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RESUMO

Foi desenvolvido um procedimento para a determinacido es-
pectrofotométrica de boro usando a técnica de anidlise em fluxo con
tinuo monossegmentado (AFCM) e o reagente colorimétrico azometi-
na-H. Sob as condigcoes experimentais de rotina, a curva analitica
€ linear até 4,00 ug mi~t. 0 limite de deteccao encontrado foi de

1

0,02 ug m1™~, calculado a partir do desvio padrdo do sinal do bran

co, considerando a razao sinal-ruido igual a trés. Como o ciclo
debinjegéo e completado em 30s, a velocidade de amostragem € de
120-"1. Os elementos interferentes, comumente presentes nas plan
tas, foram investigados sob as condigdes dinamicas do método de
AFCM. Como esperado, ferro e cobre apresentam as interferéncias
mais significativas. Neste método de AFCM para a determinacao de
boro foram empregadas amostras testadas pelo "Plant Sample Exchan
ge Programme' (PSEP) da Universidade de Wageningen; Os resulta-
dos obtidos foram comparados favoravelmente com aqueles observa-

dos pelo procedimento estatico convencional bem como com aqueles

publicados pelo PSEP.



ABSTRACT

A monosegmented continuous flow analysis (MCFA) procedure
for the spectrophotdmetric détermination of boron using azomethine
-H as color reagente is presented. Under the éxperimental condi-
tions described the analytiéal curve is linear up to 4.00 ug ml-l.
The detection limit found is 0.02 g ml"l, calculated from three

times the standard deviation of the blank s‘ignal. As the injec-
tion cycle is completed in 30s, the atual sampling rate is 120h7 1,
The common interfering elements present in plants were investiga-
ted under the dynamic‘MCFA conditions. As expected, iron and
copper present the most severe interferences. This MCFA method
for boron.determination was used with test samples from the Plant
Sample Exchange Programme (PSEP) of the Wageningen Agricultural
~University. The results compared favourably with those obtained
by the convéntional static procedure as well as those published

by the PSEP.
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CAPTTULO 1

INTRODUCAO

O boro foi descoberto por Sir Humphry Davy e por Gay

L)

Lussac e Thenar Este elemento nao € encontrado livre na na-

tureza. Em rochas este elemento se apresenta sob formas quimicas
associadas, sendo portanto um eiemento 1itofilo.

Estima-se que a crosta terrestre seja constituida de
aproximadamente 0,001% de boro, que também & encontrado na dgua
do mar em concentracdes reiativamente altas (em torno de 4,6 ug
g“l)(z), sendo portanto considerado um elemento geoquimicamente
movel. A abundancia natural das formas isotdpicas do boro & de
19,78% para o isdtopo 5BIO e 80,22% para o isdtopo 5Bll.

Em geral o boro se apresenta naturalmente em combinacio

com o oxigénio, isto provavelmente ocorre porque o boro possui pe

queno raio ionico (0,23 R), alta densidade de carga e forte ten-
(3)

déncia a ligar-se covalentemente Quimicamente as formas'exig
tentes na natureza sio os boratos ou seus derivados anionicos.
‘Nos solos neutros predomina a forma H;BO (acido borico) e em so-
los com pH acima de 9,2, ou seja os solos alcalinos, o boro se
apresenta sob-a forma de ions borato, H,BO (43

Atualmente o boro € explorado comercialmente em acumu-
lacoes de boratos hidratados, formados péla evaporacao de lagos

salgados ou da agua do mar, ou ainda em acumulacdes encontradas

em regioes onde ha atividade vulcanica ou tenha ocorrido este ti



y (0,

" po de fenomeno durantea era Cenozdica (*

A extracdo do boro & feita a partir dos minerais da sé-
rie do borax: o borax propriamente dito, Na28407.10H20; a kernita,
N32B407.4H20 e a trincalconita, NazB4O7.5H20, que sao os minerais
de maior viabilidade econdmica.

0 elemento boro apresenta caracteristicas Opticas inte-
ressantes, como por exemplo, a capacidade de transmissao de algu-
mas faixas‘da radiacao infravermelho. A ulexita, NaCaBSOQ.SHZO,

- . - . . 1
e considerada a versao natural das fibras optlcas( ).

Este elemento apresenta baixa condutividade elétrica 2
temperatura ambiente, porém observa-se um aumento na sua conduti-
vidade el€trica conforme se eleva a temperatura(l).

Considera-se o boro um dos mais importantes agentes do-

(1)

pantes em materiais semicondutores , Nos quéis € incorporado tan-
t0 no seu estado eletri;amente ativo como no seu estado eletrica-
mente inativo. A concentracdo total do estado eletricamente ati-
Vo tem‘grande influéncia na corrente maxima Conduzida pelo mate-~
rial e sua distribui¢ao define o ganho do transistor, enquanto
que a fracao inativa afeta o processo de difusao atraves da forma
caodo ”cﬁuéte&”(ﬁ).

Nas indlstrias metaldrgicas o boro tem sido largamente
‘utilizado (com concentrac¢des variaveis entre 0,001% e 0,005%) com
a finalidade de aumentar a dureza do ago(z). Tem havido atualmen

te demanda com relacdao ds fibras de boro, que possuem alta resis-

tencia e baixo peso e estdo sendo muito empregadas em estruturas

(*) Era Cenozodlea: era croncligica que se caracteriza pela extin-
cao dos neptis gigantes, por notdvel desenvoluimento dos ver.-
Lebrados ¢ pelo aparecdmento do Homem no altimo perlodo desta

ena !l



(1)

.aeronespaciais .

Quando impuro,o boro € denominado amorfo e se apresenta
sob forma de um pd castanho escuro, com uma composicdo entre 90 e
.92% em boro. O boro amorfo & comumente usado em espetaculos piro
técnicos com a finalidade de produzir a cor verde, bem como para
promover a ignicao dos roj663(1).

0 isotopo do boro pode ser empregado como absorvedor
de néutrons em reatores nucleares devido a grande seccio de choque

deste isétopocz)“

Os compostos de boro, principalmente o borax, tém gran-
de aplicacao nas industrias de ceramicas para a manufatura de vi-

(2)

dros de borossilicato Os O0xidos de boro nestes vidros influen
ciam o Indice de refracdo e o coeficiente de expansio.

0 acido borico € também usado como adstringente, anti-
séptico e desinfetante de moderada toxicidade, além de ser empre-
gado no recobrimento de madeiras para a protecdo contra as intem-
.péries, na prevencaoc de incéndios e como agente antifﬁngico(7).

Por apresentar propriedades de desinfetante, o borax &
usado como compohente para assepsia bucaliz).

O boro nao e considerado toxico, porém a assimilacio de
seus compostos pode apresentar um efeito cumulativo nos seres hu-
manos (7, A ingestdo acidental de acido borico tem sido a causa
de envenenamento fatal em criancas. A dose letal estimada para
adultos & de 15 a 20 gramas(2’7) do acido.

0 elemento boro se encontra distribuido por todos. os te-
cidos e orgaos dos seres vivos em concentracoes baixas e algumas
vezes nos ossos. Entretanto nao se conhece sua funcido nos orga-
nismos dos animais(g). Como tentativa de se descobrir a funciao

deste elemento nos animais, administraram dietas ricas e defi-

cientes de boro em cobaias, que se desenvolveram e se reproduzi-



ram normalmente, nao evidenciando portanto qualquer efeito nota-
vel(g).

Apesar de ndo se ter estabelecido ainda nenhuma funcdo
deste clemento nos organismos dos animais, estudos recentes tém in
dicado a necessidade do boro como nutriente essencial ao crescimen
to das plantas. Sua essencialidade esti estritamente relacionada
a atividade dos meristemas(g}.

Se por um lado o boro e, aparentemente, bem tolerado pe-

los animais, o excesso ou deficiéncia deste elemento causa sérios

danos as plantas, podendo comprometer gravemente a produtividade
de uma cultura. A faixa de conéentragéo do boro nas plantas é da
ordem de alguns microgramas por grama (ppm)(lo), com um intervalo
de concentracao relativamente pequeno entre niveis considerados de
ficiente e tdxico.

Assim sendo, a analise quimica de plantas e solos tem um
papel de extrema importancia no controle da produtividade de uma .
determinada cultura. Para este controle & necessario um grande nu
mero de analises. Deste forma, os laboratdrios necessitam de pro
éessos-répidos, simples, confiaveis e de baixo custo, de modo a
viabilizar um controle coﬁtinuo e'adequado do conteudo de boro
nestas matrizes.

Considerando-se os divefsogrmétodos de determinacio de
‘boro em plantas ja descritos na literatura, o espectrofotométri-
co(l} tem sido o mais utilizado em trabalhos de rotina.

Dentre os métodos espectrofotométricos, os procedimen-

tos que utilizam o reagente colorimétrico azometina-H, se encon-

tram atualmente em maior evidéncia, tanto em procedimentos estati
cos convencionais como sob condicdes dindmicas de anialise em flu-
xo continuo. Das técnicas de anidlise em fluxo continuo, o método

de andlise em fluxo continuo monossegmentado (AFCM), recentemente



descrito na literatura(ll), mostrou ser potencialmente Util na de

terminacao de boro, razdo pela qual avaliou-se a sua aplicacgao na

andlise rotineira deste elemento, usando como reagente colorimétri

€o a azometina-H. Os resultados obtidos resultaram nesta tese.



CAPITULO II

REVISAC BIBLIOGRAFICA

IT.1. IMPORTANCIA DO BORO NAS PLANTAS

O Homem, em comum a todos os outros animais, depende das

plantas para provisao de sua alimentacao. O Homem primitivo obti
nha seus alimentos das plantas silvestres, diretamente pela inges
tao das folhas, frutos ou raizes, ou, indiretamente, pela caca de
outros animails que haviam se alimeﬁtado de plantas.

Um dos primeiros passos da civilizacao ocorreu quando o
homem aprendeu a domesticar os animais ¢ a cultivar as plantas.

Inicialmente as plantas eram cultivadas em um ambiente
improvisado, no qual a ferfilidade do solo era melhorada pela in-
corpora§§o de fertilizante animal.

0 rapido crescimento da populacio mundial acarretou uma
necessidade de se aumentar a producao de alimentos basicos, de mo
do que passou-se a suprir os solos com nutrientes, através do uso
frequente e continuado de fertilizantes quimicos no lugar do fer-
tilizante animal.

Dentre os diversos mutrientes requeridos pelos vegetais,
o boro € um dos mais importante para o desenvolvimento das plan-

tas.

Apesar'dé varios pesquisadores(lz’ls)

terem comprovado,
ha muito tempo atrds, a existéncia do boro e do acido bdrico em

diversas plantas, somente em 1927, o boro foi realmente considera



do um micronutriente essencial, baseado no trabalho desenvolvido
por Sommer(la).
Todas as pléntas necessitam de boro, porém apresentam
consideraveis variacdes no que diz respeito aos niveis de deficien
cia ¢ tolerancia a este elemento.

A absorcao do borQ pelas plantas varia com o genStipo(g).
Em geral as monocotiledﬁneas(*)'necessitam de menor quantidade de

. * % - . -~ -
boro do que as dicotiledoneas( ), porque estas ultimas tem raizes

com alta capacidade de absorcao desse elemento,

A funcio do boro no metabolismo das plantas vem sendo es
tudado ha mais de 70 anos e dufante este tempo varias hipdteses e
muita polémica tém sido 1evantada5(9’10’16’17).

Provavelmente o boro & ébsorvido pelas plantas como aci-

(16), através de um processo

do borico monomérico, nio dissociado
ainda nao compreendido. Existem coﬁtrovérsias quanto ao tipo de
mecanismo de absorcio.

Nas raizes, o boro se encontra principalmente ligado nos
espagos livres de agua ou, reversivelmente, aos complexos de polis
sacarideos, nas paredes das células ). Unma outra hipétese indica
que a absorcao do boro esfé relacionada a algumrtipo de associacio
deste elemento com outros fons no substrato nutriente. Reeve e

Shive(18) demonstraram que uma baixa Concentragéo de calcio ou po

‘tassio no substrato nutriente, causa uma baixa tolerancia ao boro,

(*)  Monocotiledinea: planta {ou grupo de plantas) que produz §Lo
hed e cufas sementes possuem um 55 cotilZdone, que sao as fo

Lhas embnionﬁniaa(Ig).

(**) DPicotiledinea: planta (ou grupo de plantas) que produz §Lones

e cufas sementes possuem dois coiéﬂédoneétls).



-enquanto que as plantas com grande disponibilidade destes elemen-
tos necessitam também de maior teor de boro.

0 fato do boro ser considerado essencial somente as plan
"tas superiores, levou Rajaratnan ataaaﬁlﬁ) a sugerirem que o papel
principal deste elemento no metabolismo das plantas esta associado
a biossintese de flavonaides(*). Estes compostos sdo encontrados
apenas nas plantas superiores. Neste estudo observa-se também que
‘as plantas com deficiéncia de boro apresentam acumulacio de compos
tos fenéliéos,c)queindica a necessidade do boro na polimerizacio

('k*) '

da lignina

Entretanto € dificil conciliar todos os efeitos apresen-
tados pela deficiéncia de boro com o metabolismo fenolico, particu
larmente quando nao se observam alteracdes nos niveis desses compos
tos e a planta se encontra deficiente em boro(gj.

Uma das hipdoteses mais persistentes sobre a funcido bio-
quimica do boro nas plantas, & a relacio aciicar-boro, cujo papel
&este'elemento seria o de facilitar o transporte dos aclcares
atraves das membranas. Esta idéia baseia-se na tendéncia do acido
borico em formar complexos "edls-diois in uiina”clg), exemplifica-
dos na figura I1.1.

Sugeriu-se,portanto, que o complexo aclicar-borato pode

(*)  Flavonoides: s&o compostos aromdticos que contim oxigénio.
Pigmentos distnibuldos nas plantas superiohes s0b as cones

amarela, vermelha e azul e nas fLores e ﬁ&utaé(TS}.

