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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento de dois
sistemas de Andlise por Injeg¢do em Fluxo, gue empregam detecgdoc
condutimétrica e difusfo gasosa, para a determinagdo de formas
inorginicas de nitrogénio (NH;, NOZ e No;) e nitrogénio
inorganico total em &guas naturais e uréia em soro sanguineo. Os
sistemas utilizam basicamente dois fluidos: um fluido aceptor
constituido dé dgua deilonizada - gque passa continuamente pelo
detector, e um fluido doador. Para a determinagdo das formas
inorgdnicas de nitrogénio, o _fluido doador €& definido pela
confluéndia de uma"soldgao reagente de NaOH/EDTA, com &gua
deionizada, na qual a amostra é introduzida. Apdés a confluéncia,
‘a amostra passa por uma. coluna .cheia com zinco granulado,
utilizada para reduﬁir as espécies nitrogenadaé, parala forma de
ions amdnio. Na determinagdo de uréia, a amostra & introduzida em
uma solugdo de NaCl 1% ( m/#) e conduzida através de uma coluna
‘preenchidalcom pequenos pedagos do feijéo Canavalia gladiata, dque
‘contém a‘_enzima urease imobilizada naturaimente, onde a uréia

-

- presente na amostra & hidrolizada. 0 fluido doador & definido -

pela confluéncia desta solugdo, com uma solugdo de NaOH/EDTA,
logo apés'a coluna de hidrdlise.
A amdénia formada nesses dois procedimentos, passa por

uma unidade de difusdo, onde permeia uma membrana de PTFE, sendo



X

recebida no fluido aceptor, sofrendo ionizagdo e alterando a
condutincia da &gua deionizada. Essa alteracgdo & proporcional a
concentragdo das espécies nitrogenadas presentes na amostra
injetada. As influéncias de alguns parédmetros analiticos,
concentragdes dos reagentes e interferéncias foram estudadas. A
exatidao foli avaliada, comparando-se os resultados obtidos pelo
método proposto e por métodos padrdes espectrofotométricos, sendo
observada uma boa concordancia. ©0s limites de detecgéo
encontrados para nitrogénio na forma de Bnﬁ, No; e No;, foran
respectivamente 5, 20 e 20 ng.ml'l; A velocidade mninima -de
determina¢éo destas espécies bem cdmo_de nitrogénio inorgénico
total, foi de 60 determinacées pbr hora.

. Alén disso, éste trabalho mostra o desenvolvimento dé um
analisador automdtico para injeg¢do em fluxo. A construgido de unm
mdédulo automdtico de introdugdo de amostra e a adaptagdo de um
amostrador do tipo‘Technicon, ambos controlados por um sistema
minimo de 4microcomputadér,‘ s&o descritos. 0 anélisador foi
.avaliado, eﬁpregandOmse um sistema de fluxa'pard a determinacgédo
de Cr(vIl), com detecgdo espectrofotométrica, e ambnia em &guas

.naturais por condutimetria. Os desvios padrdes relativos dos

sinais foram menores que * 1%, nas duas avaliagdes. Estes

resultados demonstram o bom desempenho do analisador.
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ABSTRACT

The present work describes the development of two new
Flow Injection Analysis(FIA) systems. Both the systems are
fundamentally based on gas diffusion and conductimetric detection
and have -been used to determine inorcjanic specimens of nitrogen
(NH:, N0; e No;) and total inorganic nitrogen in natural waters
and urea in human serum. Two fluid streams were employed: an
accéptor stream which uses deionized water passing continuously
through the detector cell and a donor stream.

| The total inorganic nitrogen was determinated by merging

the injected sample with an alkaline solution(NaOH/EDTA) and
deionized water. The sample is, then, passed through a column
which. is filled with zinc granules in order to reduce all the
nitrogen specimens to ammonia. |

- The urea samples were introduced in a NaCl 1% stream
that carries them through a column filled with small pieces of
the Dbean Canévalia‘ gladiata. The bean pileces contain naturally
}ixnmobilized‘urease that promotes the .hydrolysis of the urea,
| producing. ammonia. |

The ammonia pfoduced in both syétems described above,
passes through a gas diffusion cell and is received for the

acceptor stream. The ammonia ionizes causing a change in the



¥ii
conductance that is proportional to the nitrogen content of the
sample.

The flow parameters, reagent concentrations and
potential interferences have been studied. The results for both
methodologies were compared with those obtained by emplgying
standard spectrophotometric methods with good agreement.

¥inally, a Flow 1Injection automatic analyser is
described. The analyser includes a module for sample introduction

working together with an adapted auto-sampler from Technicon. The

énalyser is controlled by a single~board microcomputer and was
evaluated for the spectrophotometric determination of Cr(vI) and
for conduétimetric determination of ammonium in natural waters.
The relative standard deviation‘waé 1% or less, showing the good

performance of the anélyser,



CAPITULO T

I.1 - INTRODUGCAO

Un dos maiores desenvolvimentos alcangados na Quimica
Analitica durante as Gltimas décadas se deve ao aparecimento de

métodos autométicos de andlise, gque produzem dados analiticos com
a minima intervengio do operador. Inicialmente, estes sistemas

foram desenvolvidos para satisfazer as necessidades dos
laboratérios clinicos, onde varias esﬁécies sdo determinadas com
propdsito de auxiliar o diagndstico médico. No entanto, -alguns
instrumentos encontraram: tambéﬁ, aplicagio em diversas areas,
taié como no contfole de proceésos industriais, na A&rea
ambiental, farmacéutica e na agricultura.

0 conceito dos mnétodos automdticos de andlises esta
ligado a substituigéo das opera¢gdes realizadas manualmente por um
analista, por operagdes continuas ou sequenciais, eféfuadas sem a
-intervengéc‘do operador. Este conceito foi-intfoduzido em 1957
por Skeggs“’,. ao descrever o primeiro sistema de anilises
,segmentadé por bolhas de ar, em fluxo confinuo, constituindo o
primeiro passo significativo no desenvolvimento dos métodos
automdticos. O primeiro instrumento automdtico de fluxo continuo

comercializado, o Auto-Analyzer, Fabricado pela Technicon



Instruments Co., surgiu a partir deste conceito.

