,23 Soluclio Tamplio Coming
de Potéssio (0,049 mol L) (EH400-25°C) (Lot 44A05)
Hidréxido de Potéssio KOH 56,11 85 Merck
(Art 5033)
Hidroxido de Sédio NaOH 40,00 99 Merck
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continuaclo da Tabela 4.1: -
Substincia Férmula MM, gmol’ GraudePurern,%  Procedéncia
Todeto de Potéssio K1 166,01 99,5 - Merck
(Neutro) Art 5043)
Todo Ressublimado I, 253,81 99,5 Merck
(Art 21538)
Nitrato de Clcio Ca{NO,),4H,0 236,15 98,5 Merck
- (L. A487621)
Nitrato de Litio LiNO, 68,94 95 Vetec
(Lot. 920802)
Nitrato de Prata - AgNO, 169,88 PA Degussa .
Nitrato de Potissio KNoO, 100,11 PA Nuclear
(Lot. 16336)
Nonactina 736,95 Grau Bioquimico Sigma
%}:{ (L. 67TH4060)
Nitrogénio N, 28,00 99 White Martins
Oxigénio 0, 32,00 % White Martins
0"c—c"o
Oxalato de Potéssio Ko oxe 184,24 PA Ecibra
Poli-(Etileno-co-Acetato - €CHCH
de Vinila) j}k . £150.000 40 Aldrich
(EVA) [Cre-croccrE], (Acetato de Vinila) (L. 07322DR)-
Peridrol H,0, 34,02 30 Merck
@, =1,11) (Lot. 749)
H O.n
H
o O H
D(+)-Sacarose N PA ACS-OM
. (Lot. 2085)
H CHOH.
OH H
Suifato de Cobre (IT) CuSO,.5H,0 249,68 >98 Synth
(Lot. 12667)
Sulfato de Pothssio K.SO, 17427 PA Mallinckrodt
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contimnpﬁoda’l‘a‘beh 41 ‘ _
Substincia Férmula MM, gmol' _ Graudo Pureza, % __ Prooedéncia
SufstodeFaro () . FelSO,), xH,0 399,38 21-23 Vetec
(Anidro) Fe) (Lot. F1194)
O, 0¥’
Salicilato de Sodio | 160,11 9,5 Merck
o (Lot. 719)
Tetraffuorborato de KBF, 12591 99,5 Aldrich
Potdasio
[ob0) o
Tastarato de Potissio :&ﬂ 188,18 99 Merck
Tetrabidrofurano ) 7,11 >99 Mallinckrodt
(THF) o (Lot 8498)
Tiouréia - mujm 76,12 99 Merck
- '
L-Tivosins _ C - Looou 181,19 9.9 Aldrich
Tris{Hideor Metil] on
Amino Metano m&;ﬂg 1212 % Sigma
(Tampdo TRIS) i (L. 85H5432)
1,3-Bis[Hidroxi Metil} .
Uréia ou Dimetilol Uréia — ’c&m 120,1 95 Sigma
(L27HOT3T)
Q
 N-Hidroxi Uréia —— 76,06 Grau Bioquimico Merck
OH (Lot 232)
o
Uréia 60,06 Ultra-Pura Sigma
N (L. 54H10290)
Urease EC35.15 430.000 5U mg* Merck

Valmmm {Wﬁuﬁ L1113 % (msz;% 5




Asamostras farmacguticas e de soro sanguineousadas ra andlise de dcido ascirbico, Grico e uréia,
foram obtidas em drogaria local on cedidas pelo Centro de Patologia do Hospital das Clinicas da
" Universidade Estadual de Campinas (HC-UNICAMP), respectivamente. As amostras de bebidas

4.2 . Aparelhagem

* Balatica Semi-Analitica: Ohauos TP2KS (20,01 g);

+ Balangs Analitica: Sartorius BP211D (20,01 mg);

« Espectrofotdmetro: Pharmacia Biotech - Ultrospec 2000;

« Unidade de controle de temperatura: Peltier-Pharmacia Biotech 80-2105-49;

* Fotdmetro de Chama: Micronal B262

»  Banho termostatizado: Colora KT 10 K e Quimis 214.D2;

» - pH/Analisador de fons: Corning 350;

* Eletrodo de CI': Coming 476126;

» Eletrodos de referéncia: Ag/AgCl (Corning 476340), calomelano saturado (Corning 476350) ¢
Ag/AgCi-dupla-jungiio.com solugio de preenchimento de LiNOQ, I mol L (Comning 476370) ;

* Sensor de temperatura: ATC, Coming 477968;

* Micropipeta eletronica: Eppendorf 4850 (5 1L-100 4L e 100 uL-5000 uL);

» Bomba peristditica: Ismatec IPC-8;

e Ultrasom: Thornton T14 - 25 Khz;

 TacOmetro: Minipa MDT-2244;

* Placa de controle e aquisigo de dados: ACL-8111 da ADLink Technology;

* Microcomputador: Processador AMD 586/P75S-133MHz e 20 Mb de RAM:

4.3  Procedimento
4.3.1 Preparo das Solucdes -

_ Todasassdngﬁesformmepmadaseméguadeioﬂmdanomomemdamuﬁﬁzaﬁo.m
solugdes-mée foram preparadas como descritas a seguir:

» Acido Ascérbico 0,100 mol L: 1,7613 g de &cido ascorbico foram dissolvidos em 100,0 mL de
uma quantidade de EDTA 0,1 mol L, de modo que a concentragio final desta substincias fosse
10" mol L. J& nas medidas espectrofotométricas no UV a 243 nm, adicionou-se solugsio de HC1
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e KCl 1 mol L, na proporgio 1:1, pamqueassolugﬁesresnltantesdeicldoasoérbwo
apresentassem um pH em tomo de 2.

. AmdoﬂncoolOO.mol_L‘.Fompesados,sepamdamenme,o,mgdeécidoﬁieon,ZS%g
de hidréxido de litio. Adiciona-se 20 mL de sgua deionizada a cada uma das massas pesadas,
misturando-se ambas em seguida. Entfio, agita-se a mistura até a dissolugSo completa do 4cido
tirico. Fmalmente,eompieta—seovolumepmaSOOmLeomégnademmznda,mbaﬂo
volumétrico. _

» Uréia 1,00 mol L™': 6,0060 g foram dissolvidos em 100,0 mL de 4gua destilada.

* Cloreto de Amdnio 1,00 mol L: 5,3490 g foram dissolvidos em 100,0 mL de dgua destilada.

* Cloreto de Potéssio 1,00 mol L: 7,4560 g foram dissolvidos em 100,0 mL de égua destilada.

* Nitrato de Prata 0,100 mol L™: 1,6988 g foram dissolvidos em 100,0 mL de 4gua destilada.

* Tampdo Fosfato 1 moi L*: Cerca de 27 g de K,HPO, anidro foram dissolvidos em 200 mL de
dgua deionizada. O pH foi ajustado no valor desejado com KOH ou H,PO,, ambos 1 mol L,

¢ Tampdo Tris-SO, 0,1 mol L™': Cerca de 12 g de trisfhidroxi metillamino metano foram dissolvidos
emlLdeéguadeioniﬁda.Oproiajustadonovalordesejadoooml—l,SOdmolL“.

* EVA2,5 % m/v: Cerca de 0,25 g foram dissolvidos em 10 mL de THF.

Asso!ugbesdemenormmenﬂacﬁofommprepamdaspmd:hngﬁodasm!uqﬁes—mﬁe J4 as
amostras analisadas foram preparadas de maneira similar aos seus padrdes, sendo diluidas

adequadmneﬁepmafanmhne&rderespostadosmétodos potenciométricos desenvolvidos ou de
referéncia.

4.3.2 Calibracko da Vazle Volumétrica da Micropipeta Eletronica

Para determinar a vaziio volumétrica de injeclio da micropipeta eletronica foi cronometrado o
tempo de escoamento de 5,00 mL de 4gua destilada, Os dados obtidos ¢ a vazdo volumétrica
calculada estlio apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 Dados obtidos na calibragio da micropipeta eletrbnica.

Modo de Opersglio Tempo de Escoamento Médis+EDP Vazio Volumétrica

Low 8540; 8s34; 828; 8534; 8546 8536:0,06° 0,60+0,01 mL s
MEDIUM 5572; 5578; 5s71; Ss84; 5s81 557720,06 0,86:0,01 mL 5
HIGH 5s21; 5s15; 5534; 5528; 5521 552740,09 0,95:0,02 mL s™*

*Estimativa do desvio padro para S medidas,
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4.3.3 M&W@M@w*@%-

433.1  Efeito do pHx0,xTemperatiraxTempo

Oesnuodeesmhhdadedasmlwﬁesmsasdeémdomc&bmfmmhmdomrplmm
fatorial (2*)"., Para este estudo, foi monitorado espectrofotometricamente no comprimento de onda
de265nm,adecomposlgﬁodassolwﬁesaquosasdeéczdoascérbwozoxm“ mol L, nas condigBes
damaﬁzﬁtoﬁﬂﬂabehd&}Ospﬁmipdsﬁtormesmdadosfomop}Looxigénh,o tempo €
a temperatura, sendo os seguintes nfveis:

* pH:35,0 (nivel inferior) e 5,6 (nivel superior), porque ¢ a faixa de pH onde a maior capacidade
redox do écido ascorbico ocorre.

*  Oxigénio (O,): Auséncia (nivel inferior) e presenga (nivel superior). O oxigénio dissolvido na
solucio estd dirctamente envolvido na reagdio de oxidagso.

» Tempo (#): 30 min (nivel inferior) e 60 min (nivel superior), porque sio periodos de tempo
suficientes para uma determinacfio analitica de acido ascorbico.

* Temperatura (T): 10 °C (nivel inferior) € 25 °C (nfvel superior). Este fator estd diretamente
mladonadommadnéﬁcadedemposiﬁo,pmismfoi&dedaumawmmbaixaqm
facilmente pode ser obtida em laboratério (refrigerador) ¢ a ambiente, respectivamente.

4.3.3.2 Efeito da Radiacdo Eletromagnética
O efeito da radiago eletromagnética na estabilidade das solugdes aquosas de écido ascérbico
(2,0><10"molL‘)fmreahzadomomtormdo-semcompmnentodeondade243nm,ograude
-decomposigiio por uma hora destas solugdes, quando expostas diretamente 3 luz ultravioleta ou nfio.
Todas as medidas foram feitas a 25 °C, usando a unidade de controle de temperatura do
espectrofotémetro.
4.34.1 - Construchio do Sensor Base
L Eletrodo de Grafite/Epéxi®
Cerca de 0,0648 g de resina ep6xi (36%), 0,0260 g de polimercaptana (14%) e 0,0910 g de

grafite (50%) forampesadosanbalancaanaﬁﬁcaemisﬂmdoscomZOOuLdeacetomApasta
obtida foi colocada em uma cavidade de um tubo de acrilico de 7 mm de didmetro (38 mm? de 4rea)
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Tabela 4.3 Matriz fistorial para o estudo de estabilidade das solucBes aquosas de 4eido asobrbico,
' contendo o planejamento e 0s dados obtidos.

Neémero do Alemorizaglic Fatorss ostadados Resposta Média Devio
cxparimento (% decomposts) Padidio
™ 0, t T 1 2 3
1 3 - - - - o ot n 0e as
2 " " - “ - 0 ] ] 0 0
3 ) - + - - ot 0 a3 a1 ol
4 10 + + - - 0s 17 ° 67 0s
] 5 - . + - ) ° ° ° o
6 18 - - * 11 09 8 as as
7 1 - * + - 11 35 —— 23 17
s 12 + + + - L5 ] 16 Le 09
] 6 - 0.6 ° ° .2 0.3
10 s + - . * 0.4 o1 0 @3 0.3
1 1 + - + 6.2 01 7.5 7.9 28
” 2 + + + 176 1.5 165 79 18
7 - + + [T 20 18 L5 o8
" ] + - + + 07 0 o 2 o4
1 4 + + + 179 s 1839 8BS 28
- 3 + + + + 24 195 310 3 59

€ conectada & um fio de cobwe. Este sensor foi utilizado como sensorbasepmaelabmaﬁodos
eletrodos para ficido asc6rbico, rico e uréia. Umelemdombularfmcomidodemodosmlatm
usoslstemnsm

1. Eletrodo de pH (PY

Um sensor base para H' foi construido baseado numa placa de platina Pt de 0,60 cm de difmetro
(28 nmm? de érea), a qual foi conectada & um fio de platina-cobre ¢ montada sobre um tubo de PVC.
Este seasor foi utilizado na elaboragio de um biossensor para uréia e nos estudos com o sisterna BIA.
I11. Eletrodo de NH,' (PVC-COOH/Nonacting/Adipato)”

Cezca de 0,2100 g de PVC-COOH (39%), 0,3231 g de bis-2-etil hexil adipato (60%), 0,0054 g

de nonactina (1%) foram pesados em balanga analitica e dissolvidos em 3 mL de THF. Entgo, 80 uL
desmm&ﬁadiciomdambmimpuﬁciédemeldmdodegmﬁﬁelepéﬁ (38 mm®). O eletrodo

!
!
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foideimdowambimﬁpﬁ%mhmevapomoéoivmm{ﬁ)cfommamembrm‘m
Antes de ser utilizado, os eletrodos claborados desta maneira foram condicionados em solugfio
concentrada de cloreto de amébnio 1 mol L™,

1V. Eletrodo de K* WMM)& g

A composigiio da membrana elaborada em percentagem em massa (% m/m) foi 0,73% de
valinomicina, 66,9 % de bis-2-etil hexil adipato, 32,4 % cloreto de polivinila (PVC) ¢ 0,02 %
tetrafluorborato de potéissio. A mistura foi gotejada sobre a superficie de um eletrodo de grafite/epéxi.
Antes do uso, ambos os eletrodos foram condicionados em 0,1 mol L de soluggio aquosa de cloreto
depoﬁssioporumdm.andonioemuso,oele&ododepotﬁsmofo;guadadoamopmmm
a lixiviag8o do material sensivel da membrana.