(**) Lignina: substancia que impregna a parede celulisica em cet-
1o fecddos, exiremamente nesistente a agentes quimicos e a
michoohganismos e de natureza quimica Lmpenfeitfamente conhe

cida"g,.
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Figura ITI.1: Ilustracao das interacoes tipo "cis-diois in

uit&o"(z’lg)

ser transportado através da membrana celular mais facilmente do gue
as moléculas de aclcar. A confirmacio desta hipotese foi feita
através de observacio dos pontos de crescimento das plantas. Quan
do a nutricdo de boro & adequada, observa-se um gradiente em fa-
vor da translocacdo do aglicar, enquanto que uma nutricdo deficien
te nao favofece este processo(lﬁ).

Atualmente existem evidéncias de que a auséncia de acl-
cares, nas folhas deficientes em boro; esta mais relacionada 3 re
ducao da utilizacao dos aclicares nos meristemas(*) € na regulagenm

da membrana para o transporte de aclUcares através da folha, do

que com a atividade do'sistema de transporte em si(g).
Dentre os estudos recentes(g’zo), nota-se a tendéncia

de relacionar o boro rigorosamente a atividade dos meristemas,

(*) Merdisema: tecido vivo, ndo diferenciado ainda, que tem capa-

cidade de multiplicar-se por divisio de suas celulas, foaman-

do outhos tecidolls)‘
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principalmente dos meristemas apicais(*). Sob condicoes de defi-
ciéncia de boro, a divisdo celular ndo se processa satisfatoria-
mente, o QUe.resulta num crescimento irregular e incompleto das
folhas, devido a degeneracdo e desorganizacido dos tecidos ao re-
dor do meristema apical. Porém a causa basica deste efeito nido &
compreéndida.

Cohen e Lepper(21)

estabeleceram que os primeiros sinto
mas ‘apresentados pela deficiéncia de boro eram a interrupcio do

alongamento das raizes. Esta interrupcdo é provavelmente causada

pela ausencia da divisio celular nos meristemas, provocando tam-
bém, a interrupcdo da sintese do DNA (dcido desoxirribonucleico).
Estés autores sugeriram,entao, que o boro deve fazer parte de um
mecanismo regulador intracelular para a divisdo nos tecidos meris
tematicos.

Atualmente hd evidéncias da -essencialidade do boro na
fixacao adequada das sementes e no desenvolvimento dos frutos,
sendo que as anomalias destes sao consideradas caracteristicas da
sindrome da deficiéncia de boro(g).

Outros estudos relacionaram o0 boro ao metabolismo dos
acidos nucléicos, onde este elemento influencia a incorporacgao do
fosforo junto ao RNA (dcido ribonucleico) e pNA (),

Nota-se que as plantas normalmente apresentam um aumen-
to da resistencia a doencas, apbs a aplicacido de boro(g).

Talvez a maior.dﬁvida existente quanto a funcao do boro

como micronutriente, resida no fato deste elemento niaoc entrar na

composicao de nenhuma enzima, como ocorre com os demais nutrien-

tes das plantas.

(*) Apical: refative ao &pice(ls).
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Os primeiros estagios da deficiéncia do boro nas cultu-
ras nao podem ser facilmente diagnosticados. Em geral, s6 & possi
vel diagnosticar sua deficiencia quando as plantas ja se encontram
‘bem danificadas.

Entretanto, como os sintomas associados a deficiéncia de
boro sao muitas vezes confundidos com os causados por insetos ou

(9)

viroses » deve-se acompanhar a cultura com andlises periddicas
de solo e folhas, para se comprovar a deficiéncia de boro e elimi-

nar outras hipoteses.

Os sintomas externos desta deficiéncia aparecem em dife-
rentes partes da planta e sdo encontrados em diversas especies de
cultura. As folhas mais jovens sao as primeiras a serem afetadas.
A falta de boro torna as folhas deformadas, espessas, quebradicas,
frisadas, enrugadas, murchas e com manchas clorﬁticas(lo). Os pon
tos de crescimento apresentam necroses e a formacao dos frutos é
irregular, resultando em frutos deformados.
| | A toxicidgde do boro representa um grave problema em mui
tas areas de agricultura, principalmente em regiSes dridas, que ge
ralmente apresentam solos com grande conteldo de boro. Outra area
também afetada saoc os solos irrigados com agua contendo alto teor
de boro, na forma natural ou devido ao crescente uso deste elemen
to em materiais de limpeza e em processos industriais. Desta for
ma a aplicacao deste elemento nos solos através de fertilizantes,
torna-se bastante critica. |

Os sintomas visuais do excesso de boro apresentado pe-

las plantas podem ser facilmente identificados nos estagios ini-
ciais, ao contrario dos sintomas da deficiéncia. O primeiro sin-
toma € mostrado pelo amarelamento das extremidades das folhas(lo).

A distribuicao do boro nas folhas e os sintomas da toxi
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cidade por este apresentado estdo relacionados & venagéo(f), su-
pondo-se que o boro & transportado pelo fluido da transpiracao e
concentrado nas bofdas das folhas quando a agua é evaporada(zz).

Nos estagios mais agudos, o excesso produz uma necrose
progressiva das folhas, amarelando as extremidades e bordas e di-
fundindo ate¢ a nervura central. As extremidades e Bordas das fo-
lhas parecem queimadas e mais tarde toda a folha seri envolvida
(22)

até a sua queda prematura

Entretanto como estes sintomas podem ser provocados por

outras causas, o diagnostico de excesso de boro também so pode

ser confirmado atraves da analise quimica das folhas e solos.

II.2. METODOS DE ANALISE DE BORO

Varios métodos tém sido propostos e descritos na litera
tura como adequados a determinagido quantitativa de boro em dife-
rentes matrizes. Esses diversos métodos se diferenciam quanto a
faixa util de concentracio, quanto a especificidade e, finalmente,

- . (2)
quanto a origem das amostras .
. . (23)

Um estudo interlaboratorial, relatado por Watson ,
indicou que as dificuldades encontradas na execucdo de anilises de
boro em comparacdo a outros elementos, sao refletidas pela grande
gama de resultados observados.,

Como o interesse deste trabalho esti direcionado para a

(*) Venacdo: distribuicdoc das nervuras nas folhas ou orgdos folia

CQO&S{TS}.
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analise de boro em plantas, e sabendo-se que neste caso as concen-
tragoes encontradas apresentam-se, em geral, na faixa de 10 a 100

(2’9), 0s procedimentos

mg de boro por quilograma do material seco
mais adequados e melhor aplicaveis a este tipo de determinacio

~ s e = - (2)
sao, consequentemente, os colorimetricos e os espectrograficos .

II.2.1. Métodos Espectrogrificos de Emissdo

0 método espectrografico de emissdo & um procedimento

multielémentar de analise e se baseia no fato de que cada elemen-
to em seu estado de vapor, quando adequadamente excitado, emite

um espectro caracteristico. A excitacdo pode ser feita, principal
mente, através de chama, de arco ("a4e") e de centelha (Mspank™),
dentre outras. A radiacao emitida € analisada em um espectrogra-
fo, considerando-se os comprimentos de onda caracteristicos dos
componentes de interesse; O registro do espectro pode ser feito
fotograficamente ou fotoeletricamente.

As 1inhaé espectrais sao propriedades de cada atomo e
nao sao afetadas pelo estado fisico inicial ou combinacio quimica
dos atomos. A posicdo das linhas espectrais indicam qualitativa-
mente quails os elementos presentes na matriz analisada, enquanto
que a intensidade determina a quantidade de cada um dos elementos.

0 metodo espectral & adequado a medidas de pequenas
quantidades de boro. FEm geral apreSenta boa sensibilidade (cerca
de 0,1 ppm), numa faixa de 10 a 50 ppm de boro enm peso(z). 0 bo-
ro apresénta um espectro dos mais simples e possue somente duas
linhas de emissdo espectralmente {iteis: o dublete em 2496,778 A e

2497,733 R(2)

Mathis em 1953¢2%»25) o5 oficialmente o primeiro a uti
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lizar o procedimento espectrografico de excitacio por centelha pa
ra a determinacdo simultanea de 13 elementos, inclusive o boro, em
Cinzas de plantas. Entretanto, em 1948, Smith et agis(29) ja ha-
viam empregado o método espectrografico, por excitacio com arco de
corrente continua na anilise de boro, com estimativas quanto as con
centracoes de potassio, magnésio e manganes.

A leitura dlreta da emissdao por exc1tagao por centelha,
€ algumas vezes limitada ao tipo de amostra (se solida ou l1iquida)

e, em anallses multlelementares a concentracao de outros elemen-

tos, pode ser alterada durante o processo de excitacao.

Os métodos espectrogrificos de emissao sao,geralmente,
mais rdapidos e menos afetados por interferentes que os colorimétri
cos. Porém, a precisio e a exatidao deste método, que podem che-
gar a 10% nos procedimentos quantitativos, s3o em muitos casos in
feriores ao colorimétrico, dependendo do elemento e da sua concen
tracao na matriz anallsada(z)

O ferro, que apresenta a linha de emisséo‘em 2497 ,82 K(Zl
portanto muito pr6xima das linhas do boro (2496,778 e 2497,733 ﬁ),
provoca uma séria interferéncia na determinacdo deste elemento.
Desta forma torna-se necessario, na maioria das vezes, a remocio
prévia do ferro nas amostras contendo boro.

Recentemente a espectroscopia de emissio atdmica em plas
ma indutivamente acoplado (ICP-AES) tem sido usada em determina-
coes de boro em plantas e solos, apresentando bons resultados(27’28).
Esse sistema de emissio en piasma ¢ bem mais adaptavel ao uso en
analise de amostras de diferentes matrizes, apresentando uma fai-

Xa de concentracdo linear mais larga, que facilita tanto a anglj.

S€ em concentragoes altas como baixas, de um mesmo elemento(zgj.
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IT.2.2. Metodos Colorimétricos Convencionais

Ha pelo menos 40 anos, uma grande quantidade de pesqui-
sas. tem sido feitas no sentido de se desenvolver reagentes mais
sensiveis e especificos para a determinagao espectrofotométrica de
boro.

A escolha de um reagente colorimétrico especifico & de-
terminada por uma série de fatores como: a sensibilidade apresen-

tada, a facilidade de manipulacdo, a interferéncia de outros ele-

mentos ¢ o conhecimento das condicoes 6timas para o melhor desen-
volvimento da cor.

A maioria dos métodos colorimétricos usados na deteccgao
e determinagao de boro se baseia na formacio de um complexo colo-
Tido, produto de uma reacdo entre o acido bérico e um reagente or
ganico. Este reagente orginico &, geralmente, um ligante bidenta
do com grupos hidroxila de carater alcodlico, fendlico ou endgli-
co(ZJ.

Alguns desses reagentes devem ser destacados, devido a
difusdo que seus métodos al;éngaram nos procedimentos de rotina,
como o azul de metileno, a quinalizarina, a curcumina e a azometi
na-H. | |

Goward e Wiederkehr(zg)

analisaram diversos reagentes
.colorimétricos (exceto a azometina-H) quanto a sensibilidade.e
outras propriedades, concluindo que o reagente azul de metileno
(tetrametiltionina) apresenta méior sensibilidade na determinacio

de boro que os demais.
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- METODO DO AZUL DE METILENO

Este mé€todo consiste na formacdo de um complexo Ion-asso
ciado entre o acido fluorobdérico (HBFé) e o reagente. O complexo
& extraido com um solvente orginico e entdo medido. colorimetrica-
mente a 658 nm(z)e A maior desvantagem deste procedimento esta na
utilizacao dos acidos suifﬁrico_ e fluoridrico concentrados, pre-

cursores da espécie HBF,. OQOutra desvantagem que levou ao abandono
_ p 4 gem q

deste método, foi a baixa reprodutibilidade obtida(g).
- METODO DA QUINALIZARINA

A quinalizarina (1,2,5,8-tetra-hidroxian-traquinona)
foi‘considerada por Goward e Wiederkehr(zg) como O reagente mais
adequado & anélise'de‘boro, por possuirem um grande ndmero de in-
formacoes sobre as melhores condicdes de reacio.

A dissolucao da quinalizarina & feita em acido sulfdri-
co concentrado com a producdo de uma coloracio violeta azulada, e
quando em presenca de acido bérico, com aquecimento, ocorre a for
macao de um complexo azul. A figura II;Z mostra a reacdo entre a
quinaliiarina e o dacido borico. O sclvente, neste caso o Acido
sulfﬁrico concentrado, funciona como agente desidratante, fazendo

com que esta reacdo de esterificacio se complete,
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Figura II.2: Reacdo entre o dcido bOrico e a quinalizarina.

As desvantagens apresentadas por este método sdo os des
vios da lei de Beer, a sobreposicdo dos espectros do reagente ¢
do complexos boro-quinalizarina, e a sensibilidade do aduto 3
égua(zg). A sensibilidade deste procedimento pode sofrer altera-
coes dependendo da concentracio do acido sulflirico, usado como de
sidratante. Tipicamente, o limite de deteccdo desta técnica &

1 de bo-

cerca de 0,1 ug ml~? de boro numa faixa de 0 a 10 ug ml1”
ro. Os ioﬁs de metais de transigao, os nitratos, o ion fluoreto
e 0s agentes oxidantes sao interferentes.

0 método da quinalizarina encontra-se descrito na lite-

ratura como o metodo oficial de analise no AQAC Official Methods

of Analysis (1984)(30) para a determinacio de boro em.plantas.
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- METODO DA CURCUMINA

0 reagente curcumina (1,7Qbis(4—hidroxiﬁS—metoxi-fenilj-
~-1,6-heptadieno-3,5-diona), cuja formula estrutural esti descrita
na figura II.3, € um corante natural que pode ser obtido por extra
cao da planta "Curcuma Lintona', ou por sintese(SI). A curcumina
& um dos reagentes mais antigos usadbs na determinacao de boro, e

apareceu pela primeira vez na literatura em 1902(2).

HO | OH
CHzO N i A OCH3
OH 0

Curcumina

Figura II.3: Fdrmula estrutural da curcumina (2’

Os métodos que usam a curcumina ﬁomo reagente colorimé-
trico podem ser divididos em dois grupos: o que usa o complexo ru
brocurcumina e o do complexo rosocianina. Ambos os complexos
apresentam uma coloracao vermelha visualmente indistinguivel, mas
sao quimicamente distintos como mostra a figura 11.4.