2 . ,
@ introduziram um novo

Em 1975, Ruzicka e Hansen
conceito de automagdo em fluxo.continuo gque levou & construgido de
analisadores com desempenho igual ou melhor que o anterior, mas
que resultou em instrumentos mais simples e de menor custo. Estes
sistemas sio de facil construciio e apresentam baixo consumo de
amnostras e reagentes, pequeho custo operacional, grande
versatilidade, apresentando precisdo e exatiddo cowmpardveis as
dos'métodas convencionais. A denominag¢do mais comumente adotada
para esta.'métodologia de automacdc é&: Andlise por Injegdo em
Fluxo (FIA)*, embora a terminologia simplificada, Injegdo enmn
Fluxo I(FI)**, tenha sido recentemente adotada em diversos

peridédicos especializados internacionais.

I.2 < ANALISE POR INJECAO EM FLUXO

A técnica de Andlise por Injegdo em Fluxo (FIA) surgiu em
11975, e seu conceito est& baseado na injecgdo ou‘inserqao de uma
amostra liquida em unm fluido carregador ndo segmentado por bolhas

de ar.

* Do inglés: Flow Injection Analysis (FIA)

%% Do inglés: Flow Injection (FI)



A técnica FIA, passou por um réapido desenvolvimento,
desde a sua introducgdo, e hoje estd sendo utilizada em um grande
nimero de laboratdrios analiticos, envolvidos com determinagdes
guimicas de rotina.

Diversos tipos de detecg8o tém sido utilizados com a

. 3-6 <
técnica FIA' ), bem como algumas etapas de separagdo e

transformagdes analiticas'"™.
0 grande nimero de publicagdes utilizando a técnica FIA,
mostra sua grande aceitagdo pelos quimicos analiticos. Detalhes

do potencial analitico dos sistemas FIA podem ser obtidos en

(10-12) {(13-14}

artigos de revisdao e em duas monografias .

I.2.1 - Elementos Essenciais de um Sistema FIA

Um sistema bésico de Anélise por Injeg¢doc em Fluxo, como

mostrado abaixo, consta das seguintes partes:

a b ¢ d

_ - Diagrama de um sistema FIA em linha Gnica.

a) Uma unidade propulsora que estabelece uma vazao controlada dos

fluidos utilizados. Tal unidade & constituida comumente de unma



bomba peristdltica. Um sistema de pressio gasosa ou simplesmente
a forgca da gravidade podem ser também empregados, desde dgue um
controle mais rigoroso seja estabelecido com o objetivo de manter

as vazbdes constantes.

b) Um dispositivo gue permite inserir no fluido carregador, sem

interrupgdo da sua vazdo, um volume reprodutivel da amostra.

¢) Um médulo de pré-tratamento da amostra, comumente chamado de

reator, onde se d& o transporte dos fluidos, e a mistura dos
reagentes com as amostras. Este pode'ser constituido de um tubo
de material inerte, reto ou em forma de serpentina ou bobina.
Este mdédulo pode incluir, também, cémaras de separagdo de fases
para extragido com soiventes, enzimas inmobilizadas, membranas de

‘dislises, etc..

d) Uma cela de fluxo na gual é efetuada a detecgéo, incorporada a
um instrumento de medida, o qual produz um sinal elétrico

.transiente qgue & transferido a um registrador potenciométrico ou

a um nicrocomputador.

I.3 - DETECCAO CONDUTIMETRICA APLICADA A ANALISE EM FLUXO
CONTINUO

Um dos pontos atrativos das técnicas de fluxo continuo é



a facilidade com a qual elas podem acomodar diferentes tipos de
" detectores. A maioria destes sistemas de detecgdo tém sido
iﬁvestigados e os resultados 6btidos sio satisfatdrics em quase
todos‘ps casos 1),

0 uso de detectores condutimétricos em Quimica Analitica
& geralmente preterido em relégéo‘ a outros detectores
eletroguimicos e espectrofotométricos em razdo, principalmente,

da sua falta de seletividade. No entanto, estes detectores

apresentam excelente sensibilidade e podem ser construidos com

equipamentos e material simples e de baixo custo. Normalmente,
alguns processos devem ser acoplados aos sistemas de fluxo com
detecgdo condutimdtrica, para se obter a necessdria seletividade.
Uma unidade de difusioc gasosa pode ser utilizada para este
propésito, permitindo uma transferéncia eficiente e rapida de uma
espécie moledular volatil de um fluido doador, a Vum outro

aceptor. Com essa finalidade, Carlson wutilizou tubos de

{15) (16)

silicone de pequeno didmetro e tubos de PTFE porosos para
transferir a aménia de sua matriz, para um fluido de &gua
.deionizada, no gual ela se ioniza, sendo quantificada por
qondutimetria. Este método & bastante simples por néo utilizar

reacdes quimicas complexas e por apresentar menor namero de

fontes de interferéncias do que o método colorimétrico™ .