4.34.2  Construclo do ISE-Ascorbato
L Extragbe ds Encima Ascorbato Oxidase de Casce de Pepino ¢ Elaboragho do Biossensor

A Fig. 4.1 mostra um fluxograma do processo de extraglo da enzima ascorbato oxidase da casca
de pepino e de preparagio do biossensor seletivo para o fon ascorbato.

i1 Ensaio para Determinacio da Atividede Enzimética do Extrato de Ascorbato Oxidase

Aaﬁvﬁﬁedaamﬁ%oﬁ&sgmmmm&dam&pepmfmm&a
segundo o método espectrofotométrico™”. A medida da atividade do extrato foi determinada
mom&mndmwadeeommmgﬁodeﬂ4umolesdeéc:doweéﬁ:wmsw&sem2£5mdemmpao
fosfato (0,1 mol L™ « pH 5,6) na presenca de 5 ML do extrato enzimético bruto diluido quatro vezes,
Uma unidade de ascorbato oxidase (1 U) foi definida como a quantidade de enzima que decompde
1 pmol de écido ascérbico por minuto na temperatura de 30 °C™ em tamp3o fosfato 0,1 mol L, pH
S,G.Mm&&s&mmaﬁmdasmmamhdequm_delmdemmmépﬁmmmmpdm
de onda de 265 nm, imediatamente apds a mistura dos reagentes. O sistema foi termostatizado em 30

Os parémetros cinéticos para o extrato de ascorbato oxidase foram estimados pelos graficos de
Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk, variando-se a concentracfio de 4cido ascérbico, conforme o
procedimento descrito anteriormente. A velocidade inicial para cada concentrag3io do substrato de
imeresse foi estimada pela melhor regressfio linear obtida na regisio onde a cinética enzimética é de
I'ordeonome&odeoﬁgénio,oqualéosegmdosﬁbMdamwcnziméﬁca,nﬁofoi
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- modificada durante as medidas cinéticas. Foi considerado que a quantidade de oxigénio, que estd
vez que a concentracfio de enzima utilizada foi baixa.

" 300 g de casca
de papino
{imm de espeasurs)
congeiada

100 mL de tamplio KH,PO, 0,1 mol L pH 5.6
100 ki de EDTA 0,1 mol L'

Trituragio
1 Tempo de Extraglio: 80 min
cRLcR
Arnazenado ' o6 mt | Eveporaclo
congeiado em [€——— | Extrato Bruto Nt e
Freszer gun
l 1mL
do
Acetona
Evaporacho | . Fittragho com
d € {"  Mitipore 13 mm,
‘Acetona (Milex HV)/Seringa 3 mL

20 L de glutarsideido 2.6%
230 uL de EVAITHF 2,5%

Misturar 100 pl. Eletrado
[ e de
Homogeneizer grafite/apoxi

l avaporar THF

Condicionar em tampho

KHPO, 0,1 mot L' pH 5,0
" na geladeira

Fig. 4.1 Fhocograma do esquesna de extraglio da enzima ascorbato oxidase
. - dacasca de pepino e construcfio do biossensor potenciométrico pars
o fon ascorbato, '
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" IL Elaboraclo do Senser EVA/Ci™

Para os eletrodos utilizados em estado estaciondrio, cerca de 0,001 g de sulfato de cobre (1)
foram pesados em balanca analftica ¢ dissolvidos em 100 pL de 4gua deionizada ¢ entho, foi
adicionado 500 uL da soluglio de EVA 2,5% m/v. Depois da mistura de ambas as solugdes e
separaciio de fase, 100 pL da fase orgnica foi gotejada sobre & superficie de um eletrodo de
grafite/ep6xi (38 mmny’ de éres). A membrana foi deixada secar por 30 min e antes das medidas
condicionada em tamp#o fosfato 0,1 mol L™, pH 5,0. .

Na elaboracsio dos sensores utilizados em FIA (eletrodo tubular) e BIA, o procedimento foi similar
cobre (II). Entéio, 500 uL de soluclio de EVA. 2,5% m/v foi adicionado em 100 pL da soluglio de
Cu*, e da mesma forma anterior, gotejado no sensor base (grafite/epéxi). Os eletrodos foram lavados
com tampéo. para retirar o excesso de sulfato de cobre (I) que nfio ficou aderido & membrana.

4343  Construcho do ISE-Urato
I Elaborag8o do Sensor EVA/Fe**

Cerca de 0,001 g de sulfato de fetro (II) foram pesados em balanga analitica e dissolvidos em 100
KL de dgua deionizada. Entlio, 500 pL de solucio EVA 2,5 % m/v foi adicionada-em 100 pL da
- solugfio de Fe*'. Apds misturar ambas as solugSes e ocotrer a separag3o de fase, 100 pL da fase
orgﬁncafo:gotejadasobreamperﬂmedemelemdodegmﬁtdepém(nmm’) O eletrodo foi -
denmdoaomb:mtepor%mpmwapomomlveﬂeﬂlﬂ)efmamembmmmmm
eletrodos elaborados desta maneira foram guardados & seco.

Uma mistura de 100 mg de urease ¢ 20 mg de EVA foi dissolvida em 1,5 mL de THF e
homogeneizada com o auxilio de um equipamento de ultrasom. Entio, cerca de 15 uL desta mistura
foi gotejada de 5 em 5 ul. na superficie de um eletrodo de platina Pt (28 mm? de 4rea), onde foi
deixada secar a temperatura ambiente por 30 min, para a formacfio da membrana biessensora. Os
" eletrodos: elaborados desta forma foram guardados a seco na temperatura de +4 °C, A mistura
preparada de Urease/EVA foi armazenada em freezer a -15 °C.
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I1. Elaboracdio do Biossensor Urease-Carbodimida/PVC-COOH/Nonactina®

Uma mistura 0,020 g de urcase ¢ 0,004 g de carbodimida foram pesadas em balanga analitica e
dissolvida em 1,0 mL de H,0. Entio, cerca de 25 uL desta mistura foi gotejada sobre 4 superficie do
ISE-NH,’ (PVC-COOH/Nonactina) onde foi deixada secar por 12 horas a temperatura ambiente para
-a formagfio ‘da membransa biossensora. Antes de ser utilizado nas medidas potenciométricas, os
eletrodos assim elaborados, foram lavados com tamp3o pera retirar 0 excesso de enzima urease que
nfio ﬁcouadendaaoPVC-COOH Quandoforademosele&odosfomgmrdadosden&oda
soltu;ﬁodeumase!carbodlmﬁanawmpermdeﬂ“c

4.3.5 Elaboracdo e Principios de Funcionamento do Sistema de Mediclo Multi-Componente

A Fig. 4.2 apresenta um diagrama esquemiético do sistema multi-componente elaborado para
comutaciio dos eletrodos potenciométricos, controle de velocidade de agitagio e aquisigio de dados.
O sistema foi baseado na placa ACL-8111 da ADLink Technology (Apéndice 2) associada com um

. analisador de fons (Coming modelo 350) e um microcomputador (Processador AMD 586/P758-

133MHz ¢ 20 Mb de RAM). Esta placa possui 1 conversor A/D com resolugfio de 12-bit e 16 canais
de saida ¢ entrada digitais. _
, Saemaisdesdda'digitaldebitmenossigniﬁcaﬁvo(LSB)fommusadospma controlar um-
W&Mmﬁd(ﬁl-ﬁﬂ)q&m@mi?&ﬁtemmdem&mm
de 0,005 Hz a !W-Iz,emﬁmgﬁodonivellégwoqxwalmmtaospmosZa?(AphdieeZ) De
maneira geral, o controle de velocidade do motor (DC-micromotor, tipo 2233T4.5S da Minimotor
$.A.) funciona modulando a largura ou a freqfiéncia do pulso gerado pelo oscilador™. Basicamente,
o periodo de tempo que 0 motor permanece ligado/desligado é responsivel pela velocidade. O circuito
eletronico, cristal-motor, permite uma velocidade de agitac8io entre 0 ¢ 800 rpm sobre carga Hquida
(4igua), a qual foi calibrada com um tacémetro da Minipa, modelo MDT-2244.

Para o controle de comutaciio dos eletrodos foi empregada uma chave analogica (ADG201) e
quatro canais de saida digital de bit mais significativo (MSB) da placa ACL-8111, de maneira similar
a outro trabalho descrito anteriormente®!’l, A chave analégica (ADG201) possui quatro interruptores
¢ deixa conduzir corrente quando a tensfo nos pinos de controle ¢ “nula”(Apéndice 2). Assim, a
mudanga no nivel i6gico dos pinos de entrada do interruptor, pode-se comutar a leitura de um ou
outro-eletrodo conectados nos pinos de saida dos interruptores. Alterando a tensfio do pino de
controle do CI por aplicaclio direta de sinal digital da placa de aquisigio, habilita-se ou desabilita-se
a leitura de potencial do-eletrodo. Quando o nivel Iégico no primeiro pino é baixo, os outros terfio de
estar em nivel alto (0111 = 2°<0 + 2!x142%x1 + 23x1 = 14), fazendo assim, com que o eletrodo

' copectado no primeiro interruptor esteja disponivel para leitura. Comutando os nfveis I6gicos para.
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(1011 = 13),(1101 ll)e(lllo Doseleto@shabmtadosserioosegundo otemenoeoqumo
respectivamente.
Pmaqmgﬁodedadosfoiusadooconversoranalégmopam&gnalde12bttsdaplacaACL-
8111, conecwdoduetamentepmasaidadereglmdordop!ﬂamhsadmdei . Um software foi
desenvolvido para controlar o sistema multi-componente ¢ a aquisiciio de dados (Apéadice 3).

43.5.1 . Implementaclo do Softwave de Controle

Para ocontrole da placa ACL-8111, e conseqtientemente da comutag#o dos eletrodos, velocidade
de agitagfio e aquisiclio de dados, foi desenvolvido um software na linguagem orientada a objeto,
- VISUAL BASIC 4.0 (Apéndice 3). A biblioteca DLL (inpout32.dil), a qual permite acessar os
ec:r.fnmck‘»s:pan'ac:cnmtrc:darat.'.ntradaesaida(IlO)ncIaechclo:z,fo:(J»ltstu:lanalutemet‘ul Esta biblioteca
devesercolocadanodueténoC\W’mdows\System A estrutura do software foi elaborada de acordo
comod:agrmmdeblocosdamm Basicamente, depowdaseleqﬁodonﬁmemdeeleuodosqne
deveriio ser utilizados na anélise, modo de aquisi¢lio ¢ pardmetros de andlises, o sistema pode ser
iniciado. Dois modos séio possiveis para aquisi¢io de dados, manual (MANUAL) ou automético
(AUTOMATIC). Nomodomnmhomstemaﬁcaconhnmenteadqmnndodados,mquantoqueno
automético o software foi implementado para ser usado com técnicas dinfimicas onde pode ser
também controlado o volume injetado através de uma véivula de selegfio ou solendide. Neste medo,
ommmmememaaqm@odedadosmmeﬁodaamomdemdomowmpo
: deamosﬁagem(Smlegﬂm)mohdeWdadosdopedododemmgemqmsﬁode
powampmﬁnuapmaaanﬁhsen&osﬁoadqmndo&%ospmﬁme@osdeanﬁhse(dndyxw
parameters)qmdeverﬁoserewolhdossﬁoadm&doexpermento(ﬂwaﬁon méximo 2 horas),
freqiéncia de aquisigio (Acquisition period), nimero médio de pontos (4verage)e faixa de potencial
(E/min e E/max - +1,25 V). O periodo de aquisiglio estabelece o tempo que a placa ACL-8111 ¢ o
canal de entrada analégico, enquanto que o “Average” é o nimero de pontos que deverdio ser
utilizados no periodo de aquisi¢ao para apresentar o potencial médio, minimizando o ruido do sistema.
Fmobservadomwominnnowmpoposdvelpmaqmswﬁodedadosmmoslstemaéols,levmdo
emcons:demgﬁooalgmmmplanentadoeapmémmdomcmcompumdmw Logo, este
mmmmmomdefmammeMouBlA,asqwsmmm
ripida resposta do ISE quando a solugio passa através da superficie do eletrode em elevada vaziio
'(FIA)ouquandoumvolumedeamosn'aémemdoemaltavelomdadesoheamperﬂc:edoeleuodo
Bla)..

~ A faixa de potencial esté associada com a escala do grifico a ser apresentada na tela do monitor
de video. Os demais parimetros como vazio volumétrica de injecdio (injection rate), distincia do
injetor ao detector (infector distance) e vazhio (flow-rate) foram implementados para serem utilizados
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Fig. 42 mmmmwmwammama agitacho
e aquisicio de dados.
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com sistemas FIA ou BIA, nfio sendo necessérios para as medidas em equilibrio (estado estacionsrio).

Amﬂmeémcmdapdohoﬁo“plafmpmnd(boﬁoumelhuﬁemmhmdosmmmosde
M&ﬁmm)wﬂom?mmampod&semuqmwmm
de “pause” e “stop” ou pelo menu, ou ainda esperar finalizar o tempo escothido de andlise..

Para finalizar, hé duas opgbes de salvar os:dados, em formato (*. pot), em que os dados de
aqmmﬁoeasw@cﬁesdeanﬁhsemﬁosalvosouemformatoASCﬂ(‘dat),emqmsomenteos '
: dm&mmsﬂvo&pdmdoweﬁqummmmgﬁwmﬂc& _
ou ORIGIN, dentre outros. Se houver falta de energia durante a andlise, os dados poderfio ser -
recuperados no arquivo Backup.bk!, o qual também se encontra em formato ASC IL

4352 A-nm'ewwmm .

Odmempenhodos:stemamnlu-compomproposto foi avaliado na determinagfio simultinea
declomwepoﬁsmombebldaswotﬁmm(Ap&ndieeS) Asamosuasforampmparadasanmmpio
Tris-SO, 0,1 mol L, pH7,0.