O complexo rubrocurcumina € formado pela reacio entre o
acido b6rico,‘§cido oxalico e a curcumina, em acido acético. Este
complexo €& extremamente sensivel a umidade, provocando uma falta

de reprodutibilidade do método.
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— ® P
HO OH HO OH
Ilii ii!! ﬂ'ii o //ii!!
HzCO NN OCHsx HaCO OCHs

0 0

0\(5)/0 HS0S N/

o Mo o7

o 0

Rosocianinag Rubrocurcuming

Figura Il.4: Férmulas estruturais dos complexos rosocianina e ru-

brocurcumina(sz).

A rosocianina € formada em solucido fortemente Acida e
praticamente isenta de dgua. Este complexo & mais estive] que a
rubrocurcumina, e apresenta uma alta absortividadé molar, aproxi-
madamente duas vezes a da rubrocurcumina, tornando-o assim, mais
adequado a andlise de boro.

A grande polémica existente na literatura em relagio a
estes complexos, levou a denominacio de ambos como "complexo bo
‘fo-curcumina”(g).

Dible et atii 3D compararam o método da curcumina ao
da quinalizarina. Segundo estes autores, a curcumina apresenta

maior sensibilidade ao boro, além de nio utilizar agentes corrosi



20

“Vos,.como no caso da quinalizarina. Porém o método da curcumina &
susceptivel @s interferéncias do ferro, molibdenio, titanio, nid-
bio, tantalo,‘zirc6nio, que também formam um complexo de coloracao
“avermelhada em contato com o reagente. Agentes oxidantes como pe-
roxido, cromato, pefmanganato, nitrito e perclorato podem evitar.
ou retardar o desenvolvimento da cor. Para contornar esses proble
mas, Wikner(33) fez uma extracdo prévia do boro utilizando o rea-
gente 2,2-dimetil-1,3-hexanodiol.

As dificuldades préaticas encontradas na execucio deste
procedimento ocasionam, invariavelmente, uma falta de reprodutibi-
lidade e consequentemente perda de exatidao do método.

Uppstrﬁm(sz)

propos uma modificacio no método da curcu-
miné, na tentativa de obter uma melhor reprodutibilidade. Este ‘au
tor optou pela complexo rosocianina por ser mais estavel com rela
¢do a hidrolise e por possuir maior absortividade molar. A pri-
meira etapa deste procedimento & a remocio da dgua usando anidrido
propianico. A solugéo resultante & mais homogénea,'necessitando
de um menor tempo de reacdo. A exatidio obtida & maiof, provavel
mente porque 0S processos exaustivos, como a evaporacao, sdo des-
necessarios. Na segunda etapa, faz-se a destruigdo do complexo
protonado interferente, usando um tampio adequado e em seguida,
procede-se as medidas espectrofotométricas do complexo rosociani-

na.

- METODO DA AZOMETINA-H

A azometina-H, cuja estrutura quimica esta descrita na

figura II.5, & atualmente o reagente mais utilizado nas determina
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coes do boro, em diferentes matrizes.

SOzH

Azometina —H

Figura II.5: Formula estrutural da azometina-H

As reacoes e propriedades da azometina-H na determinacao

(34) em 1961. Es

de boro foram inicialmente estudados por Capelle
te autor comparou-a a outros reagentes contendo os grupos imina e
ézo em meio aquoso. . Os reagentes, que contém o grupo azo, S$io co
mumente denominados de Reagentes de Korenmann(ss). Dentre estes,
Capelle considerou a azometlna H como o melhor reagente colorlme—
trico para a determinacdo de boro. F

0 reagente azometina-H ¢ o prodﬁto da condensacdoc entre
o acido 4~amino—5~hidroxim2,7~nafta1enodis$ulf6nico (acido-H) e o
aldeido salicilico. Em solucio aquosa a azometina-H se apresenta

com uma coloracdo amarela e se dissocia segundo o esquema mostra-

do na figura II.6. Quando em presenca de acido bdrico o equili-
brio descrito na figura II1.6 se desloca da direita para a esquer-
da, na direcdo da formagéoda,azometina—H, intensificando a cor

amarela. Em resumo, o dcido bdrico se comporta como um catalisa-
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dor da reacao de formacao da azometina-H(34).

SOzH

H

Oty o D

Chron Sy v g
~ O-—Ho

SOzH SOsH

Azometing~H . Acido—H Aldeido
Salicilico

Figura II.6: Reacao de dissociagao da azometina-H em solucio

aquosa(34),

Uma das vantagens mais importantes deste método € que a
reacao se processa em meio aquoso, o que proporciona maior simpli
cidade e rapidez na execucio da analise, além de apresentar boa
sensibilidade. Este procedimento esta sujeito a um menor nimero
de interferentes, quando comparado aos demais métodos anteriormen
te descritos. Entretanto a azometina-H & um reagente instavel e
deve ser cuidadosamente estocado.

Dentre os primeiroé procedimentos convencionais estati-
cos usando o reagente azometina-H, foi o pioposto por Capelle(Bé)
em 1961, para a determinacao de boro em ligas de aco. Posterior-
mente Shanina et aeii 37 fizeram um estudo sobre as melhores con
digﬁés de analise usando este método para a determinacao de boro

em compostos organicos, como boranos e borenos.

Uma revisdo de métodos colorimétricos para a determina
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cao de boro em plantas, solos e solucoes nutritivas feita por
Wolf(sg), mostrou que’ a azomefinawH € o reagente preferido aos de
mais, devido a relativa simplicidade e exatidio do método. Em se
' quéncia, Wolf(sg) acrescentou melhoramentos ao seu método otigi-
nal, descrito anteriormente. Estes dois trabalhos sao os precur-
sores para a analise de boro ém plantas, usando a azometina-H.

o 'John et atiitd0) verificaram a necessidade de mais estu
dos sobre as melhores condigOes experimentais da reacao entre a

azometina- H e o boro, tais como os fatores que afetam o desenvolvi

mento da cor e a tolerancia do procedimento a interferentes idni-
cos, comumente encontrados nas plantas.

Uma comparacdo entre o método desenvolvido por John et
(40)

alii e 0 método usando o reagente carmina %1} foi feita por

(42). Estes autores obtiveram resultados simila-

Sippola e Ervid
res para os extratos de plantas e de solos analisados.

Gaines e Mitchell(43) em 1979 propuseram uma nova técni-
ca para a extracao do boro em*ﬁlantas e desta forma, tornou-se ne
cessario estudar novamente as melhores condicoes de reacdo entre

0 boro e a azometina-H. Os resultados encontrados foram compati-

veis com os obtidos usando padroes certificados.
- OQUTROS METODOS

Alguns outros reagentes tém sido recentemente empregados.
na determinacdo espectrofotométrica de boro, tais como o cristal

(44) & o dcido 8-hidroxi-1-(2-hidroxi-l-naftilmetilenoami.

violeta
no}naftaleno-3,6-dissulfdnico (4°7 Este 0ltimo & um composto de-

rivado da azometina-H, mas sua interacio com o boro se processa
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de modo diferente. Ambos os métodos apresentam alta sensibilida-
de, porém as condigoes experimentais sdo dificeis, exaustivas e

lentas, além de sofrer a acao de um niimero maior de interferentes.

11.2.3. Métodos em Fluxo Continuo

- - * —~— - -
Atualmente os métodos automatlcos( ) sao utilizados pe- -

la maioria dos laboratdrios de analise, isto porque a analise qui

mica vem sendo cada vez mais usada como suporte técnico em diver-
sas areas, tais como a producao industrial e agricola, a medicing,
a qualidade do meioc ambiente, dentre outras. Os fatores mais sig
nificativos que contribuiram para o desenvolvimento dos métodos
automaticos foram a economia e a rapidez dos resultados obtidos.

Dentre os analisadores autométicos, 0 analisador de flu
X0 continuo se -encontra atualmente em maior destaque nos laborato-
rios de anélise(46). A analise em fluxo continuo se refere ao
processo no qual a concentracdo da espécie a ser analisada € medi
da 1n1nterruptamente num liquido carregador e pode ser d1v1d1da

em analise em fluxo continuo segmentado (AFCS) e andalise em fluxo

continuo nio segmentado.

- Analise em Fluxo ContInuo Segmentado

A analise em fluxo continuo segmentado (AFCS) foi origi

(*) A distingdo entre metodos anaﬂ&i&coa automaticos e mecan&za-

dos e discutida brevemente no ipend&ce [
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nalmente desenvolvida para analises clinicas, devido ao crescente
nimero ¢ as variedades de determinacdes nesta area. Esta técnica

foi introduzida por Skeggs(47)

em 1957, para a determinacido de
uréia e gliéose e sangue com um equipaﬁento que resultou nos sis
tema '"AutoAnalyzer" fabricado comercialmente pela Technicon Corp..
Estes autoanalisadores sio considerados os mais populares.

Apos o desenvolvimento deste sistema ("AutoAnalyzer")

uma grande variedade de métodos automatizados de analise surgiram,

ou por adaptacoes dos procedimentos manuais ja existentes ou por

técnicas inteiramente novas.

No sisfema de fluxo continuo segmentado, as amostras,
'que‘éstéo dispostas em recipientes individuais de uma bandeja
amostradora, sao sucessivamente aspiradas e transportadas por uma
bomba peristdltica, através do sistema. Entre uma amostra e outra
ha necessidade de se aspirar um fluido de lavagemn, para se evitar
possiveis intercontaminacio entre as mesmas. O fluido resultante
da amostra € entdo regularmente segmentado por bolhas de ar, as
quais sdo liberadas por outro tubo de bombeamento. Posteriormen-
te,ros reagentes sao adicionados a cada segmento de amostra. Du-
rante o percurso & possivel ﬁroceder uma série de etapas analiti-
cas reprodutiveis e totalmente automatizadas; fais como a dilui-
cao precisa da aﬁostra, a adicdao quantitativa de outros reagentes
e processos de dialise, além.de ser possivel controlar outras va-
ridveis importantes, como o tempo e temperatura de uma reacio.

A mistura da amostra com os diluéntes e reagenteé 530

feitas na andlise em fluxo continuo através de movimentos natu-

* -« . . » o~ .
rails dos fluidos, ou seja uma microcirculacio, que ocorrem devi-
do a interface liquido-gis existente nas extremidades de cada pe
queno segmento liquido. A difusao das amostras seri limitada,

evidentemente,pelo tamanho do arranjo de fluxo e pela vazao resul
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tante.
As bolhas de ar devem ser removidas antes da deteccao,

'porque a passagem das mesmas através da cela de fluxo acarreta si-
" nais indesejaveis no registro das medidas. A remocao destes seg-
mentos de ar & feita por bombeamento diferencial, onde a vazao de
entrada € maior que a vazdo que passa pela cela de fluxo. Desta
maneira os segmentos de ar sao descartados através de um tubo em
confluéncia a 900, reconstituindo-se assim em fluxo continuo. Es

ta remog¢ao, acompanhada por um tempo suficientemente longo de amos

tragem, ocasiona um estado estacionario. O estado estacionario &
obtido quando a concentracio da especie a ser determinéda se tor-
na constante-durante um certo periodo de tempo.

Nos autoanalisadores tipo "AutoAnalyser III' as leitu-

ras sao diretas(48)

, isto €, as bolhas de ar passamatravés da ce-
la de fluxo, necessitando portanto o uso de circuitos eletrdnicos
razoavelmente sofisticados para eliminar as interferéncias causa-
das ﬁelas mesmas.

A resposta do detector é registrada geralmente em um re
gistrador potenciométrico. Um sistema simples de analise em flu-
X0 multiséegmentado e uma curva tipica estio representados na fi-
gura I1I1.7.

A segmentacao nos analisadores de fluxo continuo tem co
mo objetivo a reducao da dispersao longitudinal das amostras ao
longo do sistema, preservando assim a identidade de cada amostra.

As curvas resultantes de um sistema de fluxo segmentado
se aﬁfésentam aproximadamente como uma curva de distribuicio de
Gauss. Deéta:forma, procurou-~se selecionar a dispersao com o des
vio padrao (o), cujos valores sio medidos em segundos, de uma

curva Gaussiana apropriada. Avaliou-se portanto, os valores de

o, em funcao de todas as variaveis experimentais e a relacdao en-
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Amostrg

BR

. {a)

(b)

SINAL

Figura 11.7: (a): Sistema simples de analise em fluxo continuo
segmentado (AFCS), Ry, reagente. BR, bobina de rea-
cao. d, sistema eliminador de bolhas. D, detector.
R, registrador.

(b): Registro tipico da técnica de AFCS. A, linha

base. h, altura do pico. B, estado estacionario.
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(49)

contrada estd descrita a seguir pela seguinte. férmula:

538d2/% (F+0,92an)5/3,7/3 1o 2,35(F+0,92d7n) %/3,2/3¢

ol = | - + =] ]
YZ/SF Dw,ZS n Y2/3F dt4/3

onde Ui‘é a varianca; dt o diametro interno do tubo (em cm) pelo
qual flui a amostra; F & a vazao (ml.s" %) do fluido no sistema;
n, a frequéncia de segmentacao (bolhas.s"l); n, a viscosidade da

solucao fluente (em Poise); v, & a tensio aqmrfﬂjal da solucgdo do
fluIﬁO'(dina.cm-l); t, o tempo usado por um dado segmento desde a

sua injecao no sistema até a deteccio (s); D coeficiente de

w,25?
transferéncia de massa variivel entre 2 x 10"5 e 12 x 1077 para
espécies de peso molecular de 400.000 a 27497

Snyder e Adlercso) desenvolveram um modelo ideal para
descrever a dispersao da amostra durante o fluxo segmentado atra-
vés do tubo aberto. Neste modelo assume-se que, a concentracao
da émostra em um dado segmento 1iquido &€ uniforme e constante du.
rante todo o tempo, isto &, a mistura no segmento & infinitamente
rapida. A dispersao da amostra ocorre porque o segmento liquido .
normalmente umedece as paredes do tubo formando. um filme 1liquido
que segue cada segmento pelo tubo. Desta forma ocorre uma trans-
ferencia de liquido delum.segmento para outro, ocasionando a difu
sao de um segmento para os seguintes, ou seja a dispersio da amos
tra ao longo do tubo. |

| Estes autofes também desenvolveram um modelo nao

51

idea que ¢ consistente com os dados experimentais dos estu-

dos das variaveis mais relevantes e,assim,uma possivel estimativa
da dispersdo € obtida com razodvel exatidio.
Como efeito de uma dispersio excessiva tem-se a intera-

¢a0 entre amostras diferentes formando uma sobreposicao no regis-
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tro das amostras adjacentes, alterando a concentracao aparente de
ambas. Este efeito pode ser contornado com o aumento do tempo de
lavagem entre as amostras, mas isto resulta em uma queda na velo-
cidade de determinacoes.