Entretanto, as medidas obtidas por Carlson estdo baseadas .no

principio do estado estaciondrio, incorporando limitagdes dque



diminuem a frequéncia de determinagdes, aumentando o consumo de
reagentes e o volume de amostra hecessirio a uma determinagio.
Para a associag8o FIA-condutimetria, tem-se construido

(17)

diversas celas, para estudos de dispersédo e determinacdo de

' . i8
v150051dade( )

de solugdes. No entanto, esses trabalhos ndao
cbjetivaram gquantificar uma espécie quimica em uma determinada
amostra, mas, descrevem somente a aplicagdo da detecgdo
condutimétrica em estudos como os descritos acima.

com o objetive de determinar a concentragdo de espécies
volateis em solucgdo, um sistema FIA com deteccido condutimétrica,
foi desenvolvido para a determinagéo de aménic em digeridos de
Kjeldahl“j’, dguas e soloSGM), e na monitoracdo de bio-ensaios,
determinando o teor de €O, diséolvido, visando a avaliagdo da
toxidez de metais, sedimentos e antibidticos™’, 0 sistema FIA
bésico‘ emprega um fluido carregador gue transporta a amostra
injetada até a confluéncia com o fluido reagente. A mistura passa
por uma cela de difusdo, e as espécies volateis formadas se
difundem por uma membrana de PTFE* e séo coletadas'em um fluido
.aceptor de 4é&gua deionizada, que passa 'continuamente pelo
~detector.. A variagdo da‘conduténciavoriginada pela ionizagdo da

_espécie volatil & proporcional a sua concentragdo na amostra

original.

%# - PTFE - Politetrafluocretileno



I.4 - OBJETIVOS

0 objetivo principal déste trabalho foi o de estender a
aﬁlicagéo da detecgéo condutimétrica em andlise por injecdoc en
fluxo, para espécies quimicas ndo-volateis. Essas espécies sé&o
transformadas, através de reacdes gquimicas apropriadas, en
andnia, que permeia uma membrana de PT?E, sendo recebida em um
-fluido aceptor de dgua delonizada e determinadas por
condutimetria. Desta forma, foram desenvolvidas metodologias para
determinac¢io de espécies inorgénicas de nitrogénio (NH; ' NO; e
NOQ e determinacdo de nitrogénio inorgénico total, tendo sido
avaliada a possibilidade de especiagio destas formas inorganicas
de nit:ogénio.

Além disso, com o uso da ﬁeSma técnica, foi desenvolvida
uma metodologia para determinagfo de uréia em soro sanguineo,
utilizando a enzima urease imobilizada naturalmente no feijdo
Canavalia gladiata.

Finalmente, este trabalhd descreve a construgdo de um
aﬁalisador FIA, que ao realizar as operagdes de apresentagido e
cintrodugcdo de amostras, sem a intervencdo .do analista,
possibilita, a um baixo custo, a automagéo parcial das

metodologias desenvolvidas e de outras baseadas na Andlise por

Injecdo em Fluxo.



cariTuLO IX

DETERMINACAO CONDUTIMETRICA DE FORMAS INORGANICAS DE NITROGENIO

EM ANALISE POR INJECAO EM FLUXO.

A determinacgdo do teor de nitrogénio inorgénico total é

de grande importédncia no controle "de processos, nas andlises

clinicas, na monitoragdo de poluigdo, na caracterizagéo de
alimentos e na agricultura. As principais formas inorgénicas de
nitrogénié sio os ions amdnic, nitrato e nitrito. Segundo a
Organizacdo Mundial de SatGde, o teor méximo recomendavel para

-

nitratos em &gua potével & 10 ug.mlq, e 0,5 uc_;.ml"1 para
,nitritosm2'23). |

A presenga de excessos de nitrato e nitrito em &guas
naturais & responsédvel direta éela ocorréncia de casos de
meta~hemoglobina infantil. Os ions nitrato e nitrito sdo também
precursores da formagdao no organismo humano das nitrosaminas, que

= (24 .
sio potentes agentes cancerigenos . 0 excessivo uso de

fertilizantes em agricultura & a causa mais frequente do elevado
teor de nitrato em dguas naturais. Outros fatores que contribuem

"com © alto teor de nitrato sd3o a existéncia de descargas

poluidoras, como esgdto domésticos e de residuos industriais.



II.1 - DETERMINAGAO DE fON AMONIO EM SISTEMAS DE ANALISE EM FLUXO

CONTINUO.

Muitas determinacdes de ions amdénio s&o necessdrias em
amostras, nas guais sua concentragdo se encontra abaixo de 1
ug.ml"i. Vérios métodos espectrofotométricos e potenciométricos,
empregando as técnicas segmentada ou FIA, tém sido descritos com
este propdésite. O método mais freguentemente empregado para

baixos niveis de concentragdo & o espectrofotométrico, usando a

5-26 =
(25-26) A reacdo envolve o uso de

reagdo de Berthelot modificada
reagentes instédveis e toéxicos, e sofre de interferéncias como
turbidez e alteragdo de pH da amostra. Uma solugdc indicadora
Gcido-base tem sido usada como .fluido aceptor, em sistemas
FIA/difusdo, para determinagdes de ions aménic, em concentragdes
~de até 17 ﬁg.ml"l, mas o efgito interferente do diéxido de

. . 27
carbono -precisa ser ev:Ltado'( ’,

com o surgimento dos eletrodos sensivels a gés‘za), a
determinacédo do ilon‘ amdnio tem sido bastante simplificada. Como a
.medida com este eletrodo & rapida, o tempo requer'ido para andlise
é substancialmente reduzido, comparado aos mé&todos convencionais
envolvende destilagdo. Dentro- desta clas.se se encontram os

2 3 L d e
AL procedimento para determinagao

eletrodos do tipo “air-gap'
do ion aménio com os eletrodos sensiveis a este fon & bastante

» * -~ . ) + g~ . - . -
simples, mas a interferéncia do fon X & muito séria, além do



efeito pronunciado do pHmm.

A detecgdo condutimétrica em um sistema FIA foi

recentemente introduzida e aplicada & determinagfo de ions aménio

em amostras submetidas ao procedimento de digestéo Kjeldahl“gx

0 método mostrou precisdc e exatidio comparédveis ao procedimento
padrido de destilagfo/titulagdo, com vantagens adicionais como a
baixa suscetibilidade a interferéncias e uma econonmia

significativa de reagentes, J& que somente uma solugéo de

NaOﬁ/EDTA & utilizada''®’,

Ir.2 - DETERHINZ\QEO PE fONS NITRATO E NITRITO EM SISTEMAS DE

ANALISE EM FLUXO0 cONTINUO.