Asmedidasde potencial das solugdes padries e amostras foram adquiridas em intervalos de 8 min,
com 2 min em estado de espera (Sampling time) para a permutagéio para uma nova concentragio.

4.3.:6' Medidas Potenciométricas com os ISE

TMSWWWW%WMMMWW@W
temperatura constante, com um pH/analisador de fons utilizando um eletrodo referéncia. Nas medidas
de potencial em estado estacionério, o eletrodo indicador e 0 de referéncia foram iniciaimente imersos
em990deeumasomcﬁotampaosobaglta¢ﬁoconmnte.Adloﬁesmcesmvasde 100 pL das
solugdes padrdes na faixa de concentragfio entre 1x10*— 1x10° mol L™ foram feitas em tampéio 0,1
ol L (Fosfato pH 5,0-Acido Ascorbico; Fosfato pH 12,0-Acido Urico; Tris-SO, pH 7,0-Uréia). A
variaglio de potencial medida 1o equilibrio, devida a cada adigio do padriio, foi relacionada com

& concentraghio ‘da espécie de interesse, corrigida com a diluigio. Para os casos dos sensores
potenciométricos para dcido ascorbico e Grico, oxigénio foi continuamente borbulhado através do
m&mmom&ﬂwdemncﬂmdmde%oummbombapnexmﬁhm(ar) respectivamente.

O tempo de resposta dos sensores foi determinado usando o software e o sistema eletronico de
aquisicio de dados desenvolvido.

Os interferentes de espécies ibnicas foram estudados pelos métodos da interferéncia fixa,
assumindo que a equaglio de Nicolsky-Eisenman ¢ vélida ou pelo método do potencial equivalente
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et Eqriecie de snbada & saida de dedos
Flaca ACL8111 & circuito sletrinico parx:

1 — [zm‘umumam
3 Enkada de dados do adquisiclio. :

Salvae '
(wam(

Fig, 43 Diagrama de bloco da estrutura logica do software implementado para
controle computacional da placa ACL-8111.

(matched-potential)®. No caso de espécies moleculares, o grau de interferéncia foi calculado pela
mmmammamammeammom,m
uma certs concentracio da espécie interferente (método de recuperagiio).
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As medidas potenciométricas associadas com as técnicas dinéimicas, FIA e BIA, também foram
realizadas com o sisterna eletrdnico de aquisicfio de dados desenvolvido. O tempo de aquisighio foi de
Ols,mmandocomomédm,mlemmsdoconversordlgttalpamamlégwo(DIA)

Puaamjegaodaamomammmmmempmgndomnmmdembosdetygme_
polietileno nas conexdes (1,42 mm de difmetro intemo). No caso do BIA, amjecﬁodaamomsobue,
‘a superficie do sensor foi feita com o auxilio de uma micropipeta eletrénica.

Ommpodem&posadomnsor,emambososmmmn&mmfoxdeﬁmdomowmpoy
decomdopuaqwosmalpﬂemmnﬁmwmudeomﬂdahnhabaseﬁéomﬁxmodomw,enqum
owmpodehvagem,deﬁmdocomoowmpomessénopmaqmosmalmpmhnhabasca
- partir do pico.

OefcmdosprmpmspmﬁneuosqmafemmamspommmswmaBlAfom,demicw,
estudados univariadamente. Estes fatores foram: o volume de inje¢%o da amostra, a distincia da-
poﬁeuaisup@rﬁmedodewchreavebmdadedeamtaﬁodamluﬁomhnqueeavm
vo!uméﬂmadem_;eqﬁodaamostra.Entﬁo fonestudadonafmxalmwdestespmh:mos,osefatos
prmpatsmavésdeplanqme:nofatoml(cmﬂulos ~ Tabela 3.5) associados com elementos de
oonstrwaodosnsmelApmposto(c!nnmemptﬂmdea@mio)

NnmedmdmoomFIA(ﬂg.M)eBlA,pmadewmmcﬁodeécldoascérbwoemmosuas

farnméuhmmmluqﬁesdeémdomérhmfommme&das&reﬂmmmmmm

. tampkfosfatopﬂSGnnstmadome]molL"deH,Oz

™ | Fig. 44 Esquema (s) do eletrodo tubular ¢

(b) do sistema FIA. B. Linha
PP , C  Paoimv) carregadors; S. Linha da amostra;
)  [HH = PP. Bomba peristiltica; ISE.
RE Eletrodo indicador; RE. Eletrodo de

; — ISE ey | referéncia; W. Descarte; P.
E[ > 1 pH/Analisador de ions; C. Sistema
w de Aquisicfo,

o] @
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 43.71  Determinaio de Acido Ascorbico
mmadosmwsamgﬁrﬁrmmmawﬁpmmmmm«m

Wmmmaodeéctdom&hmemmmmmwm&wmmm“
usandoastécmmsduﬁmmsdeanﬂme,HAeBIA.

L Espectrofotométrico™
A Fig. 4.5 mostraum disgrama esquemdtico do sistema FIA-espectrofotométrico utilizado como

m&odowmpm&vopmadetammﬁodeécldomérblmemamomfamm&
condwﬁesdeuabalhodommbémesﬁoap!esmdasnaﬁm

Fig. 4.8 Diagrama -esquemiitico do sistema m«pemﬂoméuim A
solughio carregadora foi tamplio fosfato 0,1 moi L em pH 5.6.

Mmmumemmmmmmmm
iodo como titulante ¢ goma de amido como indicador.

43.72  Determinagho de Potdssio ¢ Clorets™
'Os métodos empregados foram a fotometria de chama para potassio (K) e titulaclio

potemoMcaGSE—Cl)usandomlu;&odemﬁatodepmaOlOﬂmolL‘comonuﬁanw
respectivamente,
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Aspectos Gerais, Recentes Avangos e
Perspectivas Futuras

adwwber&doslSFETpmmaqmamdosde&odoshn—seleﬂvocbegmawﬁmComdo, ,
ainda hoje os ISE tém sido extensivamente estudados. Em 1999, vinte anos apés o
smgmmtodosl’SFEI‘ mmsdemn‘abalhosfmamwbhcadossobreaphcagaesdeISEm inlicando
Poroutrolado ametodo!ogmpotmcxomémwtemmdommtowhzadaem aplicagOes analiticas, -
qwmqwmadwmmaﬁommmﬁnudemdebn&dewdoumcamdadedem :
mesmo-na presenca de substincias interferentes?4, Assim, os eletrodos ion-seletivo apresentam
grand&satratwospamseremusadosemanﬂmesmulu-elem _
: ApanhmﬂcﬁodapoﬁmmMemmmpmwﬁommouﬁasmemdologmsdemme,é
am@ﬁoexpommdm&eo%me&dma&fmdepﬂm&eawdamm
fazeomqueapotenc:omctnanﬁosqaumméﬁodommﬁopremo Por outro lado, a associaclio da
mtenmomemacomtémwasdmﬁmmsdeméhse,wmoFIAme,tnnajudadoammm-
E 'problma,meﬂmandommmodesempmhodométodopotemwméMOo O presente trabalho tem
dunonstradotalaﬁmwﬁo
Nes&caphﬂoﬁmmecm—se—émscm:eaborduaspnnmpmmmdwedeﬁmémasda
presente contribuicio, em relacfio a0s ISE desenvolvidos para 4cido ascérbico, tirico e uréia, o sistema
:deanéhsemum-eompomeoBIANehmban,Wmmosmavmm
'&ueampmﬁncmdamda&dmmmammmpmmedossm ,
de anélise por injeclio em batelada.

' .méhsecomeleundosion-se!euvomngmmemdeommsamsmmbesdemﬁoapés
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S1 A Contribuiclo

Apmdo-ﬁhnem—dewbﬁmﬁ&sm,&mdemtmdomeﬁat«emmidomsﬂﬁmsm '
'-powasmvidadst&nmrgido;Amvidadehmismenﬁenaéreamgiuwmoselqtmdosrevemiveis
de estado sélido baseados em derivados de Ralocianina de cobalto™". Estes sensores foram

desenvolvidos para determinaclio de sulfeto™, nitrito"), dcido ascorbico™, cistefna™, dentre outras

espécies redox. O princfpio de funcionamento destes sensores baseia-se na mudanga de densidade de
- carga na superficic do eletrodo devido & reduclio dos fons Co* para Co"* por um agente redutor,
smdooele&odorestmxradopeloomgémod:ssolwdonasoluﬁo que é continuamente borbuthado.
-Neste projeto, m:démﬁ:mhzadanadabomﬁodosmpotmomé&wospmécﬂo
ascdrbico e dcido titico, baseados em poli(etileno co-acetato de vinila) dopado com fons Cu®* ouFe*,
respectivamente. OdesempenhodestesISEdcmanbmfomnsmpreendentes,pﬁncipalmmtem
que diz respeito a seletividade. Os sensores propostos para detecgio de dcido ascorbico e dcido Grico-
' sésoﬁmmdemledeﬁvadogmodopmmmpaémqummMCom ,
apesar do eletrodo responder para estas substincias, a interferéncia nfto é grave, pois ela pode ser
ehmﬁamomﬁaqm&p&mmqwaewémemdmmmn&m
resposta no sensor. Isto ¢ vélido para o sensor proposto para dcido ascorbico, baseado em membrana
de EVA dopada com fons Cu™, pois 0 mesmo pode funcionar numa regifio de pH baixo. O mesmo
nﬁoxpodedimdompuaécidoﬁﬁmbmeadommemhmadeEVAdopadammnsFe“
Devido & baixa solubilidade do fon urato em pH 4cido, 0 mesmo tem que ser usado em pH
‘extrememente alcatino (pH 12). No entanto, a pequena estabilidade de compostos como 4cido
: ascérbnm,dopammehqummempﬂduhmﬁazwmqmamter&r&madeﬂeswmpostosm
sempmkﬂoﬁmonﬁosejasén&OmmmmoblemaMenpodemfmohngotempo
necessério pata restauracfio dos mesmos, em geral, 10 a 15 min quando se utiliza oxigénio. Contudo,
esta limitagfo foi superada utilizando peréxido de hidrogénio na restauraglo da atividade do eletrodo,
pemmdoqmeﬂesscmmswdesmmemMamadosatémmdmﬂmmsdemﬂm
comoFIA e BIA.
Hadabomhdommwﬁangmuumdmmsmaémuﬂhmdoamm
mobﬂmdapmwahpﬁoMeﬂcmwbodm;damheek&odosmﬂmmpﬂm
fons aménio. Enquamoapnmemesuatégmdeprepamg&odohomnaosemommtom
o&mpodemosﬁmlongoeodewdaemésvmmfmmammm,asegmdam
mostrou-se bastante eficiente. Apesar deste Gltimo biossensor apresentar menor sensibilidade em
relagio ao anterior (declividade de 27 mV déeada™ vs. 57 mV década™), o mesmo apresentou uma
répida resposta, 8 qual é uma caracteristica de maior relevéncia quando deseja-se aplicar este tipode
sensor em ambiente clinico,mdeom‘:memdeanélisesde-méiapordiaé'elevado. A limitada
‘seletividade deste biossensor em relaglio & fons Na* e K* pode ser contornada através de medidas
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dtfermcms,oqneﬂofo:walmdomu:ubdho '
Osmsproposmsparaﬁcxdom&bwo tirico ¢ uréia foram testados na endlise de amostras
demhoﬁgw,mmcﬂmmmﬁmdmemapodmwmm
MnmAmmkmmmmmm apresentou desvios
nhhvosmfmoresal%qmdoeompmadosmmométododemfa&m&ﬁmdemmsmm
mvolvmmmmfmmmmdﬂmmﬁodeﬁmdomemmmde
soro sanguineo, O desvio relativo nas anslises de urato foram negativos e da ordem de 70% em
relaglio a0 método de referéncia. Isto provavelmente pode ser explicado pela precipitaciio de parte
-do contetido de deido Urico da amostra, Emt geral, aifiostras dé 8010 sanguined apresetam um pH

-mxmoamwﬂmwﬂumdeammmmkﬂomwébmmqwmm, :

resultados podem ser corrigidos por um fator, levando em consideragfio as discrepancias entre o
método proposto neste projeto de pesquisa € o de referéncia. A andlise do uréia em soro com o
' biossensor apresentou resultados mais significativos, com desvios relativos menores que 30%,

Um dos objetivos deste trabatho seria a determinagio simultinea de 4cido ascérbico, Grico e uréia
-~ utilizando os eletrodos desenvolvidos associados com um sistema de injeg8o em batclada (BIA).

Infelizmente, isto nfio foi possivel. O principal empecilho foi a grande discrepinciaentreopHnoqual

0s sensores para icido ascérbico € tirico respondem. Além disto, o biossensor para uréia nfio pode ser
empregadonmfmxadepﬁmmtoéc:dammmtoalcahna, sobonsoodedesmttmgﬂodaamma- ‘
urease e conseqiiente perda de atividade do biossensor. Ass:m,osastemamult:—compumntepmposto
-MMmmmm_mmmdewﬁmoecMMbebm_mmm .
resultados obtidos foram bem promissores permitindo a andlise em tempo real das amostras. E -
nmomwmm,qmommmﬂummpomdemmomdeqmem
pommmmmsendopmﬂvﬂmmemmmmémomdeeMm
anéhsepehadxeiode,mmehavmlém(wﬁzm}.unmvezqueaplacadeaqmsmm
ainda disponivel quatro canais de saida digital. Além disto € possfvel usar o sistemaa propesto com o
software implementado, em associagfio com técnicas dindmicas de andlise, como FIA e BIA.