A determinag§o de boro usando o reagente azometina-H pa
ra analise de plantas foi aut&mnizaéa por Basson et aﬂii(sz) em
1969, que propuseram um procedimento de rotina envolvendo um equi
pamento Technicon ”AutoAnalyzer" padrao. Esses autores investiga

ram os possiveis reagentes especificos e sensiveis ao boro para o

desenvolvimento dos processos automatizados. Reagentes como qui-
nalizarina e carmina exigem acido sulfirico concentrado e o méto-
do da curcumina necessita da evaporacao a secura e extracio do re
siduo. Estes fatores sio consequentemente limitantes para proces
sos automatizados. A azometina-H foi, entao sugerida como o rea-
gente mais adaptavel a automacio.

Neste mesmo trabalho também investigou;sg as possiveis
fontes de interferéncias. Dentre os diversos jons estudados, ape
nas ferro, cobre e aluminio influenciaram a determinacao do bo-
ro. Assim varios agentes complexantes foram testados, como acido
tioglicolico, cianeto, oxalato, citrato e'finalmente EDTA (acido
etilenodiaminotetracético - sal dissﬁdicd). Concluiram que o
EDTA era o mais efetivo agente complexénte para remocao simulta-
nea dos interferentes naquelas condicdes experimentais.

Posteriormente Basson et alii >>) (1974) descreveram um
procedimento onde o reagente colorimétrico azometina-H € prepara-
do "in Aizu”,‘num sistema em fluxo continuo e, em sequencia, usa-
do na determinacdo de boro em solucao aquosa. O sistema multis-
segmentado foi montado em um equipamento Technicon "AutoAnalyzer
I,

Tambem usando esse mesmo equipamento, Porter et aﬁii(54)
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acoplaram um dialisador, com o intuito de remover a possivel colo
ragao dos extratos, com um menor consumo de tempo.

- Procedimentos automaticos para a determinacao de bofo,
usando reagentes como a quinalizarina e a carmina, que necessitam

de acido sulfirico concentrado, podem ser encontrados na litera-

(55,56)

tura , entretanto & imprescindivel, em ambos os casos, O Uuso

de tubos de bombeamento resistentes a Acidos concentrados, conhe-

cidos como tubos "Acidflex".

(57)

Ostling automatizou o método da curcumina modifica-

(32)

do, proposto por Uppstrim , usando um equipamento automdtico

comercialmente conhecido como "Autolab", similar ao sistema "Auto
Analyzer",
Ogner descreveu um método. fluorimétrico automatico para

a determinacao de boro em plantas(sg}

(59}

e em extratos de solo e
aguas » usando um sistema "AutoAnalyzer". O reagente emprega-
do foi um complexo fluorescente com o boro em pH 7, cuja excita-

cao e medida sdo feitas em 470 e 585 nm, respectivamente.

~ Analise em Fluxo Continuo nio Segmentado

A técnica de andlise em fluko continuo siao segmentado
€ conhecida como analise por injecao em fluxo (AIF). Esta metodo
logia surgiu de algumas modificacdes do sistema segmentado(60’61)
e foram disseminadas gracas ao trabalho pidneiro do grupo de Qui-
‘mica Analitica do Centro de Energia Nuclear Aplicado a Agricultu-
ra (CENA), dirigido pelo Prof. Henrique Bergamin Filho (027,

A analise por injecdo em fluxo se baseia na injecdo da

amostra em um fluido carregador com vazio nao-segmentada. A inje



31

¢ao em si era inicialmente feita através de seringas, mas atualmen
te este sistema foi substituido por injetores. O mais versatil
deles & o injetor tipo proporcional[63), também desenvolvido no
CENA. |

Em um sistema de anﬁlise por injecao em fluxo (AIF), pe-
quenas quantidades de amostras sdao introduzidas no fluido carrega
dor, que pode ser o prdprio reagente, e & entio transportada até
a cela de fluxo contida em um détector, onde o sinal obtido & pos
teriormente registrado. Geralmente para a propulsao dos llquldos
$40 usadas bombas peristilticas ou a propria forca gravitacio-
nal(ﬁd). |

Nesta técnica, bobinas de reacio sio empregadas para pro
vocar a mistura entre o(s) reagente(s) e a amostra, con consequen
te desenvolv1mento da reacao, quando for o caso.

Os detectores mais comuns utilizados em conjunto com a
técnica de AIF sdo os espectrofotometros, os potencidmetros e os
entalpimetros, mas qualquer outro aparelho capaz de medif parame-
tros fisicos podem ser igualmente empregados(GS}. 0 detector &
geralmente acoplado a um registrador ou a um circuito retentor de

pulso(dg)

» para registro dos sinais.

Unm esquema bdsico do sistema de AIF esti descrito na fi
gura II.8(a), juntamente com um registro tipico, obtido por um es
pectrofotometro, como aprésentadé na figura II1.8(b). Os sinais,
quando medidos em absorbancia, sio geralmente registrados como pi

cos, onde a altura H € diretamente proporcional a concentracio

da espécie a ser determinada.

n Nos sistemas de AIF a zona de amostra dispersa-se no
fluxo carregadof desde a injecdo até o ponto de deteccdao. Esta
disperséo.é decorrente do fluxo laminar, onde a velocidade do

fluido no centro do tubo aberto e Teto € maior que nas paredes do
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BR

A - (a)
L
f

SINAL

Figura I1.8(a):

(b):

(b)

TEMPO

Sistema simples de Andlise por InjecZo em Fluxo
(AIF). C, linha do reagente. B, bomba persitalti-
ca. L, amostrador,

Sinal tipico obtido em AIF. H. altura do pico.

S, ponto de injecao.
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tubo. Conforme a zona de amostra se desloca dentro do fluido a
dispersao € inicialmente controlada por conveccdo e na parte final
por- difusao radial.

Para os propositos da AIF, a dispersio D é definida por

(65)

Ruzicka e Hansen como sendo a razao entre a‘concentragéo da
espécie a ser determinada sem diluicao (sistema tipo "volume infi
nito') e a concentracao desta mesma especie apbs a diluicdo na 11
nha, sob as condicoes dinamicas da AIF, conforme a descricio da

figura 11.9. A dispersdo D pode ser calculada através da seguin-

te formula:

Co

Cmax

onde Co € a concentracdo original da espécie e Chy € a concentra

ax
cao da espécie medida apés a dispersdo da espécie na linha. Quan
do o sinal registrado € obtido em unidades de absorbancia, pode-

-se também definir a dispersio” D como:

D = Ho

H

onde Ho € a altura de Co e H a a altura do Cmix

A dispersao & um fator de grande importancia nesta téc-
nica e esta diretamente relacionado a sensibilidade do métodd, po
dendo ser afetada e contornada por diversos fatores. Quanto maior
0 volume injetado da amostra se observa uma maior sensibilidade e,
consequentemente, uma menor dispersdo. Um fator que proporciona
um aumento da dispersao € o aumento da vazio do fluido carregador.
O aumento do caminho entre o ponto de injecao da amostra e o de-
tector, também promoveri um acréscimo na dispersao.

As reacoes que apresentam uma cinética lenta necessitam
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Cmax

e

TEMPO

Figura II1.9: A definicao de dispersdo I'. Co, concentracdo origi-

nal da espécie ("volume infinito"). C concentra-

_ max?
¢ao da espécie no detector, sob as condicoes da AIF.
H e Ho, alturas dos picos Cmax e Co, respectivamen-

tecﬁs). Sinais obtidos em unidades de absorbancia.

evidentemente de um caminho maior, o que provocara uma queda na
sensibilidade das medidas.

A técnica de AIF apresenta, portanto, dificuldades em
conciliar a velocidade de dete;minagﬁo, o tempo de residéncia e a
sensibilidade do método, quando ﬁma reacao de cinética lenta de-

ve ser empregada em um Processo analitico(48). Aparentemente,
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apenas com o uso da técnica da parada de fluxo (Stopped-flow)(GG),
pode-se conciliar alta sensibilidade com tempos de residéncia lon
gos, mas o numero de determinacdes por unidade de tempo diminui
‘significativamente,

Apesar da técnica de AIF apresentar simplicidade quanto
aos dispositivos empregados, 65 quais sao normalmente encontrados
em laboratorios, esta técnica & melhor aplicada a reacdes rapidas.

Na determinacao de boro usando o sistema de AIF, apenas

dois trabalhos sao encontrados na 1iteratura(67’68).

Toe1 et a£i£(67) fizeram determinacoes de boro, usando
o sistema de AIF com o reagente H-resorcinol (acido 4-(2,4-dihi
droxifenilazo)-5-hidroxinaftaleno-2,7-dissulfonico). A absorbin-
cia foi medida em 510 nm. O limite de detecgdo encontrado foi de
0,005 ug n1™! numa faixa de concentracdo até 1 ug ml™'. Este mé-
todo apresentou bons resultados para analises de aguas superfi-
ciais ou do mar, entretanto a faixa Util de concentracdo & muito
pequena para anadlise de boro em plantas. |

Krug et aﬂiifﬁg)

investigaram a rea¢ao entre o boro e a
azometina-H, visando a determinacao de boro em plantas. As medi-
das da concentracao de boro foram feitas com um tempo de residen

cia de 40 segundos, numa faixa de concentracdo entre 0,1 e 6,0

Mg m1™! com uma velocidade de 60 determinacoes por hora. Entre-

tanto este mé€todo apresenta sensibilidade menor quando comparado

aos demais métodos em fluxo segmentado discutidos anteriormente.
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- Analise em Fluxo Continuo Monossegmentado

Como foi mencionado anteriormente, a segmentacdo em sis
temas de analise em fluxo continuo reduz a dispersdo longitudinal.
Isto permite o uso de longos tempos de residéncié sem prejudicar
a sensibilidade em determinagcbes que empregam recacoes cineticamen
te lentas. Em sistemas de fluxo continuo nao segmentado (AIF), o

aumento do tempo de resideéncia provoca um aumento da dispersdo da
amostra, acarretando consequentemente, uma diminuicao da sensibili

dade do método. Porém, em contrapartida, a técnica de AIF requer
dispositivos muito mais simples e de baixo custo, comparado aos
equipamentos empregados no sistema segmentado comercial (AFCS).

(11,48) propds um novo sistema de ana-

Em 1985, Pasquini
lise em fluxo continuo segmentado que utiliza as boas caracteris-
ticas do sistema de AIF, como a simplicidade, reprodutibilidade,
versatilidade € alta velocidade de amostragem, associados a bai-
xos valores de dispersdo D. Isto torna esta técnica, denominada
analise em fluxo continuo monossegmentado (AFCM), potencialmente
Gtil em determinacoes que empregam reacoes cineticamente lentas.

No sistema de AFCM,a amostra, juntamente com os reagen.
tes e/ou diluentes, € introduzida no fluxo de um fluido carrega-
dor, separado por duas bolhas de ar. O fluxo monossegmentado &
Aentﬁo, transportado atraves de uma bobina de reacdo, com disper-
sao minima, durante o tempo necessario para que a reacio Se Com-

plete. Previamente a deteccdo, os segmentos de ar sdo removidos

e o fluxo resultante, agora continuo, € imediatamente transpor-

tado para uma cela de fluxo, onde sao feitas as leituras e o re

gistro dos sinais. Os detalhes desta metodologia estdo descri-

tos na Parte Experimental desta tese (Capitulo III).
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CAPITULO 111

PARTE EXPERIMENTAL

III.1. SINTESE DO REAGENTE

" Em una primeira etapa sintetizou-se o reagente colorimé-
trico ézometinamH,-empregado na determinacao do boro. Este reagen
te, de sintese relativamente facil, & o produto da condensacdo do
acido 4-amino-5-hidroxi-2,7-naftalenodissulfonico (comercialmente
conhecido como acido-H) na sua forma monossddica e o aldeido sali-
cilico.

0 procedimento utilizado na.sintese deste reagente, to-
mando-se como base os trabalhos de Basson et m60552} e Lachica(ﬁg),
consiste na adicao de 10,0 g do sal monossodico do Acido-H (Carlo
Erba) a 500 ml de dgua deionizada, sob agitacdo, em um bdquer de
~um litro. A suspensdo obtida adicionou-se, lentamente, uma solu-
cao de hidroxido de sodio (Merck-PA) a 10% m/V, até pH 7,0, monito
rado com um medidor de pH Micronal B 375. Ainda sob agitacgao, adi
cionou-se, vagarosamente, acido cloridrico concentrado (Merck-PA)
até pH 1,5 e, posteriormente, 10 ml de aldeido salicilico (Riedel
de HHenag Seelze-Hannover). |

A solucao resultante foi entio colocada em banho-maria,
com temperatura de aproximadamente 4506, sob forte agitacido, duran
te uma hora. A§6s este periodo, a solucdo foi deixada em repouso,
4 temperatura ambiente, por cerca de 16 horas. 0 precipitado ama-

relo obtido foi filtrado em um funil de placa porosa (n9 04) de
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250 ml, e lavado, quatro ou cinco vezes, com alcool etilice
(Merck-PA). O produto foi seco em estufa entre 100 e 105°C até pe
$0 constante, e deve ser estocado em frasco escuro, bem vedado e

guardado em dessecador.

ITI1.2. SOLUCOES E TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

As solugdes utilizadas neste estudo foram preparadas
usando agua deionizada e reagentes de grau analitico, em baldes
volumétricos de polipropileno (Nalgene). Frascos de polietileno
de alta densidade foram empregados na estocagem das solucdes.