As outras duas principais formas de nitrogénio
~inorginico em amostras naturais sdo nitrato e nitrito. Foi
recentemente demonstrado gque nitrato e nitrito podem ser

reduzidos & andnia, em sistema de fluxo continuo, passando a

- _ . . e 16
-solucdo através de uma coluna chela com zinco metéllco( ), Este

procedimento tem sido automatizado pelo uso de métodos de estado

(16)

estaciondrio, em fluxo continuo segmentado por ar Métodos

-

alternativos fazem uso da reducdo do nitrato & nitrito com

(30-31) (9,32)

redutores homogéneos ou heterogéneos , seguido pela

diazotizacdo com sulfanilamida e acoplamentc com N - (1 - naftil)

10,



- etilenodiamina.

Quando o parametro gque se deseja determinar & a
concentracdo de nitrogénio total existente na forma inorgéanica
(soma de N—NH:, N~N0; e N-No;), os métodos espectrofotométricos
automdticos podem ser utilizados. No entanto, esta determinagdo
requer dois diferentes conjuntos de-reagentes, e a monitoracdo
dos produtos necessita ser feita em dois diferentes comprimentos
de onda de detecgio, um para a diazotizaglo/acoplamento (543 nmj) ,
e oﬁtro para a reaqéq de Berthelot (630 nm), na determinagdo de
ion amdnio. Um analisador de fluxo ~continuo controlado por
computador foi usado para essa finalidade, mas, o nitrogénio
inorgénicé total pode ser encontrado indiretamente, somente apds
se ter determinado as contribuig¢des dos ions nitrato, nitrito e
amaniow3t

0 desenvolvimento de um método FIA-condutimétrico,
empregando somente um reagente, em um {inico sistema de fluxo e
deteccdo, para a determinagdo de baixos teores de ions amdénio,
nitrato e nitrito e nitrogénio inorganico total &, a seguir,

.descrito. Ai possibilidade de uso do sistema FIA proposto na
‘especiagdo das formas inorgénicaé de _nitrogénio_ & também

demonstrada.

11



I1.3 ~ PARTE EXPERIMENTAL

I7.3.1 - Instrumentos

‘Uma bomba peristéiltica Isméteé MP13 GJ4, provida de
tubos de Tygon, fol utilizada como unidade propulsora dos
fluidos. A unidade de comutagdo utilizada para a introdugldo das
amoétras nos sistemas de fluxo & semelhante ao descrito na
literatura{Tye Tubos de polietileno de 0,8 mm de difmetro interno
foram usados para a construgdo do sistema FIA.

Um condutivimetro, modelo B-330 de fabricagfo lMicronal,
equipado com uma cela de fluxo como indicada na figura II.1, foi
utilizado. ©0s sinais analiticos foram obtidos wusande um
registrador potenciométrico Cole-Parmer, modelo 0585.

- A cela de difusao mostrada na figura I1.2 & feitd de
duas pegas de acriiico apresentando uma ranhura com 0,7 mm de
profundidadé, 4 mm &e largura e 10 cn de comprimento.

A figura II.3 mostra o sistema FIA utilizado para
determinacdo de formas inorgﬁnicas'de nitrogénio. Este sistema
emprega uma nmicrovdlvula solendide de 3A vias (NResearch -~
1617031, 12 V, 80 mA), usada para selecionar os caminhos (Ca) ou
(cz). 0 caminho (C1) & utilizado para determinag¢do do ion amdnio,

levando a amostra diretamente para a cela de difusdo. O canminho

12



(Cz), carrega a amostra para a coluna de redugdo e & utilizado

para a determinagdo de nitrogénio inorgénico total.

. Figura II.1 - Cela de fluxo para medida condutimétrica. A,
eletrodo externo. B, eletrodo interno (ambos de ago inoxidavel).
€, isolamento com resina epdxi. E, entrada do fluido. 8, saida da

solugdo. F e G, contatos dos eletrodos.
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Pigura II.2 = Cela de difusdo. A e B, corte longitudinal e

lateral. C, vista superior. A figura mostra somente uma das

partes da cela.
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Fiqura II.3 =~ Sistema FIA para determinagd3oc de nitrogénio

inorgdnico total e aménia em &guas. C, coluna de resina de troca
iénicg mista; P, bomba peristéltica; DC? cela de difusdo; FC,
cela de condutédncia; B, banho de &gua isolado; R, reagente
NaOH/EDTA; V, valvula eletromecénica de trés vias; RC, coluna de

redugdo; S, amostragem.

A coluné de reducgédo, mostradé na figura I1I.3, foi feita.
de um tubo de Tygon de 2 mm de di&metro intérno, cheia com zinco
granulado (20 mesh). Nas extremidades da coluna fol wusado
algoddo, para reter o zinco no seu interior. Antes de usar esta

coluna, uma solugdo aguosa de CusSO, 0,1 M foi injetada, duas ou
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trés vezes, usando &gua como fluido carregador, para ativar a

superficie do zinco. A coluna C foi construida como descrito
. 1 ‘o " ,

anterlormente(g’ e usada para purificacdo final da @&gua

deionizada, removendo no momento da sua utilizagfio, os Ions ainda

presente ou espécies nela adsorvidas.

II.3.2 - Reagenies,padrdes e amostras

- Solﬁgﬁes reagentes de hidréxido de sbédio: essas
solugdes foram preparadas por diluigéo de uma solugdo de NaOH

12M, usando &gqua deionizada previamente fervida.

- Solugdes 'padrao de amdnio: essas solugdes foram
obtidas por diluig¢do de uma solugdo estoque de 1.000 ;1(3‘.:111"1 de

N-NH: , preparada com sulfato de amdnio.