Para finalizar, comentar-se-4 brevemente o sistema BIA elaborado. A geometria do mesmo foi
proyemdaoombasenoseomm&mntosmhmdc_m“‘m sendo 0 aspecto tedrico de-
formagiio do sinal, estudado com um sensor para pH. Com base nos estudos realizados, algumas
mmmmmwmw&eoe&mdedgmm&wm
e de andlise, na resposta do sistema BIA. A distincia do impuisor de agitago ao fundo do tanque &
ﬁmdmentaledevesetmmdapréxmoaochﬁo As chincanas também causam uma influéncia
mmxdaivelmmspoﬂdoBlA,devmdomeehmmﬁodevﬁrﬂmAdmﬂmmda '
pontenaaodetectordwesermanﬂdaemtormdﬂmmeavaﬂovolmnéhwadem;eq&odaamom
tern de ser superior a 0,85 mL s™. Todos estes parimetros afetam o sinal do sistema BIA, ¢ estfio
diretamente relacionados com a espessura da camada hidrodindmica e de difusdo (regifio esta onde
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mmm&mﬂm)mmomémmmamdo :
detector, em acordo com & teoria walljef™, Assim, qualquer fator que modifique a espessura da
mmﬁaﬁ&odm&mme&&ﬁmﬁodewserbmmnﬂohdopmnﬁomdmﬁomm_
_ FMMM&W@MBMM&MWW&
wlmedeuyeqﬁoedawmnﬂaﬂodamﬂémdawhmdadedemdomﬁm,
tltimano entanto; nfio alteraa magnitude do sinal, somente modifica o tempo de lavagem do eletrodo,
m@mmmavdm&mmﬁﬂqm&ommmom,méompo
- pecessério para o sinal retornar para linha base. Umamqmos:stemaBLAn&opodewempregado'
mdetermmq&ommultﬁmdoémdoueérheo,ﬁnmemémofmﬁsﬂdomanﬂmde
vitamina C em amostras farmacéuticas com o sensor baseado em EVA/Cu?, Para fins comparativos,
um sistema FIA foi efaborado usando um sensor tubular. Apnnc;palvumdedmtémcasdm&mus_
' demihseempmgadas foi possibilitara solug8o do problema de restauragio da membrana EVA/Cy”.
Am&puéxﬁodemm“mﬂmw,pmuuqmwm&”mmaEVA,
redundospeloécldoasoérhco fossem mais rapidamente restaurados. Além disto, a utilizacho dos
sistemas FIA e BIA methoraram a precisfio das anélises. Comparando os dois sistemas, FIA
mmmhmmmgemanmhﬁomBm,mmmummeihmﬁeqﬂemmmﬂm
Comﬂo,osmBlAmmmhdeedﬂewﬂoeommmmreonmde
reagente. -

Condmndo,mpmcm%hm&csmnﬁﬁmmﬁwﬂeammwhofommosm
'duenwlwdmpuaécxdomérbwoeimwbawadosemmembrmdeEVAdopadamm
metalicos (Cu”* oa Fe™, respeetavmnm),osqumssiommples,deﬁcﬁconsmm e baixo custo.
Além disto, émssivelmmesteswnsmes,adeﬁmmcﬁoamﬂt&mdeespémesmdopamm;
L~depa; dentre outros neurotransmissores, além ¢ claro do 4cido ascérbico € drico, somente com o
simpies ajuste de pH do meio. Contudo, ndio se deve esquecer que 0s-estidos referentes 80 projeto
.ewmdefmmaﬁodomﬂmmmBlAmdemwnmbuumodemwlvm
desta técnica.

52 ©Furo

Nomie:odaaademdapotemmmﬂm,elapmmeﬂaousodelSEeomofammﬁaem
mﬁhsescﬁmcasinsﬂu,umdomzmelemdosecomumodesm Apesar desta idéia ser antigaela
ainda niio se cumpriu por completo, embora exista muita pesquisa ativa nesta dreal**', Vantagens
como confiabilidade, rohmﬂehudadeesensiblhdade,ﬁzdoﬂs&mmpommdologm
que pode ser aplicada diretamente a ensaios clinicos e industriais.

' Embomapotenmommtenhawmpletadommsdeoemams,mmmsaspeﬂossobmo
meeamsmoderespomdoslSEepnncxpahnm,sobre a sua seletividade ainda nfio foram
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inteiramente compreendidos. Istoémnmoennvopmodesmvolvmmtodenovosmodeloswémos,
mmmmmmwmmamdemmmmm
capacitores. Além disto, ocomeatodecoeﬁczentedeseleﬂwdadedoslSE,mndanﬁofm,
oompleﬂmemedmdado,apesudomaododopotemmeqmvdmmmhﬁdopamm o
moumamdamdewdomvdmdeKmnﬁochedepmdﬁdasmwdadesdosims
pmnﬁnoemterhcnteuultzadasnamedldadomemo Alguns pesquisadores tém sugerido para
-dewnmmgﬁodosmeﬁcmdesdeuwdadedosimousodamdoplmqamenw,
experimental™, calibrago multivariada!™ e métodos matematicos de ajuste de curva nilo-tinear™,
Outras propostas para determinar o KT P31, se baseiam na teoria do potencial na fase-limite® e
mmob@mmn&gﬁesmaenﬁnmmmqwoemwmmm
para os fons primério ¢ interferente. Alg!msmétodosmsreoentes,utthmalgontmosdenvadosda
equacaodeNmkolsky—Emmnmondeamdevhmiommrfemeamdosm
misturados.ou o comportamento “real” do eletrodo sio levados em consideragaio™,

Assim, estudos na direcfio das funcdes resposta-seletividade para os ISE, podem ser um novo
cmmo_mammmum,mmhmdommetodo!ogm. _

Quanto ao sistema BIA, muito estudo ainda deve ser devotado para o seu aperfeicoamento. O
mnclpalprobhmdatécmcaéammm’b:hdadeaos:stemademjeﬁo onde é necessério um
mmommbmmdowemreumavazﬁomlmdemjeﬁndammﬁequadgm
. a resposta reproduzivel do detector. Contudo, nﬁosepodedxzerqueomthlAémfemrés
demais técnicas existentes, ( FIA ¢ SIA). Vale lembrar, que a teoria de FIA j4 foi exaustivamente
- estudada®, oqm'pemiﬁﬁosnﬁisdwasosnposdemplmmﬁodesnmmomadam.
&smsvanadasmetodologmsanalitwas Tahdémapareoembémseradotadanoss:stemasdemihse
por injeclio sequencial (SIA).

Dequah\mmdmmd&wmclmqmmhmdaswcmmdmﬁmmdemﬂmm ,
¢ insubstituivel ou superior umas as outras. Aumlme:ue,mnacertatend&cméobsuvadamcampd :
das aplicagBes para estas técnicas. Em relaglio a SIA, mmmevmhdadeeslmphcldade,' '
_mpmmmmmhhdﬁecmmMM&wqmmmmmm-
.-Memmbdmms,ondeomFIAmrespommmmwoomplexo Devidoasua
grmdewmpm%ﬂmademmpmmsmmmmmmmﬁomambmm,
-Mw@ﬁommﬁm&mwm&mmamm&mm
vasto campo de aplicagdio, este continuard a ser implementado em nive! académico, principaimente
maﬂ@soﬁe&m@kw@mpﬁm&m?mmlﬁo com
o desenvolvimento de sensores ¢ biossensores altamente seletivos, eletroquimicos ou épticos, BIA
poderé suplantar as outras duas técnicas nesta rea devido A sua maior simplicidade. Contudo, por
causa disto, isto &, a necessidade de uma superficie de detecglio altamente reativa e seletiva, BIA
apresenta uma limitada versatilidade, sugerindo que a mesma é uma técnica sem grandes perspectivas.
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Nmm,mm&mOmkwmﬂmmmmmam h
- wiilidade da mesma, onde a criatividade é o limite para contornar os problemss. Um exemplo
- interessante, sfio o8 estudos com os sistemas BIA miaturizados de injeio em capilares®™,
Emgad,oﬁmmmmmemnmhmdastduﬁmcasdemﬁhse
mudas.AemsnﬂclowudénnmdeﬂA,eospommgosmaﬁﬁwsdeSIAeBlA,mquw
ammmammmmémmmmmmmdemm'
'mﬂummwdemmmmmﬁodemmmemmﬂmmmee
compitacional, com possibilidades de simulagio, pmecemmadnecﬁoﬁmnanoaper&wom
das técnicas e metodologias existentes. Além disto, a tendéncia atual ¢ a busca para os produtos
\ Mm,debmxocustoemo@ﬁoemhrgaescala.cm o futuro em qualquer campo de . -
: aphcu;ﬁoémeeﬂo uma vez que o processo de desenvolvimento cientifico e tecnolégico é muito

dindmico. Porvezestmméwdooumonapassaesqzmdomtempo,msmgmdomdepomde'
fomamtensa.
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Osfaﬁmesqmmﬂmamsmﬂcmmammd&mlmaqmdem
: mmmmmﬂooﬁoomgémoea temperatura (Tabeln A1.1). No caso,
mmmwmmmmmnmmmmmm
conjunto nesta decomposiciio. Na temperatura de 10 °C, pode ser observado que as solugdes sfio _
m&mmomam&mg&no,MaZSTehssésﬁoMsmmdo .
‘ moshmdoqwacméﬁcadedeeompomiopeb@,éMaahmxaﬁmpemﬂmEmmhgﬁo
mp&vﬂmu@m&iﬁ,mmdeonmempmudezsf proveca uma

.- decomposigio cerca de 10% maior do queem pH 5 0nasmesmasoond@ies(30nnn. S%els%,

min; 14%e24%deécldoasoérbwodecomposto respectivamente em pH 5,0 € 5,6). Istomquue .
adeeompoaqﬂodoémdoasoérbwopeloO,devesercatahsadaporﬂmhs. '

Fig. Al.1 Dngrmrepmmummsumdoomdedmmposﬂode
soluglies aquosas dedcido ascirbico 2,0x 10 mol L' como fimglio
dopﬂ,ozewmperm Monitorado a 265 1.
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Tabela Al.1 Rmulmdosobudosmanéhsedoplmqammfamnalz‘pmomﬂodaemhhdade
das solucdes aquosas de dcido ascérbico (2x107 mol Lh

Efeito Estimativa do Efeito
Médio 6310
0, 6512
T 6512
pH 2612
t 16412
| w.dempm
0, T 6512
pHx*T 26+1.2
pH*O; 26412
txT 1.6£12
Oyxt 1,6+1.2
pHxt 0112
- InteracBo de Trés Fatores
| pH %Oy xT. 26412
O, xt xT 16+12
pHxtxT 01412
pHx O, xt 01+12
Interagio de Quatro Fatores
pHxQ,xtxT 01+12

*Nivel de significincia nos resultados para uma confiabilidade de 95% (4, = 2,12). E dado por: (2,12 xep),mde ep
& 0 ero padifio (ep = JF(de ito))e V é a veridncia, (V(efeito)=(4/N)s*); N é o niimero de experimhentos
Meommuuplm(mumNﬂs)eséamdodﬁmm

{ &= (v,s,+ VS, Xv,+ 4V, )- )v,sﬁoosmdalibudade,smdowaomderephﬁn(n)-l

E importante mencionar que, evidentemente o tempo de armazanegam da solug#io aquosa de scido
ascdrbico também influenciard na sua decomposiglio, contudo para os niveis escolhidos de 30 ¢ 60
min isto no foi muito pronunciado, indicando que a cinética ¢ lenta na auséncia de catalisadores,
«como fons metsticos ou o pH. |
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AL2 Efmami_ »

A Fig AlL2 msmtaoefeuo da radialio eletromagnética na decomposigio das solugdes
. aquosas de icido ascorbico em pH abaixo de-dois (2).

A radiacfio UV catalisaa decomposicio das solugdes fortemente scidas (pH<2) de dcido ascorbico
onde a degradagfio € cerca de 10% em 1 hora para uma concentragiio de 2x10~ mol L. Este efeito.
E ‘mdewmwommamlmﬁodemmmdewdmdebmosmhwoquabsmmm&made
compmnentodeondadoUV Empoﬁantemsaltarqmusolm;ﬂesdeémdomﬁrbwom
pl!baum(pHQ)sﬁobastanteesﬁvelspelommsnumpeﬂodode 1 hora, indicando que a
espémemolecuﬂudoémdoasoérbwoémmsesﬁvelqueadssmadgmé,oimasoorbm

0,90

0,85 4

0,80 -

0,75

0,70 4 T 4 T T t T

Tempo (min)

Fig Al2 Efeito da radiaglio eletromagnética na decomposiclo das solugBes
aquosas fortemente dcidas de dcido ascdrbico 2,0%10 mol L,

Temperatura, 25 °C. A. Exposiclio & radiagfio ambiente; B. Exposicfio
2 radisgfio UV. Monitorado a 243 nun, :

AlL3 E‘dtodo(hm dcs-m

Solwﬁesfor&menﬁécﬂaseemﬂdasde&ﬁoascéﬁw,qumdommmgelm
apresentam uma boa estabilidade. Nestascondwﬁ&eeiasnﬁosedecompﬁesxgmﬁcanvamemem
periodo de trinta (30) dias (Fig. A1.3).
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110

Fig. AL3 Estabilidade das solucbes aquosss de écido ascérbico quando
armazenadas congeladas. Concentragio: 1,0x10" mol L. pH <2,

Assim, pode-se concluir pelos estudos de estabilidade, que a melhormanmmdeptepmos :
'.,padtﬁesemdemlugﬁmammsdeémdoascérbwoémpﬁbmxo@HQmeé@a
 deionizada e no momento da anélise.