A solugao-estoque de boro (1000 ug ml—l) foi preparada
por dissolucao de 5,7178 g de acido bSri;o (Carlo Erba - RPE) em
agua, seguida de diluicdo a um litro. As solucoes-padrao de boro,
de concentracoes variaveis entre 0 e 5,00 ug ml“l, foram prepara-
das diariamente a partir da solugdo-estoque, por diluicio adequa
da com solucdo de acido cloridrico (Merck-PA) 0,10 M. Estas dilui
¢oes foram feitas empregando-se uma microbureta de pistéo‘Metrohm
modelo E-457 com ponteira de 0,5000 ml. |

Nas melhores condicoes de rotina, a solucio dé azometi-
na-H foi preparada adicionando-se 0,60 g de azometina-H e 2,0 g
de acido ascorbico-I (Merck-PA) em aproximadamente 50 ml de 4gua,
sob agitacao, até a dissolucdo completa da mistura. Apds isto, a
'solugdo foi transferida quantitativamente para um baldo volumétri
co de 100 ml e o volume completado até a marca. Todas as solu-
coes deste reagente, inclusive as usadas nas expetiéﬁcias explora

torias, foram preparadas diariamente e da mesma maneira descrita
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acima, mudando;se apenas a quantidade de azometina-H ou de dcido
ascorbico.

' Como a reacao do boro com a azometina-H requer um meio
tamponado e € susceptivel a interferéncias de outros elmmﬂnos(34),
usou-se neste trabalho uma solucao tampao, contendo uma substan-
cia mascarante. Para as condicdes de rotina a solucao tampaoc-mas
carante foi preparadé adicionando-se 14,0 g de hidrogenofosfato
de amdnio (Merck-PA) e 5 g de EDTA (sal disscdico - Carlo Erba -

RPE} em 100 ml de égua. 0 pH desta solucdo foi, pdsteriormente,

ajustado em 8,1 t 0,2 com uma solucao de hiderido de amonio (Merck-
PA) 2:1 em agua. Nas experidncias de varredura efetuadas (Cépitg
.lo IV), outras concentracoes deste tampdo/mascarante e outros tam
poes foram testados (ver Apéndice 2).

As solugoes 0,10 M dos acidos cloridrico (Merck-PA), ni
trico (Merck-PA), sulfﬁrico (Mérck-PA), perclorico (Merck-PA) e
acético (Merck-PA) empregados como carregador no sistema de fluxo,
foram preparadas a partir de seus respectivos dcidos concentrados.

3+ 3+

As solucdes dos interferentes, Fe Cu2+, A17T, Mn2+,

2+, SO%" e NO;, foram preparadas a partir

n?*, Na®, X*, Ca’*, Mg
dos respectivos sais de cloreto para os cations, e dos sais de po
tassio para os anions, e também estio descritas detalhadamente no
Apéndice 1. |

As amostras forﬁecidas pelo "Plant Sample Exchange Pro-
gramme™ (PSEP) de setembro/outubro de 1986, foram tratadas de acoz
do com o procedimento empregado na andlise rotineira de boro no
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). Este tratamento consiste
em pesar (00,2500 + 0,0001) g do ﬁaterial vegetal, seco e finamen-
te moido, em cadinhos de porcelana, que sao colocados em uma mu-

fla a SGOOC, durante duas horas. As cinzas resultantes adicionam-

-se 10,00 ml1 de acido cloridrico 0,10 M. Este procedimento foi
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feito tomando-se as amostras em triplicata.

As solucoOes resultantes deste trétamento foram analisa-
‘das pelo método de AFCM, proposto neste estudo, e pelo método con
vencional, utilizado em rotina no laboratdrio de anilise de plan-
tas do IAC(7U). Este método convencional consiste em se adicio-
nar, a cada aliquota de améstra ou padrao, 2 ml de uma solucio tam
‘pao-mascarante (pH = 5)(*3Ae agitar a mistura, adicionando-se a
sequir, 2 ml da solucgdo reagente (0,45% m/V de azometina-H, conten

do 1% m/V de acido ascorbico). A mistura & agitada novamente por

mais alguns minutos e posteriormente, deixa-se a solucao resultan
te em repouso por 30 minutos. Apds este periodo, as absorbancias
destas solucoes foram medidas em quintuplicata a 420 nm, usando-
-se um espectrofotometro Varian modelo 634 e cubetas de 10,00 mm

de caminho éptico.

ITI.3., CONDICOES EXPERIMENTAIS

A configuragdo do sistema de analise em fluxo continuo
monossegmentado (AFCM), empregado na detefminagéo de boro com o
reagente azometina-H, esta representada na figura III.1. De acor
do com este esquema, as solucGes do reagente, do tampao-mascaran-

te e da amostra (ou padrao) sdo simultaneamente transportadas pa-

(*) Este procedimento convencional utifiza um tampio acetato, o
qual fod preparado dissofvendo-se 500 g de acetato de amdnio
e 30 g de EDTA (sal dissodicol em 800 mf de dgua, adicionan-

do-s¢, em seguida, 250 ml de acido acetico glacial.
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ra uma microcamara de mistura (M, indicada na figura III.1 e deta-

lhada na figura III.2).

Para L

A (A)
7
Az B
N

Ve

S

—y

Tem

Figura II1I.2: Microcamara de mistura. A: corte transversal e B:

vista superior. Volume interno liquido: 175 ui.

Este misturador f01 construido em acrilico e & composto
por duas partes, que sao fixadas entre si com cola de silicone
(Rhodia). A parte inferior possui tres entradas para os fluidos
confluentes e a parte superior uma saida da mistura para o inje-
tor. No seu interior foi colocada uma barra magnética de agita-
¢ao revestida com teflon, resultando em um volume interno 1iquido
de 175 ul.

Outros misturadores, como os conectores tipo "T™ acopla
dos a bobinas de mistura de diferentes tamanhos, e as pequenas co
lunas empacotadas con pérolas de vidro(48)também foram testados.
Porém, os melhores resultados quanto a homogeneidade da solucio

resultante, foram observados con a microcamara, devido aos altos
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‘valores de dispersi3o obtidos com este tipo de misturador(ﬁs’ 71).

A mistura reacional resultante € transportada até 0 ‘amos
trador Ls, definido por um segmento de tubo de polietileno com 1,5
‘mm de diimetro interno (CPL - refereéncia 200). Nas condigoes de ro
tina, descritas a seguir, usou-se um amostrador com um volume de
350 ul.

(63) (I,

Através de um injetor tipo proporcional indicado

na figura III.1) comumente utilizado em andlises por injecao em

1)

fluxo (AIF), com a configuracio apropriada(1 para o sistema de

AFCM, a mistura reacional € introduzida na linha do carregador (C,
represantado na figura III.1) entre duas bolhas de ar. Estas bo-
lhas de ar, que segmentam a mistura, siao obtidas através de segmen
tos de tubos de polietileno (L;y e Ly) com 0,8 mm de diametro inter
no (CPL- referéncia 90) que resultam em um volume aproximado de

30 ul.

A mistura reacional ladeada ?or duas bolhas de ar € en-
tao transportada até a bonina de reacdo (BR, indicada na figura
111.1). A bobiha de reacgao, que detefmina o tempo de residencia
para se obter uma sensibilidade adequada, € constituida de tubos
de polietileno de 2,0 mm de diametro interno (CPL - referéncia
320) enrolados em um suporte de 15 cm de diametro. Para as demais
linhas de transmissao foram utilizados tubos de polietileno de
0,8 mm de diametro interno (CPL - referdncia 90).

Antes da detecgao, as bolhés de ar sao removidas por
uma cela de permeacao (P, indicada na figura III.1}. Uma membra-

na de teflon cqmercial - 100% PTFE(*) (Vedarosca, Incoflon) de

aproximadamente 68 um de espessura & utilizada para a permeacao

da bolhas (11,48 ). Esta cela, descrita detalhadamente na figura

(*)} PTFE: politetrafluchoetilenoc.
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LA)

{(B)

ENTRADA SAIDA

MEMBRANA
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ey

Figura I1I1I.3:

Cela de permeacao. A: corte transversal e B: vista
superior. Volume de ranhura: 8 ul. Dimensdes de ra
nhura, comprimento: 2 cm e profundidada: 0,2 mm. Di
mensoes externas, h = 16 mm, ¢ = 30mm ¢ 1 = 15 mn.

0 desenho ndo esta em escala.

mas de forma mais compacta, o que facilita a interligacdo entre a

saida da cela de permeacao e da cela de fluxo, resultando em uma

dispersio menor da mistura do carregador. Quando se usa vazoes

’

relativamente altas como neste.trabalho (5,7 ml min"l), nao ha ne

cessidade da aplicagdo de succido na cela de permeacao, como acon-

tece quando vazges menores sdo utilizadas i1, Apds um periodo

de 8 horas € aconselhivel a substituicao da membrana de PTFE por

outra, caso contrario bolhas de ar poderdo ser transferidas para
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cela de fluxo causando ruidos no sinal.

A cela de permeacao pode ser substituida por um sistema
de reamostragem(72); 0 sistema de reamostragem baseia-se na remo-
cao mecanica da zona de amostra, usando-se um ou dois injetores.

A montagem deste sistema com dois injetores, mostradé na figura
iIl.4, apresenta vantagens como a possibilidade de se reduzir a va
_zéo da solugdo de limpeza e diminuir o comprimento da bobina de

reagao, facilitando assim, o ajuste do tempo de resideéncia, senm

prejudicar a velocidade analitica.

No transcorrer deste trabalho usou-se preferencialmente
a cela de permeacao, por eéta apresentar facilidades de manuseio,
sem a necessidade do uso de sistemas mais sofisticados para um con
trole preciso do tempo de amostragem, necessario quando a remocdo
mecanica das bolhas de ar € empregada. Isto, além de ser priatico
em termos de rotina, diminuira também o custo do equipamento utili
zado sem, no entanto, diminuir a sua eficiencia.

Como o processo de bombeamento causa pulsacao, que se
apresenta de forma mais intensa na bobina de reacao, devido a alta
compressibilidade do ar em relacao a agua, & recomenddvel o uso de
um amortecedor de pulsc (AP, indicado na figura III.1) na linha do
carregador. Este amortecedor tem como fungao minimizar a amplitu
de de pulsacado, além de facilitar a remocao das bolhas de ar, tan
to pela cela de permeacao como no processo de reamostragem. A fi-
gura III.5 mostra a descricao detalhada deste amortecedor, que
foi construido em acrilico, cujas dimensdes sio indicadas para va
.zao de, no maximo, 7,0 ml min~t,

As medidas espectrofotométricas foram feitas em 420

(34, 40, 68)

nm , usando um espectrofotometro Zeiss modelo PMZA, em

conjunto com uma cela de fluxo de vidro de 10,0 mm de caminho G&p-
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Figura III.5: Amortecedor de pulso. Dimensoes, altura, h: 25 mm e

e diametro interno: 7 mm.

tico, com capacidade de 80pl. Os registros espectrofotométricos,
exXpressos em transmitﬁncia, foram feitos em um registrador Varian
moaelo Linear 1200,

As solugoes foram impulsionadas por uma bomba peristal-
tica Micronal modelo B 337 com 6 canais, através de tubos de bom-
béaménto Tygon (Technicon) de diferentes diametros.

As vazoes daé sélug6es indicadas na figura III.1 foram
as melhores encontradas para as condicoes experimentais'da AFCM
descritas neste trabalho.

Para a operacdo de comutagao do injetor proporcional,
f01 utlllzado um sistema de dois solendides (Seumar §S. A, modelo
812 TC, 220 V e 60 Hz), controlados por um temporizador (Limen)
eletronico digital. Dentre os vérios'tempos de carga e descarga

testados durante este trabalho, os melhores resultados foram ob-
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tidos com 20 segundos para a amostragem e 10 segundos para a des-
carga do amostrador na bobina de reacdo. . Estes tempos determinam
portanto, uma velocidade analitica de 120 determinacdes por hora.
'Devido\ﬁr diferenca de compressibilidade entre 1iquidos
e gases, & necessdrio que o procedimento de anilise tenha inicio
'somente apés o preenchimento total da bobina de reacdo com o flui
do monossegmentado. Isto € realizado com a injecao sequencial de
brancos até se obter o equilibrio do sistema. Apos o estabeleci-

mento deste eqU111br10 observa-se que 0S sinais espectrofotometrl

cos do branco sio constantes'e reprodutiveis.

A troca das amostras deve ser efetuada apenas quando o
injetor € comutado para a posicao de descarga. Este procedimento
da ao operador um tempo suficiente para a troca em si (quandb ne-
cessaria), para a lavagem do amostrador (Ls) com a nova solugao,
além ae eliminar as bolhas indesejaveis que s3o introduzidas na
linha do amostrador quando se efetua a troca da amostra.

Um contador numérico digital pode ser acoplado ao inje-
tor, com a finalidade de fornecer ao operador, em qualquer tempo,
o numero de injecdes realizadas. Em trabalhos de rotina, onde um
grande nimero de amostras sio analisadas, muita confusao podera
ocorrer com relagdo a contagem do numéro de injecoes e de amos-
tras, se um contador nao for utilizado para este fim. Um conta-
dor digital, simples e de baixo custo, pode ser construido usan-

do-se o mostrador e o circuito 1og1co de uma calculadora de bol-
(73)
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II1.4. ESTUDO DOS INTERFERENTES

As experiencias de verificacdo do comportamento dos pos-
siveis interferentes em andlise de plantas foram feitas usando-se
um arranjo do sistema de fluxo monossegmentado, conforme a descri
cao da figura III.6. Neste esquema as solucdes padrao e interfe-
rente confluem entre si através de um conector acrilico’®) . s

ta mudanga foi feita para facilitar o preparo das solucdes inter- .

ferentes e padrao. As linhas do interferente e do padrao foram
bombeadas com a mesma vazdo. Cuidou-se para que a vazao total re
sultante (soma de ambas as vazOes individuais) correspondesse exa
tamente ao valor da vazao de succao dé amostra mencionada na figu
ra II1.1. Com isto evitou-se alteracao nas condicOes experimen-
tais originais.