- - Solugdes padrdo de nitrato: essas soiugées foram
obtidas por diluigdo de uma solugdo estoqué de 1.000 ug.mlﬂ de

N~N0; , preparada com nitrato de potéssio.
- Soluc;.oes padrdo de . nitrito: essas solugbes foram

preparadas diariamente de uma solugdo estogue de 1.000 ug. ml™? de

ano; , preparada com nitrito de sédio. Nesta solugéo foranm
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acrescentadas 5 gotas de clorofdédrmio.. A solugdo fol mantida en

' refrigerador.

- S8olugdo de &cido sulfanilico 1% (m/v): essa solugdo
foi preparada, dissolvendo-se 1 g de sulfanilamida em 30 nml de
dcido acético, e completando~se © volume para 100 ml com &agua

deionizada.

- Zinco metdlico (20 mesh): o =zinco metdlico que
forneceu melhores resultados, em relagdo ao rendimento da

redugdo, fol o comercializado pela Aldrich.
- As amostras de &guas foram coletadas em frascos de
poiietileno e analisadas no mesmo dia.
II.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
II.4.1 - Determinacdo de amdnia

Os primeiros experimentos foram feitos visando a
otimizacdo do sistema de fluxo para a determinagdo de baixas
concentragdes de aménia. O caminho C , mostrado no sistema de

fluxo da figura II.3, foi selecionado. As vazBes foram 3,2

17



#l.imin? para o fluido aceptor e 1,6 nl.min™ para os fluidos
reagente é carregador, respectivamente. Como descrito
éﬁtériormenteugu a vazdo total em ambos os lados da cela de
difiigdo preecisa ser igual, para evitar danos & menmbrana.
Bediizindo-se & vazio global do siStema, ha wum aumento na
gensibilidade porén, simultaneamentea,- & observado um decréscimo
fAa frequéncia analitica.

Foi observado gque os principais fatores instrumentais
quelafetam a sensibilidade foram o volume da amostra injetado e a
drea de aifﬁsao. A &rea de difusdoc foi aumentada de 1,5 cma
usada ahteriérmenteugn para 4,0 cma e o efeito do volune da.
amnostra iﬁjetado, foi investigado. A modificagdo da area aumentou
a ééhsibilidade de um fator de trés. Um velume de 300 pl foi
egaolhido para a maixima sensibilidade e um tempo de limpeza
ageitavel. |

Hg sinals analiticos foram pouco afetados aumentando-se
a ﬁbncehﬁragao de hidréxido de sédio de 0,05 a 0,5 M e pela
“mudanga dé conceﬁtragéo de EDTA de 0,1 a 1% (m/v). As
- goneentracdes finals foram estabelecidas como NabH 0,1 M e EDTA
055% (n/v). | |

Essas simpleslmodificagﬁesf feitas‘no sistema de fluxo
b‘r‘iginalm’, permitiram que o limite de detecgdo para amdnia,
expresso como sendo a concentragdo desta espécie suficiente para

fornecer um sinal trés vezes maior que a raz8@o sinal-ruido, fosse
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diminuido para 5 ng.ml“l. Os sinais tipicos de calibragdo sdo

- mostrados na figura II.4.

400

_AWAUDUUDYLLUDUUUI LI

10 min

Figqura II.4 ~ Sinais de calibragioc e determinagdo de amdnia em

dguas naturais. Os nlmeros sobre os sinais sdo concentragdes de

- ~ 2 -1 . .
padrdes de aménia, em ng.ml . Todas as medidas foram obtidas en

duplicatas.
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A relacdo entre os sinais analiticos e a concentragdo de
aménia da solugdo foi examinada em detalhe e foi concluido, de
dez dados experimentais, que as curvas de calibragdo sdo lineares
na faixa de 30 & 500 ng.ml™'. Coeficientes de correlagio de
0,9996 ou melhores foram observados para todos os conjuntos de
dados. | |

Abaixo do ﬁenor limite( 30 ng.mlq), um decréscino
exponencial na sensibilidade foi observado,‘a medida que a curva

selaproxima da origem. O ponto de inicio deste 6ecréscf£o de
sensibilidadé estabelece a concentragdo limite inferior da faixa
linear de resposta. Este limite & afetado pela temperatura do
banho de &gua, no qual as celas de permeacdo e detecgdo estdo
imersaé, uma vez que esta altera a gquantidade de amdnia que
permeia a membrana e a conduténcia da _solugéo resultante no
fluido aceptérug{' A faixa de concentragd3o descrita acima foi
obtida com o banho de &gua A 30 °C.

0 desvio badrao relativo da média das alturas dos
sinais, obtidos paré dez -injecdes de uma solugdoc padrdoc de amdnia
“de 200 nq.mld, foi 0,8% e até 70 determinacgdes por hora puderanm
ser processadas. |

0 sistema FIA foi usado na deterﬁinagao de aménia em
seis amostras de &guas naturais e em &gua destilada exposta ao
ambiente do laboratdério. As amostras continham aménia na faixa de

40 a 350 ng.mlﬂ. 0s resultados foram comparados com os obtidos
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pelo mé&todo espectrofotométrico convencional, baseado na reacdo
. N 2 .

de Berthelot modlflcadata). 0 resultado de ninimos quadrados

mostram a seguinte relacdo entre os métodos:

C, = (0,66 + 0,45) + (0,981 * 0,012) C_

onde;
Cp € a concentrag@o de aménia encontrada pelo método proposto e

C, € a mesma pelo método espectrofotométrico. 0O coeficiente de

correlagio e a estimativa do erro padr3o foram 0,9997 e 3
ng.mlq} respectivamente. Baseado no critério estabelecidc por
Eckschlaéerw“, pode-se concluir que ndo hd erros proporcionais
ou conétantes entre os dois métodds, a um nivel de confianga de

95%.