Especificagbes Técnicas dos CI

ALl

 Placa de Aquisicio ACL-8111™

o Entrada Analégica (A/D):

..‘l ® &

Conversor: B.B. ADS574, aproximacéio sucessiva;

Canais de. enu'ada.' 8 single-ended,
Resolugdio: 12-bit;

: &nhodoAmphﬁeadorl 2, 4, 8, 16 (Programével por Software);

Faixa de entrada bipolar (Controlada por Software): +5V; £2,5V; £1,25V; +0,625V e
+0,3125V; ,

Tempo de conversio: 25 us;

Proteglio de sobrevoltagem: ContinnaﬂOVnomémmo

Acuricia: 0,015% de leitura +1 Bit LSB;

Impedéncia de entrada: 10 MQ;

Modo trigger: Porsoﬂware,pmsomtemo pulso externo;

Dados diretos: 25 Kbz (méximo);

o . Saida Analégica (D/4):

Canal de saida: 2 “double-buffered” saida analégics;

Resolugsio: 12 Bit;

Faixa de saida: .
Referéncia Interna: (unipolar) 0~5V ou 0~10V
Referéncia Externa: (unipolar) max. +10V ou -10V
Conversor: B.B. DAC7548 ou equivalente;
Tempo estabelecido: 30 Bs;
Linearidade: +1/2 bit LSB;

o Corrente de saida: +5mA max.

169
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* Digital YO (DIO): .

o Canal: 16 TTL compativel, entrada ¢ saida;
* Voltagem de entrada:

Baixa; Min. 0V; max. 0,8V;

Alta: Min. 22,0V;
¢ Carga de entrada: ,

Baixa: +0,5V(@-0,2 mA max.;
 Voltagem de saida:

Baixa: Min. 0V; max. 0,4V;

Alta: Min, +2.4V;

»  Contador programdvel:

+ CE 8253;. : :
. Pm-AID;32-bhﬁmﬁ(doisponmdmesdelﬁ-bﬁ)com2M{zde'basedetanpo;
¢ Passo de Saida: 0,00046 Hz ~0,5 Mhz..

. Especiﬁcagaesgerais: ‘

* /O Enderego base: Localizado nos 16 consecutivos enderegos;
Interrupgio IRQ: IRQ2, ..., IRQ7 (programével por software);
Conector: DB 37 pinos;

Temperatura de operagio: 0 ~50 °C;

- Temperatura de Estocagem: 20~80 °C;
Umidade: 5 ~95%:; |

« Consume de energia: +5V(@ 500 mA max.;

+12V@40 mA max; -
-12V@ 20 mA max.;

* Dimenstio: 160 mm de comprimentox124 mm de largura.
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A2.2 Osclidor 301-864%

¢ Um tnico cristal de quartzo providencia 57 diferentes -
ogéncis,

s Faixa de freqaéncia de 0,005 Hz A 1 MHz;

+ Baixo consumo de energia;

¢ TTL compativel

Tabela A2.1 Freqﬂéncmsdesaidadoosmladorml-sﬁ Unidade, Hertz (iz).
Conjuntede | P4 o | o | o | o 2R N I
programacio | PS | 0 | o | t | 1 | s | o
dos terminaie o | 1t | e | 1 * | 1
‘| P2 |

L]
-l

[ )
-

1K - 81 1

Pé
¢
1
1
1
e

10386

1 200K
e | 1666K

{ons

P2
o
0
®
1
¢
¢
1
1

wlin fe e f0 ] [ |@®

LR ER ]z
RdUd L

E 030040

EolelE|viulE|e|s
_c_li- o [ufgfe s |3

Iggcgggg_.

10
1
s
33
.
1,66
45

OUT: quﬂ&madesaidadepﬂsomtangnﬂmfm&pelosmnmspmgmmdos

TEST: Esmudoestetammalanm,mulnphcaaﬁeqnenmadesaidapmgmmadaporlm

Foor: Freqﬂ&c;ahasefmmdapelommlm '

€K: Clock externo de entrada; |

CKSEL: .SehqaodoClmkEsmndoestetemlmlemmodmwrdoeomdordeﬁeqﬂémmuﬁlm
"o clock externo.

RESET: Estando este terminal em LO, apaga todos os contadores e coloca 0s conjuntos de safda
em nivel baixo.



m;-w-mmdosc[ _ _ D 7/
423 Chave Aneligica ADGIOI®

* Vpypara GND: -03 V, +V3
o iVparaGND: 0,3V, £17V;

* Temperatura de operagiio: :

AP: -55~+125°C;
"BP: ~25~+85 °C;
CJ: 0~+70°C;

VISTA DE TOPO

.. ,, . de L.,

16 terminais, Cerdmica: 900 mW; -
16 terminais, Plastico: 470 mW;

{}] Manual Multi-Function Data Acquisition Card, ADLink Technology Inc., 1995.
{2} Catalog R. S. Compenents Ltd., p. 5027, 1984
31 CMOS Switches & Multiplexers, Vol 1, 16-33.
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A3.1 Codigo do Arquive *frm.(Forml)

" ‘Enderego da Interface ACL-8111, o defisult 'O address ¢
220-22F em Hexadecimat (vide Manua! Multi-Function Data
Acquisition Card), pg9¢ 17.

Const counter0% = 544 ‘220 Hexadecimal = Base + 0

Read/Write _

Const counter1% = 545 '221 Hexadecimal = Base + 1

Read/Write

Coust Counter2% = $46 222 Hexadecimal = Base + 2

Read/Write =

€onst CounterControl% = 547 ‘223 Hexadecimal = Bese +

3 Read: not used/Write

Const ByteL SB% = 548 224 Hexadecimal = Base + 4

Read: A/D low byte/Write VA low byte (LSB: Least
i Bif).

Const BytcMSB% = 549 '225 Hexadecimal = Base + §

Read: A/D high byte/Write D/A high byte (MSB: Most

Significent Bi) -

Const DigitallnputL. SB% = 550 ‘226 Hexadecimal = Base +

6 Read: Di low byte/Write: not used

Const DigitalinputMSB% = 551 227 Hexadecimal = Base +

7 Read: DI high byte/Write: not used '

Const Clearinterrupt% = 552 228 Hexadecimal = Base + 8

Const GainControl% = 553 '229 Hexadecimal =Base + ¢

‘Read: not used/Write: Gain Control

Counst MultScanControl% = 554 '22A Hexadecimal = Basc +
10 Read: not uscd/Write: Multiplexer Scan Control

‘Const InterruptControl% = 555 ‘22B Hexadecimal = Base +
11 Read: not ysed/Write: Mode Control

Const ADTrigger% = 556 '22C Hexadecimal = Base + 12
‘O Controle do agitador pelo cristal oscilador estlo nos 7
digitos LSB da imterface no canal OUT

- -Const DigitalOutputl.SB% =557 22D Hexadecimal = Base
+ 13 Read: not used/Write: DO jow byte

'O Controle da chave snalégica ADG201 esté nos 4 digitos

MSB da interface no canal OUT

- Const DigitalOutputMSB% = 558 *22E Hexadocimal =Base

+ 14 Read: not used/Write: DO high byte

Chbir "c:\windows\"
Open “analysis.ini" For Input As #1
Do While Not EOF(1) '
" For n=1 To NumberVariavel
Line Input #1, FileName
Textl(n).Text = FilcName
Nextn
Loop

 Close#l

'Calibracao

'Os comandos a seguir foram definidos na Private Declare
Function e Sub, ¢ sfio comandos da linguagem BASIC (vide
Manual Multi-Functio Data Acquisition Card), pg 35-37.

*Seleciona o canal G de entrada analdgica
OUTMnhSemCmom_,o ‘Canal 0 ¢ LSB, pg 19 Data
Agcquisition Card)

‘Seleciona ganho da placa de-aquisiclio, isto £, qual a faixs
méxima de potencial de leitura

OUT GainControl%, 2 ‘Ganho x4, +/- 1,25 V, pg 20 (Data
Acquisition Card)

""Seleciona mode trigger por software

OUT ADTrigger%, 1 _

"Coloca & saida digital MSB da piaca de aquisighio cm estado
oo _

OUT DigitalOutputMSB%, 15 'O valor 15

. (2/34272+2714270), levante os 4 primeiros bits da saida

MSB da placa de aquisicio para 4,5 V, onde estio
conectados 08 4 controf da chave analbgica.

173
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"Apresentacio Defalt da Interfisce Gréfica do Programea de
Aquisicio

mmuFileNew.Enabled = False

mauFileOpen.Enabled = True

mmuFilcSave.Enabled = Faise

mauFileExit.Enabled = True

mnuEdit.Enabled = False

mauOption.Enabled = True

mawControl, Enabled = Faise

mnuHelp.Enabied = True

SampTime%% = Text1(1).Text.

Duration% = Text1(2). Text

Period# = Text1(3).Text

Average% = Text1(4). Text

Emin®% = Text1(5).Text

Emax% = Text1(6).Text -
Temperature¥ = Text1(7).Text £ 36 spresentacho, ndo &
controlado pela placa de aquisiclio
StirrerRate% = Text1(8). Text
- InjDist% = Text1(9).Text ‘E 36 apresentacho, no é
controlado pela placa de aquisicio

InjVol# = Textl(10).Text 'E 36 apresentacho, nSo &
controlado pela placa de aquisiglio

FlowRate# = Textl(11).Text 'E s6 sprescotaclio, niio &
controlado pela placa de aquisiclio

Text4.Text = *Electrode(A)"

TextS.Text = "Electrode(B)"

Text6.Text = *Electrode(C)”

Text7.Text = "Electrode(D)"
Frame1.Caption = Text4. Text
Frame2.Caption = Text5.Text -

Frame3.Caption = Text6. Text
‘Framed.Caption = Text7.Toxt

Forn=0To3
Optionl(n). Valve = False
Label3l{n) = Text1(2)
Label32(n) = Text1(5)
Label34(n) = Text1(6)
Picamel(n).Cls -
Text2(n).Text ="

Nextn -

Text3.Text = ™

Check1.Enabled = True
Check2 Enabled = True
Check3 Enabled = True

Check4 Enabled = True

. Checki,Value =0

Check2. Value =0
Check3.Value =0
Check4.Vaiue = 0

SSCommand2 Enabled = True
SSCommand6.Enabled = False
SSCommand?.Enabled = False
SSCommand8.Ensbled = False

OptionS Enabled = False
Option6.Enabled = False
OptionS.Value = False
Options. Value = False

‘SpinButtoni.Enabled = False  'Controle do Tempo de

Amostragem

SpinButton2.Enabled = False ‘Controle de Duragiio da

andlise

SpinButton3.Enabled = False  ‘Conirole do Peviodo de
isicio

SpinButtond. Enabled =False - 'Controle da média de pontos

de cada leitura do A/D

S;.'dnl!mmms.Eml:let:t7»= False ‘Controle do Potencial

minimo

SpinButton6 Ensbled ~ False ‘Controle do Patencial

méximo -

SpinButton7.Enabled = False 'Apresentaclo da

Temperatura de andlise

SpinButton8.Enabled = False  'Controle da Velocidade de

Agitacio

Combo}.Enabled ~False  'Apresentaclio da Velocidade
de Injeglio

Combol.Clewr

VelocidadeInjecac(0) = "High/1.0"

Velocidadelnjecao() = "Medium/0.8"
VelocidadeInjecao(2) = "Low/0.6"

Form=0To2

Combol . Addltem Velocidadenjecao{m)
Nextm

Combol Listindex =0
SpinButton9 Enubled = False  ‘Apresentaciic da disténcia
do injetor a0 sensor
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de injegao '

SpinButton11.Ennbled =False ‘Aprescitaglio da vazio da

bomba peristéltica
. End Sub

‘Private Sub mpuFileNew_Click()

" End Sib

Private Sub SSCommandi_Click()
' EndSub
Private Sub mouFileOpen_Chick()
End Sub
Privite Sub SSCommand2_Click)
End Sub
End Sub
Private Sub SSCommand3_Clck()
End Sub
mmm_cm
Anlysis?", MB_YESNO + MB WBSTION +
MB_DEFBUTTON2, "Message™)
if respouse = IDNO Then MeauSave
End Sub
Private Sob numEditCopy_Click()
‘MenuCopy
End Sub
anSubSSCclw_Cﬁck{)
MemCopy
End Sub

Private Sub Plotwre!_ Click(Index As Integer) 'Habilita a
Plcture para ser copiads para o Clipboard

lenmﬁdiﬂopy.&lhbd
SSCommand4. Enabled = True
mnuEditEnshled = True

End Sub :

. Public Sub MenuNew()

response = MsgBox("Do you have a dend certainty that to
want & new Analysis?', MB_YESNO +
MB_ICONQUESTION+ MB_DEFBUTTON2, *Message™)
¥ response = [DNO Then Exit Sub
‘Clear todas as varifveis
Forn= 1 To NumberVariavel Step 1 'NunherVu'iwel,
& o néimero de varidveis do programa
- Texti(n). Text =*".
Nextn _
'Nmedlvrﬁvdhiddhbmadoﬁmb.w
Fuml.Capuen "Pmﬁcmkmnbrsis: * 4
FileName
Formi_Load
End Sub

Public Sub MeanOpen()

"Rotine para a detoctar o botéio Cancel

On Error GoTo CancelEmro -
‘Filro default -
CommonDialog! Filter = "POT Files {*.pot)i*.pot™
"Mostra a caixa de diflogo
CommonDialogl.ShowOpen
FileName = mogifﬂdim
FileName = UCase(FileName)
* Evita sbeir o arquivo j8 existente

If "Potentiometric  Analysis:

Form1.Caption Then

response = MsgBox("File already Opent”, 0 + 48,

" ...Fm -

"Mesm")

" Exit Sub
End If

‘Chama o procedimento AbrirFile
AbyirFile (FileName) '
Check]. Valtie = Chequel
Check2.Value = Cheque2
Check3.Value = Cheque3
Check4.Value = Chequed
OptionS. Value = Valors
Option6.Value = Valor6
Textd.Text = Textod
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Texﬁ Text = Texto$
Tenﬁ.‘!‘a_n = Textob
Text?.Text = Texto? -
Textl{1).Text = Amostragem
Text1(2).Text = Duracao
Texti(3).Text = Periodo