Para 'a determinacao precisa da diluicio entre as solu-
¢oes interferente e padrao, utilizou-se o conceito de fator de di
(74, 75)

luigao » calculado através da razdo de fluxo, Rf, usindo a

seguinte formula:

onde Ay & a absorbancia total e A; & a absorbdncia da linha do in
-terferente(74’ 75).

Para as medidas de absorbancia AT-e AI, foil utilizada
uma solucao do corante alaranjado de metila, que também absorve
em 420 nm. A absorhéncia total, AT’ foi obtida com a solucao do
corante fluindo pelas duas linhas e A; pela medida da absorbéncia
do corante na linha do interferente e dgua na linha do boro. As

medidas foram realizadas diariamente, antes do inicio de cada es-
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tudo de interferéncia e podem ser facilmente repetidas a qualquer
tempo, para fins de verificacdo do funcionamento do sistema.

'Os resultados encontrados com ¢ estudo dos interferentes

estdao tabelados e discutidos no Capitulo IV.
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CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSAQ

0 sistema de fluxo monossegmentado para a determinacio
espectrofotométrica de boro em azometina-H foi montado segundo o
esquema apresentado na figura III.1 (p.41 ). As condigoes Otimas
de analise foram obtidas através de experiénciés de varredura en-
volvendo as diversas variaveis deste sistema. A avaliacao dos re
sultados fol feita considerando-se a média de pelo menos tres in-
jecoes de uma mesma solucdo de boro, apos a correcao dos valores
contra o branco.

A variagao na intensidade da cor da solucio de azometj.
na-H em presenca do acido bérico & influenciada pelo pH(34). Nos
- procedimentos estaticos convencionais(34’40’43) € nos procedimen-
tos usando o sistema segmentado(52’54), a faixa de pH usual para
o] melhor.desenvolvimento da cor, se encontra entre 4,5 e 6,5, e
sdao obtidos com o emprego de um tampao acido acético-acetato. En-
tretanto, nos estudos efetuados por Krug et aﬂii(68)

» usando o

sistema de AIF, os melhores resultados foram obtidos usando-se um
tampao hidrogenofésfato de amonio, o qual resultava em valores de
pH entre 7,0 e 7,5, medidos antes do descarte. De acordo com es-

tes pesquisadores, este comportamento & observado devido a ciné-



53

tica da reacao. Em um pH de aproximadamente 5,0, o desenvolvimen-
to da cor € lento, alcancando um maximo de absorbancia em cerca de
duas horas, enquanto que em pH 7,3 a reacdo se completa em poucos
minutos, mantendo uma absorbincia constante entre, aproximadamen-
te, 5 e 90 minutos, determinados através de estudos de parada de
fluxo ("stopped-§Low™). |

Um estudo usando o tampdo acetato foi efetuado nas condi
¢oes do sistema monossegmentado, com variacdes na concentracao do

acetato de amonio (e consequentemente no pH), mas os resultados ob

servados nao foram satisfatdrios. A reprodutibilidade nao foi boa,
além de se obter baixa sensibilidade, mesmo com o uso de altas con
centragoes do tampﬁo.‘Descartou-se portanto o uso deste tipo de
tampao no sistema AFCM.

.Testaram também solucoes tampio segundo SBrensen(76),
que foram preparadas a partir das solucdes de hidrogenofosfato de
sédio e dihidrogenofosfato de potdssio, com pH variivel de 7,0 a
8,0. O uso deste tipo de tampido resultou em uma sensibilidade
ainda mais baixa que a obtida com o uso do sistema Acido acetico-
;acetato. As razoes deste comportamento nio foram investigadas,
por nao se tratar do objetivo principal desta tese, ¢ por terem
sido observados resultados satisfatérios com o tampao hidrogeno-
fosfato de amonio, sugerido por Krug et aﬂii(ﬁs).

A partir destas observacgoes, realizou-se,entdo, um es-
tude sobre a influéncia da concentracio analitica do hidrogenofos
fato de amdonio no sinal espectrofotométrico, empregando a técnica
de AFCM. Os resultados se encontram descritos na figura IV.1. 0O
valor maximo do sinal é observado na faixa de concentraciao entre
14,0 e 15,0% m/V de (NH4)2HPO4.. Para a sequencia deste trabalho
optou-se pela concentracao analitica de 14,0% m/V. Este valor &

~muito menor que o empregado no sistema AIF(68) (26,4% m/V). Neste
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Figura IV.1: Efeito da concentracio analitica do hidrogeno fosfa

to de amonio sobre o sinal espectrofotométrico. Con
1. B, 2,00 ng mi 1,

3>

centragao de boro: A, 1,00 ug ml~
C, 3,00 ug n1~1 e D, 5,00 ug m1~L. Solucao do reagen
te: 0,60% m/V de azometina-H em 2,0% m/V de acido as
corbico. Tempo de residéncia: 280 s. L, = 300 ul. To
dos os resultados foram corrigidos contra o branco.
As solucOes testadas nido continham EDTA.
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- estudo observou-se também que, a simples variacao da concentraéﬁo
do hidrogenofosfato de amdénio na solucao tampdo, provoca uma mudan
¢a do pH na faixa de 7,9 a 8,1 para uma faixa de concentracao si-
“tuada entre 10,0 e 25,0% m/Vv de (NH4)2HPO4, conforme a descricio
no Apendice 1.

Com a concentracio da solucao tampdo fixada em 14,0% m/V
de (NH4)2HPO4, fez-se entdo uma avaliacio da influéncia do pH nos
'sinais obtidos pelo método de AFCM. A variac3o do pH na solucio

tampao foi obtida por adicdo de Acido cloridrico ou amdnia.

Pode-se verificar através dg figura 1V.2, que o sinal es
pectrofotométrico & apenas levemente alterado na faixa de pH testa
do (entre 7,7 e 8,5), indicando (que pequenas variag6es no pH da so
lucao tampdo nio sdo criticas para a determinacdo de boro com azo-
metina-H, usando a técnica de AFCM. Escolheu-se entao, para se
dar prosseguimento ao estudo dos demais parametros, uma solugao
tampao de concentracao 14,0% m/V de (NH ) HPO4 em pH 8,1+0,2.

Sob estas condigoes, .0 pH medido no final da Ilinha de descarte ¢
6,5 + 0,2,

Baseados em estudos anteriores(sz), adotou-se o EDTA co
mo agente mascarante. Entretanto a adigcdo do EDTA ao tampdo, pro
voca uma queda no seu pH, sendo necessiario ajusta-lo em 8,1 # 0,2
~Com uma solucao de amdnia 2:1. Unma vez fixadas estas variaveis,
verificou-se a influéncia da concentracao analitica de EDTA no si
nal registrado, cujos resultados estﬁb apresentados na figura
IV.3. Pode-se notar que praticamente nio hi variacoes na sensibi

lidade do método com a adicdo do EDTA no tampao, no pH escolhido.

O tempo de residéncia necessirio para o desenvolvinento
da cor entre o dcido bdrico e a azometina~H foi também avaliado
sob as condi¢Ges dindmicas experimentais do sistema monossegmenta

do. Segundo a figura 1IV.4, o tempo de residéncia minimo necessi-
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0.60F

0.40

0.20

7.6

Figura IV.2:

7.8 8.0 8.2 8.4
pH DO TAMPAO

Estudo da influencia do pH da solucdo tampio nos si-
nais espectrofotométricos do método de AFCM. Concen-

tracoes de boro: A, 1,00 ug ml"l; B, 2,00 ug m1-1
1

c, 3,00‘ug ml™ " e D, 4,00 ug m1~ L, Solugao tampdo:
14,0% m/V de (NH4)2HPO4. Outras condigoes como des-

critas na figura IV.1,
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Figura IV.3: Variacdo da absorbincia com a concentracio analitica

do EDTA na solucio tampao de (NH4)2HPO4 a 14,0% m/V,

em pH = 8,1 * 0,2, Concentracdes de boro: A, 1,00 ng

~1

ml ~; B, 3,00 ug mi ! e C, 5,00 ug m1 L, Demais con-

dicoes experimentais como descritas na figura IV.1.
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0,40
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0 T 1 1 1 |
O 100 200 300 400 500
TEMPO DE RESIDENCIA, S
Figura IV.4: Variacao do sinal espectrofotométrico com o tempo de

residéncia da mistura reacional na bobina de reacio.
Solucao tampdo: 14,0 m/V de (NHQ)ZHPO4 em 5% m/V de
EDTA , com pH ajustado em 8,1 * 0,2. Outras condi-

¢oes como descritas na figura IV.1,
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rio para a reacao se desenvolver plenamente, se encontra em aproxi
madamente 280 segundos. Este valor foi, também, confirmado usando
-se um sistema de AIF com configuracao de parada de fluxo ("sfop-
p2d~ﬁ£0w”)(66), montado de acordo com o esquema descrito na figu-
ra IV.5, cujo registro esta apresentado na figura IV.6. Nesta fi
gura pode-se observar que o tempo de residéncia minimo se encontra
ao redor de 300 segundos, sendo este compativel com os valores an

(68)

teriormente citados por Krug et alii , segundo os quais o maxi

~mo de absorbancia & obtido em aproximadamente 5 minutos e se man-

tém estavel por pelo menos 90 minutos. Desta forma, estabeleceu-
-se um tempo de residéncia minimo de 280 segundos para o estudo
dos demais parametros da analise em fluxo monossegmentado.

Em seguida observou-se a variacao da absorbancia com a
concentracao analitica do reagente azometina-H representada na fi
gura IV.7. O aumento na concentracao do reagente azometina-H pro
move um acréscimo sistematico no valor da absorbancia, até concen
' tragoes ao redor de 0,80% m/V de azometina-H. Para baixos niveis
de boro, nota-se uma estabilizacdo do sinal em concentracdes aci-
ﬁa de 0,80% m/V de azometina-H, enquanto que para quantidades.maig

res que 3 ug m1~!

de boro (curvas C e D da figura IV.7) os dados
nao sao completos porque os valores de absorbancia se encontram
fora da escala de medida direta. Como o intuito deste estudo vi-
sa a determinacao de boro.em plantas, segundo o procedimento de
rotina do Instituto Agronomico de Campinas, o que geralmente se
traduz em uma faixa de concentracdo entre 0 e 3 ug ml”l de boro,

preferiu-sc adotar uma concentracao de azometina-H de 0,60% m/V

para os estudos posteriores. Esta concentracao, sob as condicoCes
dinamicas experimentais do sistema de AFCM, implica em um consumo

de 2,10 mg deste reagente por determinacao, quantidade esta bem
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< —_—
1 min.
ol -
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Figura IV.6: Registro do sinal obtido com a configuracao apresen

tada na figura IV.5.



ABSORBANCIA

1,20
1,00
0,80

0,60

0,40

0,20

62
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CAZOMETINA-H.% m/V

Figura IV.7: Estudo da variacdo do sinal espectrofotométrico com

a concentracgao analitica da azometina-H em solucio
2,0% m/V de acido ascorbico. Solugdo tampdo: 14,0 m/V

(NH4)2HPO4 em 5% m/V EDTA, em pH = 8,1 * 0,2. Tempo
de residencia: 280 s, Ls = 300 ul. Concentracao de
boro: A, 1,00 yg ml™"; B, 2,00 yg mi”%; C, 3,00 ug
mlmlle D, 4,00 ug ml“l. Todos os resultados foram cor
rigidos contra o branco.



" razoavel, quando comparada aos outros métodos (ver Capitulo V).

Em todos os trabalhos subsequentes ao de Capelle(34), a
solucao do reagente azometina-H € preparada em acido ascorbico,
‘usado como agente inibidor da oxidacic. Entretanto, verificou-se
que, ao contrario do que muitos supunham(sz’ﬁg), a adigao do acido
ascorbico a solucdo de azometina-H diminui 6 sinal espectrofotomé
trico, pelo menos sob as condicGes de AFCM. Este fator pode ser
'facilmente verificado na Figura IV.8. Além disto, observou-se

também que as solucSes de azometina-H preparadas sem a presenca de

acido ascorbico, ndo sofriam decomposicio em, no minimo, até & ho-
ras, conforme a descricdo da figura IV.9, Apesar destas observa-
¢coes, optou—sé pela adicao de 2,0% m/V de acido ascOrbico a solu-
¢ao de azometina-H, para tornar possivel uma comparacdo mais rea-
lista entre o método aqui descrito e os demais.

A variacao do volume da mistura reacional injetado na
linha do carregador niZo influencia significativamente as medidas
de abéorbéncia, principalmente entre 6s valores de 350 e 500 pl,
cdmo pode se verificar através dos resultados apresentados na fi-
gura IV.10. Este comportamento & contrastante com o observado pa
ra o sistema de AIF, que sofre aprecidvel influéncia na sensibili
dade com a variacio do volume injetado. Isto ocorre porque no sis
tema de fluxo monossegmentado injeta-se a mistura reacional, que
€ entdo transportada ao detector praticamente sem dispersdo, o
que nao ocorre com a técnica de AIF.

Na continuidade deste trabalho, escolheu-se um volume
de injecao de 350 pl, cerca de trés VEeZes menor que o volume em-
~pregado no sist'ema similar de AIF.

Q fluido carregador inicialmente utilizado na determina
cao de boro por AFCM foi a agua, mas posteriormente, o uso de uma

solucao de HCL 0,1M demonstrou ser mais eficaz na limpeza da bobi
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_Figura IV.8: Influencia da concentracio analitica de acido as-
corbico adicionado i solucio 0,60% m/V de azometi-
na-H no sinal espectrofotométrico do método de AFCM.
Outras condigoes experimentais estao descritas na

figura 1IV,7.
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TEMPO (h)

Verificacao do comportamento da solucio de azometi.
na-H (0,60% m/V) com o tempo, O ponto inicial (t=0)
corresponde as solucdes recém-preparadas. Concentra
¢Ses de boro: A, 1,00 pg ml"lg B, 2,00 g mi™L e

C, 3,00 ug m1™". As demais condicdes como descritas
na figura IV.7. '

(O) - sem acido ascérbico

(®) - com 2,0% m/V de acido ascdrbico
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Figura IV, 10: Variacao da absorbincia com o volume injetado. So
lucao de azometina-H: 0,60%m/V em 2,0% m/V de aci
do ascOrbico. Outras condicdes como descritas na

figura IV.7,
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na de reacao, além de fornecer um sinal menor para o branco em uma
sensibilidade maior. Outras solucoes de acidos como o sulfirico,
o nitrico, o perclorico e o acético foram também testados como
fluido carregador, mas em todos os casos os resultados apresenta-
ram sensibilidade mais baixa, quando comparados com os obtidos com
acido cloridrico.