II.4.2 - Determinacdo de nitrato e nitrito

0 sistema descrito na figura iI.ﬁ foi avaliado para a
determinagdc de nitrato e nitrito e os résultados iniciais
ﬁostraram, gque a vazdo total através da coluna precisa ser
reduzida para melhorar a eficiéncia da redugdo. As vazbes de 1,8;
0,9 e 0,9 nl.min™ para o fluido aceptor, reagente e carregador,

respectivamente, foram estabelecidas. Como consequéncia, o nimero
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de amostras que  podem ser processadas, sofreu um decréscino
substancial. Para contornar este problema, o volume de amostra
fol témbém reduzido de 300 para 200 pnl, tornando o tempo de
limpeza menor, com decréscimo aceitével na sencibilidade.

Com as condi¢des acima, os efeitos das concentragbes de
NaOH e EDTA e o comprimento da colﬁna foram estudados, usando
solugdes padrdo de nitrato e nitrito.

Os primeiros experimentos foram feitos para encontrar o
efeito da concentragio de NaOH na reagdo de redugdo. Uma coluna
de 10 cn de Comprimento, preparada como descrito no item II.3.1,
foi empregada nestes estudos preliminares de otimizagdo. Solugdes
padrdo de nitrato e nitrito foram utilizadas e os sinais foram
comparédos com os obtidos para solugBes padrio de andnia,
contendo uma quantidade'equivalente‘de nitrogénio. Os resultados
sio mostrados na figura II.5, onde pode ser notade gue
rendimentos de conversio & amdnia de, aproximadamente 97% pafa
nitrato e 98% para hitrito, foram obtidos, usando-se uma solugéo
de NaCH 1,0 M. |

Um. aumento adicional no :endimento da redugdo foi
obse;vado‘com a presenca de EDTA na'solugao de NaOH. Uma redugdo
guantitativa de nitrato e nitrito a aménia foi observada, quando
0,4% (m/v) de EDTA (na forma do sal dissdédico) foi adicionado a
solugdo de NaOH 1,0 M. Provavelmente, o EDTA complexa o zinco

dissolvido, produzido apés a redugdo, aumentando a velocidade da
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reagdo. Ao mesmo tempo, fol observade gque o aumento da

concentragio de EDTA no reagente alcalino, causa danos & coluna.

'~ Pequenas bolhas de gés (hidrogénio) s8o observadas apds 30

minutos de operag8o, quando uma solugdo de EDTA 0,6% (m/v), em
NaOH 1,0 M foi usada. Diminuindo-se a concentrag8o de NaOH e
mantendo~se ‘a concentracio de EDTA em 0,6%, observou-se . uma
degradagéo consideravel da coluna e um volume muito grande de gis
_foi desprendido. As concentragdes dos reagentes foram, entdo,

estabelecidas em: NaOH 1,0 M e EDTA 0,4%, quando uma redugdo

quantitativa} de nitrate e nitrito for requerida. Nestas
condigdes, obtém-se uma degradagdo aceitdvel da coluna.

0 efeito do comprimento da coluna foi, a seguir,
investigado. A figura II.6 mostra comc isto afeta o fendimento da
redugéo. Uma coluna de 10 cm de comprimento foi selecionada para
se obter uma redugdo quantitativa de nitrato e nitrito.na faixa

de concentracdo de interesse.

23



CONDUTANCIA (UNIDADE ARBITRARIA)

80~
40|
0.6 0.8 1.0
[NaOH] 7 M
Figura II.5 - Efeito da concentrag8c do NaOH na redugdo e sinal

condutinétrico para varias solugdes padrdo de nitrogénio na forma
de nitrato (o), nitrito (o) e aménia (e¢). As concentragdes estao

expressas en ug.ml"1 de nitrogénio, no lado direito de cada

curva.
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CONDUTANCIA (UNIDADE ARBITRARIA)

4.0 8.0 12.0

COMPRIMENTO DA COLUNA  (cm)

Figura IX.6 - Efeito do comprimeto da coluna na redugio de
nitrato & aménia. As concentragdes de nitrogénio, expressas en

ug.ml"l, estdo no lado direito de cada curva.
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IX.4.3 - Durabilidade da coluna

2 durabilidade de uma coluna de 10 cm de comprimento,
preparada segundo © itemr I1.3.1 foi avaliada, usando-se unma
solugdo de nitrate, de concentragac de 6,0 ug.xﬂfi. Quando se
emprega uma solugdo da NaOH 1,0 M, contendo EDTA 0,4%, necessaria
para uma redugio gquantitativa, até 100 inje¢des desta solugdo
padfao puderam ser feitas, antes que um decréscimo malor do que

1% na altura do pico do sinal condutimétrico, pudesse ser notado.
0 uso da solugéd reagente, composta somente de NaOH 1,0 M, pode
aunentar a durabilidade da coluna, e até 200 injegdes de uma
solugdo padr&o de 6,0 ug.mlq'd@ nitrato podem, neste caso, serem
feitas, antes de qualquer degradagdo significativa ser observada.
0 uso da sclugdc de NaOH, sem a presenga de EDTA, ‘pode, no
entanto predispor a metodologia a interferéncias provenientes da
existéncia de espécies que preciﬁitam em meio alcalino, o dgue
causaria, pelo mehos, 0 bloqueio da-coluna de redugdo. Quando um
~decréscimo no rendimento da redugdo & observado, a sclugdo
reagente & trocada por agua deionizada e duas injegdes da solugao
de Cuso, 0,1 M sdo feitas, para restaurar a redugdo quantitativa.
Considerou-se, portanto, que a durabilidade da coluna € adecuada

ao seu uso em determinagdes rotineiras de nitrato e nitrito.
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II.4.4 - Reprodutibilidade entre colunas

A reprodutibilidade entre colunas foi primeiramente
investigada, em fungdo do =zinco metdlico usado. Discrepéncias
significativas foram observadas entre colunas de 10 cm de
comprimento, cheias com zinco metdlico de diferentes fontes.
Algune dos lotes de diversos fabricantes testades, mostraram uma
fraca capacidade de redu¢do (ﬁenor gque 50%), e a concentrag¢do de
EDTA precisou ser aumentada para se obter uma redugdo

quantitativa. A degradagdo da coluna & entdo mais acentuada e o
niimero de amosﬁras que podem ser processadas € reduzido. Os
nelhores resultados foram obtidos empregando-se um zinco metélico
de 20 mesh de granulacgdo, comercializado pela Aldrich.

| Quatro colunas de 10 cm de comprimento cheias com este
zinco mostraram menos que 2% de alteraglo da altura de éico, para
uma solugdo padrdo de 1,5 ;,u_:g.m‘l'1 de NFNog. A redugdo fol
quantitativa para tedas as colunas testadas e pequenas diferencas

observadas foram atribuidas a peguenas alteragdes da dispersdo da

-amostra injetada.