- Texti(4). Text = Mcdia
Text1(5).Text = PotencialMin
Text1(6). Text = PotencialMax
Text1(7).Text = Temperaturn .
Text1(8).Text = VelocidedeAgitacao
Combol.Text = Velocidadelnjocao(0)
Text1(9). Text = InjetorDistancia :
Tm!(lﬂ).'l‘m = Vohmdmemo
Text(11).Text = Vezno '
Frame):Caption = Textd. Text
Frame2.Caption = Text$, Text
Frame3.Caption = Text6. Text
Framed,Caption = Text7. Text

~Forn=0To3

Label3 1(n) = Text1(D).
Label32(e) = Text1(5)

- Label34(n) = Textl(6)

" Plcsurel(n).Scale (Tmin, PotencialMax)-(Duracan * 60,

PotenciaiMin) ‘O fator 60 converte para segundos

Picturei(n).Cls

Nextn

" Forj=1 To Contador%- 1
Picture1(0).Line (TempoA(j - 1), PotencialAG - 1))-
(TempoA(}), PotenclalA())
Next j

Forj= 1 To Contador¥ -~ 1 :
Picture](1).Linc (TempoB( - 1), PotenclaiB( - 1))-
(TempoB(j), PotencialB()
"Next § :

For j = 1 To Contador® - 1
Picture1{2).Line (TempoC(j - 1), PotencialC{ - 1))-
ﬂmmﬂcﬁ»
Next } :

For i = I To Contador® - 1
Picturel(3).Line (TempolXj - I}, Potenciall)j - 1))-
(FempoDG), PotencialD()
Next j

mmmmmomw
Dim Arquivo, extensso As Siring

| Rotina para a detectar o botSo Cancel
- On Error GoTo CancefErro

~ ‘Conjunto de Filtros, especifica a extenslio dos arquivos a
screm apresentados na caixa de didlogo do programa
CommonDialog! Filter = "POT Files (*.pot)* poASC
Files(*.dati*.dat®
‘Especifica o Filtro default
CommonDislog] Filterindex =1
‘Mostra 4 caixa de diflogo
CommonDialogl. ShowSave
'Apresenta  © nome do arquivo
Anquivo = CommonDislogl FileTitle
‘Estabelece a extensao que o anquivo foi salvo
M*RWMN,S)_ _
'Apresenta o nome do arquivo com o diretdrio ou lugarem
que fol salvo
FileName = CommonDialog! FileName
!fm-'pm“ThmeMFﬁd’OT{FﬂeNm)ﬂne
FecharFileASC (FileName)
Usuéric pressionou o botlio Cancel
CancelBrro: * Exit Sub
End Sub

Public Sub MenuCopy()
Clipboard.Clear
WW&M
mumEdit.Enabled = False
mmuCopy.Ennblod = False

EndSub

Private Sub mnuOptionCalibration_Click()
- tespomse = MsgBox{"This procedure coan to take some
seconds, Please wait!", 0 + 48, "Meszage™)
Forml MousePointer = 11
Calibracao
NumeroCiclos_ms = Formst$(Factor#, "##0.40™)
response = MsgBox("This computer run * &
NumeroCiclos_ms & * cycles/ms”, 0 + 48, "Message")
Form1 . MouscPointer = 0
End Sub -

Private Sub Checki_Click()
Option5 Ensbled = True
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Private Sub Check2 Click()
If Check1. Value = False Then
Beep :
Check2. Value = Falsc
End If

End Sub-

Private Sub Check3_Click()
I Check!. Vatue = False Or Check2, Value = False Then
Becp
Check3, Valuc = Falsc
End If -
End Sub

Private Sub Check4_Click()
If Check1.Value = False Or Check2.Value = False Or
Check3,Value = False Then
Beep ‘
:Check4.Value = False
End If
End Sub

Private Sub mnuOptioninjectionManual_Click() *Seleciona
2 injegBo como sequencial pelo Menu '
SclecionainjecacManual
OptionS. Value = True
End Sub

Private Sub OptionS_Chick(} ‘Seleciona a injegho como
sequencial pefo comando de opglo .
SelecionalnjecaoManual _

End Sub

EscolbaFletrodo
Option6.Enabled = F
mwmemmmw
HabilitaComandos

End Sub

Private -Sub mnuOptioninjectionAutomatic_Click()
"Seleciona a injegio como automdtica pefo Menu
Optiond. Value = Troe

End Sub

Private Sub Option6_Click()  "Sclccions a injecfo como

© sutométicn pelo comando de opglio

Selecionahiecadd o
End Sub ‘

Escoﬂnﬁhmdo‘

OptionS Ensbled = Fi
mﬂpﬁmﬂdsﬂmﬂnﬂ.&nﬂdl’dn
HabiliteComandos

End Sub

Public Sub EscolhaEletrodo()
Select Case Value =0
Case Chockl. Value = 1 And Check2. Value = § And
Check3.Value = 0. And Check4. Value = 0
NumberElectmdelnicial% = 0
NumberElectrodeFinal% = 0
Case Check!.Value = 1 And Check2.Value = 1 And
Check3. Value = 0 And Check4.Value = 0
NumberElectrodelnicial% = 0
NumberElectrodeFinalté = |
Case Check.Value = 1 And Check2.Value ~ 1 And
Check3.Value = 1 And Checkd Value =0
NumbesElectrodelnicial% =0
NumberElectrodcFinal% = 2
. Case Checkl.Value = } And Check2.Value = | And
Check3.Value = | And Checkd.Value =1 -
NumberElectrodelnicial% = 0
NuberElectrodeFinni% =3
End Sub

Public Sub HabilitaComandos() ‘no Memm
mmuFileNew.Enabled = True ‘Habilita o New Analysis
mnuFileOpen.Ensbled = False
muControl. Enabled = True "Habilita o Control
SSConmnand] . Enabled = True "Habilita o New Analysis

80 botlio de comando
SSCommandg2, Enabled = False
SSCommand6.Enabled = True ‘Habilita o comando de

partir andlise
SSCoommand? Enabled = True "Habilita o comando de

pause andlise, mantendo o agitador funcionando
SSCommand8 Enabled = True Tiabilite o comando de
parar completamente a andlise
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SpinButton]l Essbled = Truc ‘Habilita 0 tempo de
amostragent '

SpinButton2. Enabled = True ‘Habilita a duracio da

SpinBatton3,Enablod = True ‘Habilita o periodo de
qisiclo.

W-m “Habilita s média de pontos

enuecadlieiundnw |
SpinButtons Esabled = True *Habilita a escala minime de
potencial o vajor de distincia injetor-cletrodono BIA, apenas

SpitButtonS Enshled = True "Habilita & escala méxima

depotencial .-
SpinButton? Enshied = True 'Habilita a temperatura de
andlise

WM-TM Habilits a velocidade de

agitaglo

Combot.Ensbled = True ‘Hnbilitunueoﬂuda
velocidade de injeclio

SpinButton9 Enabled = True ‘Habilita a distincia do
injetor a0 sensor

SpinButton 10.Enabled = True "Habilita o volume de
injoghio

* SpinBution!{.Esabled = Truc Habilits 8 vaz80 da bombe.

- peristiltica
End Sub

Private Sub Textd_Change()
Frame1.Caption = Text4.Text
End Sub

 Private Sub TextS_Change() .
Frome2.Capon = Text5.Text
End Sub

Private Sub Text6_Change()
Frame3.Caption = Texs5.Text -
End Sub

Private Sub Text7. Change()
Framed.Caption = Text7.Tod

Private Sub mouGo_ Clielro ‘Comando para partir a andlise
pelo Menu

GoAnalysis
End Sub

. 'm&msscm Chd:() 'Comnndompuhra
,mﬂiupebboﬂo?vl)

‘EndSub

Public Sub GoAnslysis) Rotina de squisico de dados

- mmnuOption Enablsd = False "Desabilita o Mes Opgdes

mnuControfDetaAcquisitionGo.Enabled=False ‘Desabilita
o pertir andlise no Menu Controt .
SSCommendé.Enabled = Felse 'Desebilita o comando de
SpinButtonl.Enabled = False 'Desabilita o tempo de
amosiragem
SpinButton2 Enabled = False ‘Desabilita 8 duracsio da
andlise
SpinButton3.Enabied = False ‘Desabilita o periodo de
aquisiclio
SpinButtors4. Ensbled = Fulse 'Dealbilita a média de
pontos entre cada leiwa do A/D.
~ Combol .Enabled = False  'Desabilita 8 escolhn da
velocidade de injeclio
SpinButtons. Enabled = False "Desabilita a escala minima

- de potencial 0. valor de distincls injetor-eletrodo no BIA,

‘apenas para apresentaciio;

SpinButton6. Enabled = False Desabilita 2 escals méxima
de potencial

SpinButton7 Enabled = False 'Desabilita a tempersturs.de

SpinButton8 Enabled = False ‘Deasbilita & velocidade de
agitaglo '

SpinButton9 Ensbled = False 'Desabilita a distincia do
injetor a0 sensor

SpinButton10.Ensbled * False "Desabilits o volume de
injeglio -

Smemmll.melod False 'Delabiliuamdn
bmhspehﬁltiea

Forn=0To3
Picture1(n).Scale (Tmin, Emax%)~(Duration% * 60,
Emin%) 'O fitor 60 converte pera segundos
Picturel{n).Cls
Nextn

Checki Enabled = Faise
Check2.Enabled = False
Check3.Enabled = False
- Check#.Enabled = False
SelecionarAgitador
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 StirrerRate% = Formu$(StirrerRate%%, "40")

agitador

LimpuArqmwBadup 'Suhmdomoddelmlhm
‘o arquivo de backup

Cont%=0"

Tempolnicial = Timer

Temporizador¥% = ¢

'Nﬂmudemdelaﬁuamrdmdmpdaphu
de aquisicho Duration*60

While Temporizador¥% < Duration% * 60 'O fator 60 &
- para transformar a duragio da andlise em segundos

DoEvents '

If SSCommand7.Enabled = False Or
SSCommand3.Enablied = False Or
mnuControlDataAcquisitionPause.Checked = Tme Or
mmuControfDataAcquisitionStop.Checked = True Then Exit
Sub

For NumberElectrode®s = Nmbamwelddﬂ% To

© NumberElectrodeFinal%

Optionl(NumberElectrode?6).Ensbled = True
OUT. DigitalOutputMSB%, (15 - 2 ~
“NumberElectrode’) A chave analgica I 0s eletrodos que
-estho em estado baixe (Potencial no Control ={)), por isto o
‘valor 15 para levantar trés eletrodos sucessivamenie
Optioni(NumberElectrode?s). Value = True  ‘Indica
quais eletrodos estiio habilitados - para- leitara de seu
potencial, oa sequéncia A, B, CeD '
SSPaneil BackColor = &HFFO0&  'Apresenta cor
verde disponibilizando a injegfio:
_ SSPancil Caption = "ACQUISITION ENABLED"”
SomaPotencial# =0 7
Form = 1 To Average®4 'Para cada ponto de leitura da placa
de aquisiclio é obtido uma média definida pelo usuirio -

ValorPotencial# =0
OUT MultScanControl%, 0
Inicio de conversio

OUT ADTrigger%, 0 "Verifica o final da converstio
(DRDY). Quando zero o final de conversfio esté completo.
Como € o 5 bit do A/D high byte quec determina o fim de
conversio temos 24 igual a 16 (vide Manual Multi-Function
Deta Acquisition Card), pg 18.

‘While (HighByte% And 16) > 0

HighByte% = INP(ByteMSB%)
Wend
* ternpoleitura = Timer

* While Timer - tempoleiturs < CicloCorrigido_60H:
Wend S -

For j=1 To 15: Next j ‘Atrasa as medidas para coerigir -

riidode 60Hz

HighByte% = INP(BytcMSB%)

LowByte% = INP(BytcLSB%)
'Esta & uma placa de aquisicio de 12 Bits, num Slot de 8Bits,
emio ¢ lido primeiro os swmm:mu4mga _
byte data,
‘entio para converter o valor obtido em decimal, € necessério
adicionar o valor do ByteLSB a0 do ByweMSB*256, p.g.
2/8=256. :
‘Como & placa ¢ de 12 Bits, o valor mais alto que ¢la assume
€ 212 (4096), no caso do garho estipulado vomo +/- 1,25V
o valor +1,25 V vale 4095, o valor 2zevo de potencial vale

2047,

‘e o valor 1,25 V zevo bytes. Entiio » escals totel 2,5 V
assune 4095 bytes (Por causa que & de zero até 4095 =
4096), cujo fiitor de correclio serd 2500 mV/4096 igual »
0,6103S, '
ValorPotencial# = ((LowByte? + (HighByte% *
256)) - 2047) * 0.6105
FormatoNumero = Format${ValorPotencial#, "#0.40")
SomaPotencial# = (SomaPotencial¥ + ValorPotencialif)
Nextm '
PotencialMedio(Cont%) = SomaPotencial# / Average%6
Tempo(Cont%s) = Timer - Tempolnicial
Temporizador® = Tempo(Cont%)
Text3.Text = Format$(Tempo(Cont%%) / 60, “¥#0.407)
Select Case Value = False
Case Option1(0). Valee = True
PlotElectrode A
Case Option1(1). Value = True
" PlotElectrodeB
. Case Option1(2). Value = True
PlotElectrodeC
Case Option1(3). Value = True
PlotElectrodeD
End Select
TempoFinal 0= Timer
" While Timer - TempoFinal 0 < Period¥ /
(NumberEloctrode + 1): Wend “Tempo de espera entre as
leituras '
I mmuOptioninjectionAutomatic.Checked = True Or
Option6.Value = True Then
' TempoFinal_1 = Timer
Beep
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While Timer - TempoFinal 1 < SempTime% Para
@ aquisichio de dados pata nova amostragem
DoEvents
OUT DigitalOutput™MSE%, |5
§SPanel | BackColor = &HFF& 'Apresenta
cor vermelha indisponibilizando a injecio
SSPanell.Caption = "ACQUISITION DISABLED"
Wend
End If
Next NumberElectrode¥
PararAquisicac
End Sub