Quando se usa a cela de permeacdo, a vazio do fluido
carregador deve ser a maior possivel, para proporcionar uma limpe

za mais eficiente entre as amostras. Varias vazdes para o fluido

carregador foram testadas, entre 5,9 ¢ 6,2 ml min_l, tomando-se o
cuidado para que o tempo de résidéncia Se mantivesse constante.
Dentre os valores estudados, o melhor resultado foi o obtido com’
a vazdo 5,7 ml min-!. Vazoes mais altas provocam fragmentacoes
‘na aliquqta da mistura reacional. Como consequencia desta frag-
mentacdao tem-se a intercontaminacio e a diminuicao da sensibilida
de, causada pela dispersao das aliquotas no interior da bobina de
reagao.

As vazoes da amostra, da solucdo de azometina-H e do
tampdo foram variadas em conjunto , conforme a tabela IV.1. 0 con
junto que apresenta a melhor sen51b111dade € 0 que contém Vazoes
de 3,0 a 0,7 e 0,5 ml min -1 para as linhas de succao, de bombea-
mento do reagente e do tampao, respectivamente. Estes foram os
-valores empregados no decbrfér deste trabalho.

0 registro tipico dos sinais de um sistema de AFCM, co
mo o descrito na figura III.1 (p. 41) para a determinacido de bo-
ro, esta representado na figura IV.11, Estes resultados, obti-
dos para uma curva de calibracao, sio lineares ata 4,00 pg m1-1
(figura IV.12 - A = 1,19.107% , 2,50,70"L Cg, onde A, absorban-
cia; CB, concentracao analitica de boro em ug ml"l, T, coeficieﬂ

te de correlacao = 0,9998).
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Figura IV.11: Sinais tipicos de uma curva de calibracao para o boro, usando o
sistema de AFCM, Ls: 350 ul. Solucao de azometina-H: 0,60% m/V
em 2,0 m/V de acido ascorbico., Solucio Tampao: 14,0 n/V de
(NH, ) HPO, em 5% m/V de EDTA em pH 8,140,2. Tempo de residéncia:
280s. “Concentracoes de boro em ng ml-1,
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Tabela IV.1: Estudo das vazoes enmpregadas para a succio e para o
bombeamento ‘da solucdo reagente e do tampao (ver fi-

gura III.1)

-1

Vazoes (ml min™ ") Absorbancia para

Succ¢ao Reagente - Tampao 1 ug m1~! de B
3,0 0,5 0,5 0,263
3,0 0,5 0,4 0,184
3,0 0,7 0,5 0,331
2,7 0,5 0,5 0,290
2,7 0,5 0,4 0,270

2,7 0,7 0,5 0,303

O desvio padrdo relativo (DPR), calculado a partir de
dez determinacdes em replicata, variou de 1,0% para o nivel de

0,50 pg m1~t

ate 1,4% para o nivel de 4 00 ug ml 1, com um DPR mi
nimo de 0,9% para ¢ nivel de 1,00 ug m1~ -1 05 valores de DPR ob-
servados sao praticamente constantes em toda a faixa testada. ©
limite de deteccio obtido nesta condicoes foi de 0,02 ug m1~1 e
foi calculado em relacio ao sinal do branco, considerando-se -‘tres
vezes o seu desvio padrao, correspondendo a um nivel de confiancga
de aproximadamente 90%, segundo as recomendacoes da IUPAC(77).

0 grau de tolerancia da reacao,.entre a azometina-H e o}
boro, frente a alguns elementos, foi verificado usando o sistema
de AFCM descrito na figura III.6 (p. 50). Foranm selecionados pa
ra este estudo os elementos mais comumente presentes nas plan-

5(40,52,68)

» que se encontram agrupados na tabels IV.2, com suas

- respectivas concentracdes maximas estimadas em extratos de plan-



1,00 e 2,00 ug mi~L.

to Agronomico de Campinas,
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Estes daéos foram estimados tomando-se como.base os resulta-
dos das analises de rotina destes elementos realizadas no Institu
A partir destes valores foram escolhi
das trés concentragles distintas para cada elemento, que foram en

tao testadas com solucées padrio de boro de concentracdes 0,50,

Tabela IV.2: Relacdo dos elementos testados no sistema de AFCM,

para a determinagao das interferencias na reacio de

boro com azometina-H. As formas quimicas utilizadas

estao citadas entre parénteses.

Elemento Testado Concentragdo Maxima
Estimada no Extrato
(ug ml™7)

Aluminio  (A1°%) 50
Ferro (Fes+) 50
Cobre (cu’*) 15
Zinco (Zn2+) 5
Manganés (Mn2+) 25
Magnésio  (Mg?™*) 250
Cilcio (ca’™) 500
Potassio (K™ 500
Sodio (Na™) 100
Nitrogenio (NOE) 500
(SO;) 500

Enxofre
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Como se poderia prever(34’52)

» 05 elementos ferro, co-
bre, aluminio, cilcio e magné€sio interferem na determinacdo de bo
To com azometina-H. Qs resultados obtidos nestes testes, usando
o sistema de AFCM, estdo agrupados nas tabelas IV.3 a IV.7. ©
grau de interferéncia & determinado pelo fator de interferéncia
(FI), que é definido como a razio entre o valor da absorbancia da
solugcao contendo azometina-H, boro e interferente (ABI) e o valor

da absorbancia da solucio contendo azometina-H e boro, sem inter-

ferente (ABj. Todos os valores de absorbancia foram determinados

contra o valor do branco. Unm fator de interferencia igual a 1,00
indica que nio hi interferencia, com um erro relativo maximo de
2%, enquanto que os fatores maiores e menores que 1,00 signifi-
cam, respectivamente, um aumento e uma diminuicao no sinal espe-
rado.

Os ions de ferro (Fe2+ e Peg*) apresentam uma coloracio
castanha-clara quando presentes em uma solucao de azometina-H con
tendd boro. Pode-se verificar através da tabela IV.3 que, mesmo
na presenca de 5% de EDTA, nao se consegue eliminar a interferén-
Cia causada pelo ferro, principalmente quando o boro se encontra
em baixa concentracio (exemplo: 0,50 ug ml_l). 0 nivel de inter-
ferencia deste elemento nio & apenas uma funcao da razio das con-
centragoes relativas do ferro e do boro, mas também dos niveis
reais dos mesmos presentes na amostra. Como exemplo, pode-se ob-
servar na tabela IV.3, que uma razéo‘Fe/B = 100 fornece um FI de
8,87 para concentracdes de 0,50 ug ml“l para o boro e 0,50 ug m1~1
para o ferro, e um FI de 5,61 quando os niveis sio de 1,00 e
100 g m1~1 para o boro e ferro, respectivamente,

O cobre também interfere consideravelmente na reacdo en
tre o boro e a azometina-H, produzindo uma coloracio castanha ama

relada, conforme a descricao da tabela 1V.4. A mesma relagio en-
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Tabela IV. 3: Interferéncia do ferro na determinacio de boro com

azometina-H, usando o sistema AFCM. Rf = 1,98( )

Cre3+ ) (ug m1~1) 10 50 100
Boro EDTA _
-1 Fator de Interferéncia (FI)
(ug m1™9) (% m/V)
0 6,64 8,87 10,21
1 1,30 1,46 1,62
- 0,50
3 1,22 1,32 1,48
5 1,15 1,28 1,44
0 3,43 5,01 5,61
1 1,07 1,11 1,18
1,00 .
3 1,04 1,09 1,14
5 1,00 1,07 1,12
0 2,89 3,09 3,29
1 1,00 . 1,00 1,00
2,00
3 1,00 1,00 1,00

5 1,00 1,00 1,00

(*) 05 vakones de Rf, em todos os casos, fonam obti dos previamen .-

te a cada estudo dos internferentes

(**) 0 ferrno ¢ medido como Fez+ e/fou Fe3+,féndiétin£amente, dada a

presenca de acido asconbico no meio dg reagao,



Tabela IV. 4: Interferéncia do cobre na determinacdo de boro com

azometina-H, usando o sistema AFCM. Rf = 1,99

C

CuZ+ (ug m1™1) 5 15 30
Boro EDTA Fator de Interferencia (FI)
wg m1™h) 3 m/V)

0 2,70 6,93 10,99

1 1,07 1,12 1,12

0,50 ‘ _ 3 1,00 1,00 1,00

5 1,00 1,00 1,00

0 1,84 4,01 5,90

1 1,04 1,04 | 1,04

1,00 3 1,00 1,00 1,00

5 1,00 1,00 1,00

0 1,40 2,37 2,54

1 1,04 1,04 1,04

2,00 3 1,00 1,00 1,00

5 1,00 1,00 1,00




75

tre a razao das concentracdes relativas apresentadas pelo ferro
também pode ser observada com o cobre. Em uma razao Cu/B = 30,
nota-se em FI = 6,93 para as concentracoes de 0,50 Lg m1~1 para o
" boro e 15 ug m1~1 para o cobre, e um FI = 5,90 para os niveis de
1,00 e 30 pg ml“l para o boro e o cobre, respectivamente. A ocor
réncia deste fendmeno pode também ser observado para o mesmo sis-
tema quimico em AIF, por deducdo, a partir dos resultados apresen
tados por_Krug et aﬂﬂé(ﬁs), Este comportamento poderia ser expli

cado supondo-se que os elementos cobre e ferro estariam agindo co

mo catalisadores na reacio de condensacao da azometina-H, de modo
semelhante ao boro, como proposto por Capélle(34). Neste caso, a
velocidade de deslocamento do.equilibrio no sentido da formacio

da azometina-H serig uma funcao da concentracao de cada espécie
quimica envolvida na reacao, bem como uma funcao da eficiéncia do
mecanismo de catalise para cada interferente. Entretanto a confir
macao desta hipotese necessitaria de experiéncias adicionais, dada
a com?lexidade do sistema quimico envolvido.

O aluminio € também um interferente na reacao da azome-
tina-H com o boro, formandoe uma coloragao amarela intensa. Porém,
0 comportamento observado para o ferro e o cobre nao foi verifica
.do para o aluminio, cujos resultados estao descritos na tabela
IV.5.

As interferéncias causadas tanto pelo cobre como pelo
aluminio podem ser eliminadas com a adicdo de 39 m/V de EDTA na
solucao tampdo, o que nio ocorre para o ferfo.

Os elementos cialcio e magnésio podem interferir neste
tipo de andlise por formacio de precipitado com o sal empregado
no tampao. Os precipitados formados seriam, provavelmente, o hi-
drogenofosfato de cilcio (CaHPO4.2HZO) e o hidrogenofosfato de

magnésio (MgHPO4.3H20), ambos pouco solﬁveis(l). De acordo com
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Tabela IV. §: Interferéncia do aluminio na determinacdo de boro com

azometina-H, usando o sistema AFCM. Rf - 1,98

Ca13+ (ug m1-1 10 50 100
Boro EDTA Fator de Interferéncia (FI)
(ng m171y S v
0 1,06 1,42 1,78
1 1,00 1,00 1,00
0,50 3 1,00 1,00 1,00
5 1,00 1,00 1,00
0 1,06 1,40 1,77
1 1,00 1,00 1,00
1,00 3 1,00 1,00 1,00
5 1,00 1,00 1,00
0 1,07 1,23 1,35
1 1,00 1,00 1,00
2,00 5 1,00 1,00 1,00

5 1,00 1,00 1,00
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as tabelas IV.6'e IV.7, pode-se observar que nao se consegue rea-
lizar as medidas espectrofotométricas em presenca de valores de
concentracao altos do cdlcio e do magnésio se a solucio tampao
contiver menos que 3% de EDTA. Em concentracoes iguais ou maio-
res que 3%, o EDTA pode causar um efeito contririo (FI < 100},
provavelmente pelo fato do mesmo formar complexos com Ca2+ e Mg2+.
Os demais elementos testados, tais como o sodio (Na*,

1

2000 . ug m1™7), potdssio (K*, 1000 Mg ml'l), manganes (Mn2+, 50 ug

2+

ml"l), zinco (ZIn"", 30 ug ml"l), nitrogénio cmm)NOE (1000 ng ml“l)

e enxofre como SO; (1000 ug ml“l) nao apresentaram interferéncias
na reagéo entre o bbro € a azometina-H, dentro de um erro relati-
&o de 2%, em nenhuma das concentragoes estudadas. Os valores ci-
tados entre parénteses indicam as concentracoes maximas estudadas
para cada um destes elementos.

De um modo geral, considerando-se os resultados obtidos
e os valores estimados para as concentracoes limites destes elemen
tos em plantas, a adicao de 5% m/V de EDTA no tampao pode corrigir
satisfatoriamente as iﬁterferéncias quimicas do método proposto.
Entfetanto € conveniente ressaltar que se o ferro estiver presen-
te em niveis altos, nio compativeis com a metodologia proposta, de
vem-s¢ procurar meios de se reduzir a sua concentracao, antes de se
efetuar a determinacio do boro. Alternativamente, pode-se sugerir
a adigcdo de uma quantidade maior de EDTA ao tampao,visto que, apa
rentemente, este agente mascarante nio tem efeito significativo
sobre o sinal analitico de AFCM,

Na falta de padrdes certificados (CRM: "Certified Refe-
rence Material"), a exatiddo do método de AFCM para a determina-

cao de boro foi avaliada através de amostras de plantas fornecidas

pelo "Plant Sample Exchange Programme" (PSEP) da Universidade de
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Interferéncia do calcio na determinacio de boro com

azometina-H, usando o sistema AFCM. Rf = 1,98
Cr.2 | -1
caZ+ (ug m1~h) 100 500 1000
Boro EDTA Fator de Interferencia (FI)
(ug m1™1) 5 m/V)
0 7,73 (a) (a)
1 1,11 (a) (a)
0,50 3 1,00 0,92 0,86
5 1,00 0,89 0,73
0 (a) (a) (a)
1 1,10 (a) (a)
1,00 3 1,00 0,93 0,91
5 1,00 0,90 0,80
0 (a) (a) (a)
1 1,00 (a) (a)
2,00
3 1,00 0,96 0,89
5 1,00 0,95 0,85

(a) Estes sinals ndo fonam negi strados, devido a formacdo de pre-

eipitado.