J1.4.5 = Interferéncias

A determinagdo de aménia pode sofrer interferéncia de
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outras aminas volateis. A presenga de metilamina, etilamina,
dietilamina e trietilamina causa um aumento significativo no
sinal analitico. Entretanto, é improvavel a presenga dessas
espécies em dguas naturais.

A pfesenga de C17, SO?} Iﬂxg, sioi} Zn(II) e Ca(ll),
em concentracgbes de até 100 ug,mlq, Cu(II}) a 10 1L,r.g.ml'1 e

Cr(III) e Fe(III) a 0,5 ug.nﬂfi, em uma solugdo padro de 5
.ug.ml'1 de nitrato, nao causa dJqualguer interferéncia
significativa no procedimento de redugdo ou na determinagdo
direta de,aménia.

Entretanto, a presenga de JlIons Fe(IIT) e Cr{IIl) em
concentragdes acima de 0,5 ug.mlﬂ, afeta a coluna de reducgdo de
modo ifreversivel. Uma investigacgdo detalhada do efeito dos lons
Fe(III) foi efetuada,"uﬁa vez gue eéta espécie & a mais provavel
de ser encontrada em amostras de &guas naturais. Observou~se que
apds a injegdo de uma solugdo padrdo contendOIB,O ug’.ml’1 do’ ion
Fe(ITI), hd uma grande produgdo de gds hidrogénio. O volume de
gés produzido podé afetar a reprodutibilidade dos sinais e a
“estabilidade da 1linha base, guando o hidrogénio permeia a
nembrana ‘e passa pela cela. de deﬁecgéo. Foi observado dque a
excessiva produgdo de gas € cmusadé pela presenga do EDTA na
solugio reagente. Removendo-se o EDTA desta solugdo a produgdo de
hidrogénio & eliminada, mas o rendimento da redugdo de nitrato e

nitrito & amdnia, & também reduzido.
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Para as solugdes contende grande cguantidade de ions
Fe(III), um tratamento com hidréxido de s6édio, seguido por
filtragdo, fol avaliado. © procedimento para remogdo de Fe(III)
consistiu na adicg¢io de 1,0 ml de uma solugfio 5,0 M de NaOH na
amostra, presente em um frasco volumétrico de 100 ml. O ferro foi
entdo precipitado como hidrdxido. Uma agitagdo suave fol aplicada
ao frasco fechado que foi, a seguir, deixado em repouso para
ocorrer a deposigdo do precipitado. A solugdo sobrenadante foi
aspirada diretamente do frasco para o nédulo de amostragen,
usando algodéd na extremidade do tubo para n8oc arrastar o
precipitado para o sistema de fluxo. |

Quando una grande gquantidade de Fe(IJI) esta presente na

amostra, um pequeno efeito na exatidio (maximo de -2%) & esperado

porque o procedimento empregado para remover essa interferéncia
afeta a soluéao padrio de amdénia (na gual também fol adicionado a
solugdo 5 M de NaOH), usada para calibrar d sistema, de mnodo
diferente que para és solugdes de nitrato e nitrito. Se a forma
de nitrogénio predominante na amostra for conhecida, pode-se
‘nminimizar este efeito. As solugdes padrdo para calibracgio podem,
entd0, ser preparadas com esta forma e submetidas ao mesmo

fratamento das amostras.

Essg tratamento aumentou en 3% o cinal condutimétrico

obtido, para uma solugdo em 1 ug.ml™ de N*NH:, contendo 50

;.b:;,f.ml'1 de Fe(III), em relagéo' ao sinal obtido para a mesnma



solugfo padrdo na auséncia de Fe(III) e néo submetida ao
" tratamento com NaOH. Solugdes padrdo contendo 50 ;.Lc_:;'.ml"1 de
Fe(III} e 1 pg.mi™ de N—Nog, NmNo;, ben como a mistura de ambos
em varias proporgdes, também mostraram um pegueno aumento (1-2%)

no sinal condutimétrico, apds realizado tratamento com hidrdxido.

II.4.6 - PrecisZo e Exatlidéo

A faixa linear de calibragéo para NwN0; e NwNo; foi de
6,2 a 1,5 ug.mlﬁ, com coeficiente de correlagao de 0,995%7. A
precisdo, expressa como o desvio padrdo relativo dos sinais
obtidos com solugdes padrio contende 0,5 pg.ml”t de N~N0; e N—Nog
injetados dez vezes, foram 0,8 e 0,5%, ;espectivamente. 0 limite
de detecgio para nitrogénio presente na forma de .ambas as
espécies, foi estimado em 20 ‘ng.mld.' Aproximadamente, 60
dgterminagées podem.ser processadas por hcra.