Public Sub PlotElectrodeAD
ContElectiodeA% = Cont%
TempoElectrodeA(ContilectradeA%) = Tempo(Cont%)
PotencialElectrodeA(ContElecirodeA%) =
PotencialModio(Cont%)
Text2(0).Text =
Format$(Potencial Electrode A{ComElectrode AY), H0.40™)
1f CantElectrodeA% > | Then
Picturei(0).Line
{TempoElectrode A(ContElectrodeA% - 1),
PotencialElectrodeA{ContElectrodeA% - 1))-
{(TempoElectrodeA{(ContElectrode A%N),
PotencisiBlectrodeA(ContElectrodeA%))
End
I Checkl.Value = 1 And Check2.Value = 0 And
Check3. Value = § And Check4. Value = 0 Then
Cont% =Cont%+ 1
Backup
Eod If
End Sub

Public Sub PlotElectrodeB()
ContElectrodeB% = Comnt%
TempoElectrodeB(ContElectrodei3%) = Tempo(Cont’$)
PotencialElectrodeB(ContElectrode %) =
PotencialMedin(Cont3)
Text2(1).Text =
Format$(PotencialFlectrodeB{ContElectrodeBr%s), "#4#0 #0™)
If ComElectrodets® > 1 Then
’ Picturel(1).Line
(TempeElectrodeB(ContElectrodeB% - 1),
PotengialElectrodeB(ContElectrodeB% - 1))-
(TempoElectrodeB(ContElectrodeB%),
PosenciaiElectrodeB(ContEloctrodeB%))

Endlf '
If Checkl.Veive = | And Check2.Value = | And
Check3.Value = 0 And Check4.Value = 0 Then
Cont% = Cont% + 1
Backup
End If
End Sub

Public Sub PlotElectrodeC()
ContElectrodeC% = Cont%
TempoElectrodeC(ContElectrodeC%) = Tempo(Contd%)
PotencialEfectrodeC(ContEloctrodeC%) =
PotencialMedio(Cont%)
Text2(2).Text =

Format${PotencialElectrodeC{ContElectrodeC%), D H0™)

If ContElectrodeC% > | Then

Picture1(2).Line

{TempoElectrodeC(ContElectrodeC% - 1),
PotencialElectrodeC(ContElectrodeC% - 1))-
(TempoElectradeC(ContElectrodeC%),
PotencialElectrodeC(ComElectrodeC%))

End If :
H Checkl.Value = 1 And Check2.Value =~ | And
Chwck3.Vaiue = T And Check4. Value =0 Then

Contd% = Cont% + 1

Backup

Endif

End Sub

Public Sub PlotElectrodeDX)
ContElestrodeD% = Cont%
TempoElectrodeXContElectrodeD?S) = Tempo{Cont%)
PotencialElectrodeD(ContElectrodeD%) =
PotencialMedio{Coat%)

Text2(3).Text =
Format$(PotencialElectrodeD{ContElectrodeD%),
MHEO.R0™)

If ConiElectrodeD% > I Then
Pictarei(3).Line
{TempoElectrodeD(ContElectrodeD% - 1),
PotenciglEiectrodeD{ContElectrodeD% -~ 1))~
(TempoElectrodeD{ContElectrodeD%),
PotencigiElectrodeD(ContElectrodeD%))
End If
If Checkl,Value = 1 And Check2.Value = 1 And
Check3.Value = 1 And Check4.Value = | Then
Cont% = Cont% + 1
Backup



Software de Controle em mvam:wgodpm*m(rmf)_ S 181

EndH
End Sob

mmwmmwmm
TempoFinal 1 =Timer
Besp
While Timer - TempoFinal_I < SampTime% 'Para
2 aquisiciio de dados para nova amostragem
DoEvents '
OUT DigitalOutpmtMSB%, 15
SSPanell.BackColor = £HFF& 'Apresenta
mmmam
SSPauel!.Caption = "ACQUISITION DISABLED”
Wend
End Sub

Private Sub SSCommand?_Click) 'Pause Aquisiclo,
mamtendo agitador acionado, pefo botlio
TempoFinal_} = Tiiner
Beep
‘While Timer ~ TempoFinal_i < SempTimet Para
a aquisichio de dados pers nova amostragem
'OUT DigitiOutputMSB%, 15 ‘
SSPanci! BackColor = SHFF& *Apresenta
cor veemelhs indisponibilizando a injeclio
SSPanel.Caption = *"ACQUISITION DISABLED"®
Wend
End Sub

SSCommand$.Enabled = False
OUT DigitalOutyratL SB%, 0
End Sub

Private Sub SSCommand8® Click() ‘Phira  Aquisichio
oompldmmﬁe,peloboﬂo

Mmmmm&op.l:‘mbkd False

= False
OUTMOEM.SB%.O
End Sub
Public Sub PararAquisicao() 'Rotina de parer a Aquisicho
de dados

OUT DigitalOupwitMSB%, 15
‘Transferéncia de valores para variiveis a fim de salvar o
arquivo em formato *.bia

Valor5 = OptionS. Value

Valor6 = Options, Value

Textod = Textd. Text

Texto$ = TextS. Text

Textob = Texth. Text

Texto7 = Text7. Text

Chequel = Check!. Valae

Cheque = Check2.Value
- Chegued = Checkl. Value

Chegued = Checkd.Value
" Pore=0To3

Option1(n).Enabled = False
Nextn
SSPanel1.Caption = "ACQUISITION DISABLED"
SSPanell.BackColor = &HFF& ‘Apresents cor
vermelha indisponibilizando » injeclio
mnnFileNew.Ensbled = True
mnuFileOpen.Ensbled = False

,WWMTM_

SWIMH ’!‘me
SSCommand? Enabled = Falze

SSCommand3 Enabled = True
SSCommandé.Ensbled = True

SSCornmand? Enabled = False

~ $8Commend9.Enabled = True

OptionS Enabled = Faise

Options Ensbled == False

SpinButton1 Enshled = False  'Controle do Tempo de
Amostragem

SpinButtoni2. Enabled = False  ‘Controfe de Duraglio da
andlise

SpinButton3.Enabled = False - ‘Controle do Periodo de
aquisigho

SpinButtond Enabled = False  ‘Controle da média de
ponios de cade leitora de A/D
SpinButtonS.Engbled = False  ‘Controle de Potencial
minimo

SpinButton§.Enabled = Fatse  ‘Controle de Potencial
miximo

SpinBuiton?.Enabled = False ‘Desabilita a tempemtura
de andlise

SpinButton8. Ensbled =False "Dessbilitaa velocidade de
agitacio
Comnbol. Frabled = False ‘Apresentacho da Velocidade de
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Injeclio

Combo1.Text = Velocidadeinjocao(0)
SpinButton?.Ensbled = Faise ‘Desabilita a distincia do
injetor #0 sensor

SpinButton10.Enabled = False 'Denabilita o volome de
injegho

. SpinPitonil Enabled = False ‘Desabilita « vazlio da
bombe peristéltica
End Sub

*Cordrole do Tempo de Amostragem
Private Sub SpinButton]_SpinDown(
- SampTime% = Val(Text1(1).Text)
SempTime? = SampTime¥% - 5
I SampTime% < 5 Then
SampTime¥% = 5
Beep
EndH
Text1(1). Text = SampTimed%
End Sub
Private Sub SpinButton1_Spintip()
SampTime¥% = Val(Text1(1).Texi)
SempTime® = SampTime?% + §
" If SampTime™ > 120 Then -
SampTime% = 120
Beep
End If
Textl(1).Text= Snmp'l"nne%
End Sub

‘Controle da duraglio (tempo méximo) de andlise
Private Sub SpinButton2 SpinDown(}
Duration% > Val(Text1(2).Text)
Duration® = Duration36- 5
I Durstion% < 10 Or Duration% = 10 Then'
Duration% = 10
Beep
Ead .
Text1(2). Text = Duration%
Forn=0Ta3
Label3 I(n) = Duration®
Nextn
End Sub

Private Sub SpinButton2_SpinUpQ)
. Duration% = Vai(Text1(2). Text)
Duration% = Duration% + §
If Duration® > 120 Then

Duration% = 120

Beop
‘Ead If
Textl(2).Text = Duration
Forn=0To 3

Lsbel31(n) = Durstion
Nextn
End Sub

‘Controle do Periodo de aquisiglio

Private Sub SpinBution3_SpinDown()

Period# = Val(Text1(3).Text)
Period# = Period# - 0,01
If Period# < 0.1 Then
Period# = 0.1
Beep
EndIf
Text1(3).Text = Periodé
End Sub

Private Sub SpinButton3_Spintp()
Period# = Val(Text1(3).Text)
Period# = Period# + 0,01
If Period# > 1 Then

Period# = |
Becp ,
End If
Texti(3).Text = Period#
End Sub

‘Controle da média de pontos entre cada leitura do AID
Private Sob SpinButtond_SpinDown()
‘Average¥ = Val(Text1(4).Text)
Average¥ = Average®s - 5
If Average™ <5 Then
Average¥% =35
Beep
End If
Texti(4).Text = Average®
End Sub

Private Sub SpinButtond_SpinUp()
Average% = Val(Text1(4).Text)
Avernge% = Averapets + §

If Average® > 100 Then
Average% = 100
Beep

End if
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Text1(4).Text = Average®%
End Sub _
‘Controle do Potencial minimo

Private Sub SpinButton5_SpinDown()
Emin®% = Val{Text1(5).Text)
Esnin% = Emin% ~ 50
If Emin®% < «1250 Then

Emin% =-1250

Beep
End if
Text}(5).Text = Emin%
Forn=0Te 3

Label32(n) = Emin%
Nextn
End Sub

Private Sub SpinButton5_SpinUp()
Emin% = Val(Text1(5).Text)
Emin% = Emin% + 50
¥ Emin% >0 Then

Emin% =0

Beep
End If
Text1(5).Text = Emin%
Forn=0To3

Label32(n) = Emin%
Nextn
EndSub

‘Controte do Patencial maximo
Private Sub SpinButtont_SpinDown()
Emax% = Val(Tex11(6).Text)
Emax% = Emax% - 50
If Emax% < 0-Or Emax% = 0 Then
Emax% = $0
Beep
End ¥f
Text}{6).Tex: = Emax% -
Forn=0To3
Label34(n) = Emax%
Nextn
End Sub

Private Sub SpinButtont_SpinUp()
Emax% = Val(Text1(6).Text)
Emax% = Emax% + 50
If Emax% > 1250 Then

Emax3% = 1250

Beep
End

Text1(6).Text = Emax%
Forn=0To3
Labe{34(n) = Emax%
Nextn
End Sub

‘Aprescntacio da Temperatura de anglise

Private Sub SpinButton?_ SpinDown()
Temperature¥ = Val(Text1(7).Text)
Temperahure% = Temperatures - 1
If Tempersture?s < .5 Then

Temperature¥s = -5
Beep
End If
Textl(7).Text = Temperature%
End Sub

Private Sub SpinButton7 SpinUp()
Temperstine® = Val(Text1(7).Text)
Temperature®e = Temperature¥ + 1
If Temperature® > 50 Then

Temperature =50
Beep
End If
Text1(7).Text = Temperature®s
End Sub

‘Controle da Velocidade de Agitagio

Private Sub SpinButtoo8_SpinDown()
StirrerRate% = Val(Text}(8). Text)
StirrerRate% = StirrerRatc% - 100

If StirrerRade% < 100 Or StimrerRate¥ = 100 Then

StirrerRate’ = 160
Beep
End If
Textl(8). Text = StirerRate®
End Sub

Private Sub SpinButton8_Spintp(
StirrerRate% = Val(Text1(3). Text)
StirerRate% = StirrerRate% + 100
1f StirrerRate% > 800 Then
. StimrerRatc% = 800

Beep
Endif
Text1(8).Text = StirrerRatc%
End Sub
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Private Sub Combol _Click()

Combol.Text = Velocidadelnjecao(Combo1 Listindex)

If Contbol. Text = "Medium" Then
Velocidadeinjecan(0) = *Modium®
Velocidadelnjecan(1) = "High"

EndIf

1f Combo1.Text = "Low” Then
Velocidadelnjecao(0) = "Low”
Velocidadelnjocao(2) = "High"

EndIf

Eod Sub

*Apresentacio da distincia do injetor 80 sensor
Private Sub SpinButton9_SpinDown(}
TojDist% = Val(Text1(9). Text)
InjDist% = InjDist% - 1
If InjDist% < 0 Then
InjDist% =0
Beep
End If
Text(9). Text = InjDist%
End Sub ‘

Private Sub SpinButton9_Spiatp()
InjDist% = Val(Text}(9).Text)
-FnjDist% = IniDist% + 1
i IniDist% > 10 Then

InjDist% = 10

Beep

End If

Text1(9).Text = InjDist%

End Sub

‘Apresentaciio do volume de injeclio .
Private Sub SpinBution]0_SpinDown()
InjVolt# = Val{Text1(10).Text)
InjVol# = Inj Vol - 0.003
1f In§Vol# < 0.005 Then
nj Vol = 0.005 '
Beep
End if
Text1(10).Text = InjVol#
End Sub . :

Private Sub SpinButton10_SpiaUUp()
InjVolt# = Vak(Text1(10). Text)
InjVol# = InjVol + 0.005

I InjVol# > 1 Then
InjVolé = 1
End If
Textl{10).Text = InjVol¥
End Sub

‘Apresentagiio da vaziio da bombe peristditica
Private Sub SpinButton11_SpinDown()-
FlowRated = Val{Text1{11).Text)
FlowRute# = FlowRate# - 0.1
I FiowRate# < 0.5 Then
" FlowRate# = 0.5
Boep
End If
Textl(11).Text = FlowRate#

. End Sub

Private Sub SpinButton13_SpinUp()
FlowRste# = Val(Text1(11).Text)
FlowRatc# = FlowRate# + 0.1
If FlowRate# > S Then

FlowRatedt = §
~ Beep
End if
Textl(11).Text = FlowRate#

End Sub ‘

Public Sub SelecionarAgitador)
Select Case Text1(8). Text = StirrerRate%

Case StirerRate% > 650

. StirrerRate% = (StirrerRate™ - 1933.3) / -16.6

response = MsgBox("Select the Knob at 651", 0 + 48,
"Message"}
Case StirrerRate% > 350 And StirrerRate% < 650
StimeRate¥ = (StirrerRate® - 1733.3) / -16.6
response = MsgBox("Select the Knob at 601", 0 + 48,
"Message")
Cage StirrerRate?t > 150 And StirrerRates < 350
StimerRate? = (StirrerRate?s - 1533.3) /-16.6
resporse = MsgBox("Select the Knob at 501, 0 + 48,
“Message”)
Casc StimerRate% < 150
StirrerRate?% = (StirrerRate?6 - 1433.3) 7 -16.6
response = MagBox("Select the Knob at 401", 0 + 48,
“Message")
End Select
End Sub
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Global Const Tmin = 0, NumberVariavel = 11

Global Const MB_YESNO=4, MB_ICONQUESTION=32,
IDNO = 7, MB_DEFBUTTON2 = 256

" Giobal . FileName As String ' Esta varidvel contém
informaptes para abrir ¢ fechar arquivos.