Tabela IV. 7: Interferéncia do magnésio na determinacio de boro

com azometina-H, usando o sistema AFCM. Rf 1,99
Cmg2+ (ug m1~1) © 100 250 500
Boro EDTA Fator de Interferéncia (FI)
(ug ml"l) (% m/V)
0 1,00 2,07 (a)
1 1,00 1,65 (a)
0,50 3 1,00 0,94 0,92
5 0,97 0,88 0,74
0 1,06 (a) (a)
_ 1 1,00 . (a) (a)
1,00 3 1,00 1,00 0,94
5 1,00 0,92 0,81
.0 1,23 (a) (a)
1 1,21 (a) (a)
2,00 3 1,00 0,96 0,93
5 1,00 0,95 0,88

(a) Estes sinais ndo fonam negistrados devido a gormacao de pre-

ceipl tado.
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Wageningen (Holanda) (787, -Cerca de 190 laboratorios participam
- deste programa,.onde cada um recebe amostras e as analisanm para os
elementos de interesse, de acordo com seus procedimentos de rotina.
No caso do bdro, somente 56 destes laboratorios efetuaram a anali-
se. Os resultados obtidos sdo entdo publicados e cada laboratério
participante pode comparar seus dados aos demais.

Para este trabalho, cada amostra de planta testada foi
'dividida em tres porgﬁes‘de 250 mg cada, e posteriormente, trata-

das independentemente, segundo o procedimento descrito no Capitulo
ITI. As solucgoes resultantes foram injetadas no sistema de AFCM

em quintuplicata, resultando em um total de quinze injecoes por
amostra. O0s resultados finais, apresentados na tabela IV.8, estao
descritos como os valores médios de concentragcao € seus respecti-
vos desvios padrdo, obtidos através do tratamento de dados conven-

cionais para as medidas(79).

Estes valores médios sao comparados
na tabela IV.8, aos resultados encontrados com 0 procedimento es-
tatico convencional usando azometina-H e os dados relatados pelo
PSEP.

| Os valores obtidos nas condicdes dinamicas da AFCM sao
concordantes com aqueles encontrados com o método estatico da azo
metina-H. Por comparacdo direta, os resultados da AFCM para a de
terminacao de boro sio iguais ou maiores aos valores das medianas
relatados pelo PSEP, maé tbdos s€é encontram no intervalo aceito,
de acordo com o procedimento de rejeicao empregado por este Progra

ma. Observe que, mesmo para a amostra 757, que apresenta o maior

desvio absoluto da mediana, os resultados foram aceitos, apesar

dos niveis altos de concentracio de outros elementos interferentes

(1078, 12 e 1390 mg Kg“l para o ferro, cobre e aluminio, respecti-

vamente).

Os critérios de rejeicao do PSEP(78), por envolverem da
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‘dos de diferentes procedéncias e diversos procedimentos analiticos,
utilizam a mediana dos.valores encontrados ¢ um desvio, calculado
a partir da mediana dos desvios absolutos, em lugar da média e do
'desvio padrao, geralmente empregados em tratamentos estatisticos

(79)

convencionais A tabela IV.9 descreve o procedimento usado pa

e .~ . . - . 78
ra o criterio de rejeicdo e o compara ao procedimento c1a551co( ).

Tabela IV.9: Descricdo e comparacio entre o procedimento c¢lassico

e o proposto pelo PSEP para a rejeicao de resulta-

78 *
dos( ) '
Procedimento Procedimento
Clissico proposto - PSEP
Média = X ‘Mediana = m = med
Localizacao _ x ‘
x =% i -omo=med {xg,..0,x )
n
—12,1/2
S= 1 {2]x,-x|*}
. (a) —r— i S' = f_.mda
Desvio ﬁhl)l 2 I
Critério de | x; -X| |x;-m|
> 2 —> 2
Rejeicao 2 St

(a) - No calculo do desvio S,
fI = (0,7722 + 1,604/n) * tn-1(0,025)
onde n = nimero de determinacdes e _
t, 100,025) = valor de."Student”, com 95% de probabili-

dade, para n-1 graus de liberdade e

i

mda mediana dos desvios absolutos, ou seja:

mda

med {[xium[}
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Sabe-se que este procedimento nao seria ¢ mais adequado,
estatisticamente, para se testar a exatiddo do método de AFCM, mas
isto nao invalida o uso da comparacdo direta para se determinar a
confiabilidade dos resultados obtidos, uma vez que todos os valo-
res encontrados através da AFCM teriam sido aceitos pelo éritério

de rejeicao do PSEP.
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CAPTTULO V

CONCLUSAO

As condicoes experimentais de rotina encontradas para a

determinacao espectrofotométrica de boro, com azometina-H, em ex-

tratos de plantas, usando o sistema de analise em fluxo continuo

monossegmentado, podem ser resumidas como a seguir:

Carregador: HC1 0,10 M

Solucao de azometina-H 0,60% m/V em 2,0% m/V de acido
ascorbico |

Solucao tampdo: 14,0% m/V de hidrogenofosfato de amo-
nio, contendo 5% m/V de EDTA (como agente mascarante)
em pH 8,1 * 0,2.

Solucoes padr@o para a curva de calibracio: 0,25 a
4,00 ug ml™1 em dcido cloridrico 0,10M

Volume injetado: 350 ul

Tempo de residéncia: 280 s

Tempo de amostragemf 20 s

Tempo de descarga de amostra: 10 s

Volume da cela de fluxo: 80 ul

Comprimento de :onda: 425 nm

Velocidade de andlise: 120 determinacées por hora
Desvio padrao relativo: entre 1,0% (0,50 pg'ml'l) e

1,4% (4,00 pg m1~1)

Limite de deteccao: 0,02 ug ml“l
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Estes valores podem ser alterados e/ou adaptados para ou
tros tipos de matrizes, onde a prépria sensibilidade pode ser modi
ticada, de acordo com as necessidades, através da variacao das con
dicdes experimentais discutidas no Capitulo IV.

Para fins de comparacao, resumiu-se abaixo alguns para-
metros relevantes dos métodos‘que empregam a azometina-H, na deter
minagao espectrofotométrica de boro enm plantas, o que permitira ao

leitor a escolha do método que lhe for mais conveniente.

Método Marwa1 70 arcsGD A8 gy

Parametro (IAC) (AutoAnalyzer)
Sensibilidade 0,20 0,10 0,08 0,25
(UA/ug m1™1)
Velocidade de ' :

70 dia~L 30 b1 60 h'1 120 p1
Determinacgao
Consumo de
Azometina-H 9,0 5,5 2,0 2,1
(mg por determinacao) |
Tempo de '

1800 480 40 280
Reacao(s)
Precisao - - -1% ~1% ~15%

Pode-se verificar entretanto, que o sistema de AFCM
apresentou resultados mais satisfatorios, demonstrando que este
Sistema tem um melhor desempenho que os demais, principalmente

quando empregam-se reacoes cineticamente lentas., A sensibilidade
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obtida com o método de AFCM é a maior dentre os métodos de fluxo,
‘sem prejuizo da velocidade de determinacac. Além disto, este ma-
todo utiliza os dispositivos simples, também usados em AIF, o que

reduz em muito o custo operacional.
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APENDICE 1

Métodos automdaticos sdo aqueles que usam combinacdes de
dispositivos mecanicos e instrumentais para substituir, refinar,
ampliar ou suplementar o trabalho humano e facilitar a perfomance

de um dado processo, no qual pelo menos a operacdo principal &
.controlada através de um sistema de retro-alimentagac ("feed-back'™

2

sem a intervencao humana. Comparativamente, o termo mecanizacao

¢ a melhor designacio para certos procedimentos que nao se incluem
na definicio acima; 0 método mecanizado & definido como o que uti
Iiza‘dispositivos mecanicos para substituir, refinar, ampliar ou
suplementar o trabalho humano. Estes conceitos foram definidos pe -
la Comissao de Nomenclatura da Unifo Internacional de Quimica Pu-

ra e Aplicada (IUPAC)(46).



88

APENDICE 2

SOLUCOES - TAMPAO

Tampao Hidrogenosfosfato de Amonio

- Solugcoes de hidrogenofosfato de amonio, com concentragbes varia

veis entre 10,0 e 25,0% m/V, foram preparadas com agua e usadas
como tampoes no estudo da determinacdo de boro com o sistema de
AFCM. A tabela a seguir indica o valor de pH obtido para cada

concentracao utilizada.

Concentracao de

| oH

(NH,) ,HPO, (% m/V)
10 7,98
12 | 8,01
13 8,02
14 8,05
15 | 8,09
16 \ 8,10
20 8,11

25 : 8,12
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Tampao segundo SYrensen

- Solucao A (hidrogenofosfato de sddio (1/15M)): pesou-se 11,866¢g
- de NaZHPO4.2H20 (Merck-PA) e completou-se o volume a um litro

em balio volumétrico.

- Solugép B (dihidrogenofosfato de potassio (1/15 M))}: pesou-se
9,073 g de KH,PO, e completou-se o volume a um litro em baldo

volumétrico.

Para o obtencao das solucdes tampao fez-se a mistura de

ambas as solucoes A e B nas proporcoes descritas na tabela a se-

guir, de modo a obter os valores mencionados(76 ).
Volume (ml)
pH
Solucao A Solugao B

7,0 61,2 38,8
7,2 72,1 27,9
7,5 84,3 15,7
7,8 91,4 8,6

8,0 94,5 515
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SOLUCOES DE INTERFERENTES

Asvsolugaes—estoque de interferentes foram preparadas
dissolvendo-se uma quantidade conveniente do sal correspondente ao
fon a ser testado em acido cloridrico 0,10M, diluindo-se em segui-
da a solucao resultante a 500 ml, com o mesmo acido. As quantida-

des utilizadas em cada caso estio descritas na tabela abaixo.

(*)

Ion Interferente nasse | Cion“l

' do sal (g) (pg m1™7)
Fed+ 0,4838 200
cu’* 0,0805 60
INE 0,8948 200
znt 0,0625 60
Mn2* 0,1801 100
cal* 3,6681 2000
Mg?t | 4,1817 1000
K* 1,9068 2000
Na* 5,0849 | 4000
N(como NO%) ' 7,2180 2000
S(como S0%}) 5,4344 2000

(*) Concentnag&b analitica da solucao-estoque do

Zon testado,
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APENDICE 3

Para o calculo dos diversos parametros estudados nesta
tese e das concentracdes das amosfras, através das curvas de cali-
bracao, desenvolveu-se um programa em BASIC para um computador de
- bolso SHARP PC 1211/RP. O programa se encontra dividido em dois

subprogramas que empregam uma sub-rotina responsavel pela transfor
macao das alturas de pico em absorbancia, descontando o valor do
branco. O subprograma "A" efetua os calculos de regressao linear

. o "B" calcula as concentracdes das amostras empregando,a curva

padrao fornecida pelo subprograma "A". A listagem do programa es

ta ‘descrita a seguir.

10 "A"ICLEAR :
PRINT "CURVA
PADREAD "

1LePRINT " ¢

20:FOR A=17TO 2
i

I AcAI=D

T HEXT A

R H S
GOSUE 500

GO THPUT "HUM D
E PONTOS= "3
1]

TOLFOR P=1TO O
RO ITHPUT "COMCC
FFHa= “iH
FHRFRINT "PPM =

SRUSING "3
. an.ﬂ.ll ].4-
GOSUE &00
100 ACZNr=21 031
a=IHT (R029n
IO HCE0N+ .5
AALOACE0
1103 FRINT "ABS =
“IACE1)
12008 [3=0+H
PR R=R400%1)
1401 S=C+HEN
150 ToT+H+G 3]y
1605 =G {3 vl
£
ITOTHEXT F
180: =00 B=R-T0
1908 S=5-0iwe T
T--Cisisp s U= -
ENE R T
=T o5 =Y
@ R=T TS}

2IMPREINT "C.L.=

ik
220 PRINT "CLA,
li;v
ZINIRRINT *CLH.
240 END
00 "R H=0s
PRINT "CQLC.
CEHC.Y
ESRrEH FHF A=22TH 2

1]

i U"I

20 H'H““H

ZENEHERT &

3231 H=15%.5

40 THPUT "COEF.
LEM. =51

tx

2501 INFUT "COEF.

AMNG, =" 1Y
Il GUEUE Z00
ET0:IHFUT "HUMLD

- E DETERM.="}

£

]
ER0IFOR Z=1T0 Y
IFFPRINT "DET.H
UMERG" S ING
B 1315 PR i
BOSUE &0

005 GC2T =0 (AT

=3 Ay

AL RIZZI =R AT

»=IHT (A2TD
#107HCE2 0+, 5
SRPTURTErS

420tPRINT "FFNH =

"IUSING it
AL e
4Z0IHERT Z
4403 END

SO0 L=0:RPEM SUDR
SERAMNCH
SI10YIMPUT "MUM D

E EBEGAHCOS="1
J
SR0F0OR K=1T0 7
SE0: IMPUT "HORBEA
HC MM =40
S =L+
STNIHERT K
SE0E M=t T2 =M
S T=—LAG (OH-G
FeH
SSD:PEIHT YERH.=
!llI
S0 RETURN
B0 F=0E D= BEN
SUBR-CALTLAL
10 THRFUT "M T
E PICOHS™"Ig
i FOR B=I1TO &
Il IMFUT “"HepIC
Drihia=rig

A4l D=0+C

B30 :HE'_

RELE=DA Y HQES}=
=LEG COH~Exs
H

ST ’J:I"!—'HJ_‘__.J—

I

&30 RETURN
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