Giohel Pactor®, CicloCorrigido 60Hz#, Ciclo_i#

Global Tempo(8000), PotencialMedio(8000) As Double

Global TempoElectrodeA(8000), TempoElectrodeB(3000), |

TempoElectrodeC(8000), TempoElectrodeD(8000) As
Double

Global! PotencialElectrodeA(8000),
PotencialElectrodeB(3000), PotencialElectrodeC(8000),
PotencialFlectrodeD(3000) As Doable

Gioba! SempTime%, Duration%, Period#, Average%,
- Emin%, Emax%, Temperature%

Global StirrerRate%, InjDist%, InjVol#, FlowRate#
Global Cont%, Contador%, ContElectrodeA%,
ContElectrodeB%, ContElectrodeC'%, ContElectrodeD%
Global NumberElectrode?, NumberEloctrodelticial%,
NumberElectrodeFinal%, Temporizador; SomaPotencial¥,
ValorPotencial

Global ValorS, Valors, Textod, TextoS, Textos, Texto?,
Chexuel, Cheque2, Cheque3, Chequed As String
Global Amostrugem, Duracao, Periodo, Media,
PotencialMin, PotencialMax, Temperatura As String

Global ~VelocidadeAgitacao, InjetorDistancia,.

Vehmncinjecao, Vazao As String

Giobal Velocidedelnjecao(3) As String

Global Temporiza,  TempoA(8000), TempoB(8000),
TempoC(8000), TempoX8000), PotencialA(8000),
PotencialB(8000), PotencialC(3000), PotencialD(8000) As
String

‘Declaragiio da biblioteca DLL para acionar 0s comandos de
entrads (inp) ¢ saida (out) de dados:

INP £ para ler uma porta de entrada (input port) vide Manuat
Muhti-Fenction Dats Acquisition Card), pg 36

‘Declare Inp and Out for port VO

Public Declers Function INP Lib "inpout32.dil" _

Alias "Top32" (ByVal PortAddress As Integer) As Integer

*OUT é para escrever numa porte de saida (output port) vide |

Manual Muhti-Fupction Data Acquisition Card), pg 36
Public Declare Sub OUT Lib "inpout32.dil* _

Alias "Out32" (ByVal PortAdkiress As Integes, ByVal Value
As Integer)

Public Sub AbrisFile(FileName As String)
Form1.Caption = "Potentiometric Analysis: * '+ FileName

Software de Controle em VISUAL BASIC: Codigo do Arquivo *.bas (Module 1). _ 185

Open FileName For Input As #2
Line Input #2, Valors
Line Input #2, Valort
. Line Input #2, Textod
Line Input #2, Texto5
. Line Inpust #2, Textob
Line Input #2, Texto?
Line Input #2, Chequel
Line Input #2, Cheque3
Line Input #2, Chequed
Line Input #2, Amostragem
Line Inpuat #2, Duracao
Line Inpat #2, Periodo
Line Input #2, Media
Line Input #2, PotencialMin
Line Fnput #2, PotencialMax
Line Input #2, Temperatura
Line Input #2, VelocidadeAgitacao
Line Input #2, Velocidadeinjecao(0)
Line Input #2, InjetorDistancia
Line Input #2, Volumelnjecao
Line Input #2, Vazno
Contador¥ = 0
Do While Not EOF(2) 7
_ input #2, TempoA(Contador?),
PotencialA(Contador%), TempoB{Contador%),
PotencialB{Contador%), TempoC(Contador%),
PotencialC{Contador%), TempoD(Contador%),
PotencialD{Contsdor?$)
Contador¥s = Contador% + 1
Loop
Close #2
EndSub
Public Sub FecharFilePOT(FileName As String)
If Dir(FileName) < ** Then ‘
response = MsgBox("Overwrite existing file?",
MB_YESNO + MB_ICONQUESTION +

' MB_DEFBUTTON?, "Message")

If response = IDNO Then Exit Sub
End if
Open FileName For Output As #2

'Salva os parimetros de execuclo da andlise
Print #2, Valor$
Print #2, Valor6
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Print #2, Textod
Print #2, TextoS
Print #2, Texio6
Print #2, Texto?
Print #2, Cheguel
Print #2, Cheque?
Prist #2, Cheque3.
Print #2, Duration%
Print #2, Period#
Print #2, Average¥
Print #2, Emin%
Print #2, Emax
Print #2, Temperature¥s
Print #2, StimerRate’e
Print #2, Velocidadeinjecan(0)
Print #2, InDist%
Print #2, InjVol#
Prinmt #2, FlowRate#
*Salva 0s dados de aguisicho
Forj=0 To Cont% - |

Write #2, TempoElectrodeA()),

- PotencialElectrodeA()), TempoElectrodeB(j),

PoteacialElectrodeB(j), TempoElectrodeC(j),
PotencialElectrodeC(j), TempoElectrodeD(j),
PotencialElectrodeD(G)
Nextj
Close #2
FileName = UCase(FileName)
_Forml.Caption = "Potentiometric Analysis: " +
FileName
End Sub
Public Sub FechmFileASC(FllcName As String)
If Din(FileName) < *" Then
_ " response = MagBox("Overwrite existing file?",
MB_YESNO + MB_ICONQUESTION +
MB_DEFBUTTON, "Message™)
If response = IDNO Then Exit Sub
End If
Open FileName For Output As #3
"Esta rotina deverd saivar somente os dados de aquisicho
Forn=0ToCont%-1 '
Print #3, TempoElectrodeA(n), PotencialElectrodeA(n),

TempoElectrodeB(n), PotencialElectrodeB(n),

TempoElectrodeC(n), PotenciaiElectrodeC(n),

TempoElectrodeD(n), PotenciaiElectrodeld(n)
Nextn
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Close #3

FileName = UCase(FileName)
Form}.Caption. = wwﬂa "+

‘FileName

Ead Sub

-NomeArguivo = "Baclap”

FileBackup = NmAmﬂvo&."hk!‘

Open FileBackap For Ouiput As #4

Printid, ™

Close #4
End Sub
Public Sub Backup() :
NomeArquivo = “Backup”

FileBackup = NomeArguivo & *.bki"™

Open FileBackup For Append As #4

Print #4, TempoElectrodeA(ContElectrodeA’s),

PotencialElectrodeA(ContElectrodeAN),
TempoElectrodeB{ContElectrodeB %),
PotencialElectrodeB(ContElectrodeB%),

TempoElectrodeC(ContElectrodeC%),

PotenciaiElectrodeC(ContElectrodeC%),
TempoElecirodeD{ContElectrodeD%),
PotencialElectrodeD(Contilectrodel)%6)
Closc#t4
End Sub
Public Sub Calibracao()
ti#=Timer
teat;
Tok = Timer
¥ To# = 6% Then GoTo test
For j = 1 To 300000
Next
Te# = Timer - Te#
¥ = (2 / Te#) * 300000
"A#=Timer
cal:
= Thoer
If th = A# Then GoTo cal
Forj=1Ton# '
Next
th = Timer - t
Foctork = xgf / (F * 1000)
Ciclo_1#=1/Factor
CicloCorrigido 60Hz# = Ciclo_1# * 16.6

End Sub
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A Fig. A3.1 mostraamtetfaeegréﬁcadosoﬁwm'eemVISUALBASlC onde ¢ controlado a
velocidade do motor de agitagfio, a selegio e comutagio dos eletrodos e aguisiclio de dados, bem
-mmoommldepadr&esemos&asohdopmadﬁammaqﬁosnmﬂtﬁmdedmbemﬁsmom
beb:dasmotbumsusadoparaavaharosrstema.Foxobservadoquenﬁohouve significativa diferenca
entre os valores de potencial adquiridos pela placa de aquisigéio € o apresentado no “display” do
pi/Anatisador de fons. A diferenca foi sempre inferiora 3 mV. |

Fig. A3.1 Interface grifica do software eisborado em VISUAL BASIC pars controle do sistema multi-
componente, bem como os sinais potenciométricos obtidos pars as medidas de padries e amostras
de cloreto (A) ¢ potdssio (B) com eletrodos jon-seletivo. Concentraclio dos padrdes (mol L) ¢
smostras (diluidas 10 vezes) da esquerda pars direita: 1,0¢10°%; 1,0x107; 1,0x10% 1,0x10%; #1;
#2. Velocidade de agitaclio: 300 rpm.

A regressiio linear obtida com os eletrodos de cloreto ¢ potassio para a faixa de calibraglo
{1,010 a 1,0x10" mol L) foram, respectivamente:
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AE = (321 1)+ (56,31 0,5)p[CI"] (A31)
onde r=0,99991; EDPR = 1,22, N =4,

AE = (1181 2)- (56,1 OB)pK*] (A32)
onde r = 0,9998; EDPR = 1,79: N =4,

Os resultados obtidos na determinacfio de cloreto ¢ potéssio em bebidas isotdnicas usando o
mmwmmeomammM&me
A3l Nﬁohwvemgmﬁcaﬁvad:femgaenﬂeométododem&r&mmeopmpom considerando o
mmmdamm&mmnmmmmmfmwﬁes,m
Mm(Ceﬂmmsehpﬁms,porémmnhumamﬁmmﬁmm

Naturalmente, ousodomﬁemmlﬂucompmﬁemmmdemmpme
i mme&omm&mpodemﬁhse,mdasleﬂmasdomm%smmhzadas |
seqliencialmente. ]ﬂoommdevﬁowganhodewmpommmmmmwlmdem
sohwiopuhﬂo;levandommduwﬁootempowqumdopmamhmmmedﬂas
potenciométricas individualmente,

E importante lembrar que o sistema multi-componente elsborado permite o uso de quatro
| mwmmMmemom&Mmm
pdaadlqﬁodemmsmebave-mﬂégm(moummqmaplacadeaqmmﬁomm
disponivel quatro canais de saida digital. Além disto ¢ possivel usar o sistema proposto com o
wﬁwmmﬂmMme&nm&nﬁmmmFlAemA.

Tabels A3.1 mmmﬁmmmmdecmemmm .
mﬁﬁnmsusmdomconjmdeeleﬂodosion-sdeuvowmomm

- componente proposto. . -
Amostras  Titulagho Potenciométrica - andec‘hm Conjunto de eletrodos fon-seletivo
- (mg CI7100 mL) (mg K'/100 mL) , (mg /100 mL)
#1 47,5¢0,5» (1522)° @53y (172
n (104 204y B Gle3y. 112609° (344)

*Estimativa do desvio padriic pars a média d¢ duss Gererminag0es,
* Estimado por propagaciio de erro.
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- OBS: A estimativa do desvio padsSo correspode & um nivel de confianca de 68%.
A4.2  Método dos Minimos Quodredos™

* A42.1 Estimative do Desvio Padrio da Reta

T ()- () (Zy)
{zy _(Z)][ [}:x Q;L] ]

(A4.3)
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- A423 &MM&McaWndﬂmmm

) (E )
a= [Z ([;):i_n;i ] (a4 EDPa- T%f? (A4.6)

A4.24 Cocficiente Linear da Reta ¢ 8 Estimativa do sen Desvio Padrilo

b=y-axx (A4.7T) EDPb = EDPx J (A4.8)

p) (x T3

| A43  Propagachio de Erro em Célcuios Aritméticos™

 A43.1 - Adicho on Subtracho

X .fz__ fg. A :
y=a* P (A4.11)

Ad3.4 Logaritmo

y=logea - s, = 0,434—21 (Ad.12)
- A44.1 Célcalo do Efeiso Principal (4 ou Bon ©).
EP=y -y. (A4.13)

BA, Be(.:slons‘wiiveisem. ,
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A4.4.2 Céicxlo do Efeito de Interacho (AxBouBxConAxBxC)
El=y -y . {(A4.14)

*A, B ¢ C sllo as variéveis estudadas.

A3 Estimativa da Varidncla do Experimento

VXS4 VX BtV X5
Ev:.l 1 2 ‘é. 2 i (A4.15)
Kttty
onde,_-gé'ooonjuﬁqdas-eondiqﬁaexpaimem;is;, .
8, ¢ & estimativa do desvio padriio entre as replicatas;
v, = n; - 1 é o grau de liberdade, sendo n, o nimero de replicatas.

AdAA4 Estimative da Varidncis do Efeito

4 |
Voo = 7% Vap  (A%:16)
onde, N é o ndmero total de expmmemos feitos, incluindo as replicatas.
4445 Cdlculo do Erro Padrito do Efelto

= Vg (A41D)
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