Pafa avaliar a exatidio do proqedimento de redugdo, para
a determinagdo de nitrogénio, doze amostras de A&aguas ﬁinerais
foram analisadas para nitrato, usando o método proposto e o

método espectrofotométrico padrao envolvendo a reducdo de nitrato
a nitrito em uma coluna de cédmio, seguido por diazotizagdo com

sulfanilamida e acoplamento com Nm(lwnaftil)etilenodiaminamzh
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A tabela II.1 relaciona os resultados obtidos para
" determinagfio de nitrato em &guas naturais. Solugdes padrdo de
nitrato foram usadas para calibrar o sistema. As amostras
continham nitrato na faixa de 1 a 6 pg.ml'. A andlise de minimos

guadrados mostrou a seguinte relagdo entre os métodos:

C = (0,04 ¢ 0,91) + (1,001 % 0,023) C

onde,

- = . -1
C & a concentragio de nitrato, em wug.ml , encontrada pelo
o _

P

método condutimétrico e Cs é a mesma pelo método
espectrofétométrico. 0 coeficiente de correlacdo e a estimativa
do erro padrio foram, 00,9984 e 0,095 ug.mid, respectivamente.
Nenhum erro proporcional ou constante foi detectado entre os

4) ) .
Deve~se sallentar

métodos, a um nivel de 95% de f:;c»nfiamc;a(3
que, embora os resultados tenham sido exprassos como o teor de
nitrato nas amostraé, qualquer outra espécie presente, possivel
de ser con?ertidd & aménia fol, neste caso, avaliadé como sendo
‘nitrato. No entanto, testes ccolorimétricos réalizadcs com a
reagao de diazotagdo/acoplamento revelaram gque o teor de No; esta

abaixo do limite de detecgd@o desta reagéo(zm. Também, o teor de

amdnia nas amostras & desprezivel. Nenhum sinal foi observado
empregando-se a metodologia condutimétrica descrita no ftenm

IT.4.1.
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Tabela II.1 - Resultados comparativos para determinagido de

" nitrato em Aguas naturais, obtidos pelo método FIA-condutimgtrico

3 fand . (22
e pelo método espectrofotométrico convencional ',

Concentracgdo de Nitrato (pg.ml™')
Amostras - Método FIA~condutimétrico Método Convencional

1 4,21 : 4,19
2 3,68 - 3,70
3 2,10 1,96
4 1,20 1,17
5 2,69 - 2,70
6 1,70 1,67
7 4,10 ‘ 4,08
8 5,65 5,70
9 2,33 S 2,29
10 5,71 5,68
11 3,27 - 3,31
12 2,80 L 2,69

IXI.4.7 - Determinacdo de Nitrogénio Inorgénico total

Para a determinagéb de niﬁrogénio inorgénico total,
qﬁaﬁdo umé redugao quantitativa for observada, solu@ées padrdo de
aménio podem ser usadas para calibrar o sistema. A solugéo
reagente adequada & NaOH 1,0 M contendo EDTA 0,4% (m/v). A figﬁra

1I.7 mostra que o fato dos ions nitrato e nitrito serem reduzidos
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pela coluna, ndo afeta a dispérsﬁo global da amostra uma vez que,
guando © rendimentce & quantitativeo, as alturas dos sinais de
calibracdo para as solu¢des contendo 1,5 uq.ml"1 de N~NH;(sinais
a), NwNog(sinaig d) e N-No;(sinais e}, sdo iguais.

A exaltid8o do procedimento de determinacgdo de nitrogénio
inorgénico total foi estabelecida, comparande as alturas dos
pices, obtidog para trés solugdes padrio contendo 1,5 ,ug’.ml"1 de
N-Nog, N—No; e N—NHZ, injetadas sucessivamente (sinais a, d, e e
na fioura II.7). Nenhuma difereng¢a significativa nas alturas dos

picos fol observada entre os trés casos. Também, uma solugdo
preparada, contendo 3,0 .ug-.mlwI de nitrogénic, como a soma de 1,5
pug.ml™t de NwNo; e N—No; (sinais c¢), fornece o mesmo sinal dque
uma solugdoc contendo 3,0 ug.ml"1 dé nitrogénio, preparada somente
com fons amdénic (sinais b).

caso a redugdo quantitativa néo-seja.obtida por algum
motivo‘(uso de zinco de qua;idade inferior ou de solugdo reagente
contendo somente NaOH, por exemplo), a determinag¢do de nitrogénio
inorganico total & -ainda possivel, embora se exija unm
procedimentb mais trabalhoso. Para isto; pode-se avaliar um fator
de conversio do sistena, injetando-se sucessivamente, solugdes
padrdo de amdnia e nitrato. Solug¢des de nitrato podem ser
empregadas nesta avaliagio, uma vez que, de forma geral, esta é a

espécie predominante em amostras naturais. 0 teor de NnNH: &

entd3o obtido empregando-se o procedimento descrito no Itenm
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II.4.1. Do sinal condutimétrico, obtido injetando-se novamente a
amostra e conduzindo—a através do ‘caminho C2 da figura II.3,
subtrai-se o sinal obtido na determinacg¢fo de N—NH:. 0 resultado &
multiplicado pelo fator de converszio obtido anteriormente. A
altura & avaliada na curva padrido de N-NH: para se encontrar a
contribuicdo das formas N-N0; e ﬁwNo;, Alternativamente, &
possivel ege construilr duas curvas de calibragdo, uma para N—NH; e
outra para N-Nog. 0 sinal obtido passando-se a amostra pelo

caminho C, & subtraide do sinal obtido para N~NH;. 0 resultado &

avaliado diretamente utilizando-se a curva de calibracdo para
N-NO_.
3

De uma forma ou de outra, o procedimento proposto para

determinacdo de nitrogénio inorgénico total apresenta vantagens

sobre os métodos espectrofotométricos, uma vez que atinge o mesno

limite de detec¢do, utiliza somente um reagente estével e um sb

sistema  de deteccdo simples e de baixo custo. Além disso, o

nétodo FIA/condutimétrico & menos susceptivel a interferéncias e

aos efeitos de matriz, como a coloragldo da amostra ou seu pH.
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Figura II.7 - Siﬁais de calibrag3o para determinagdo de
nitrogénio inorgénico total. Os nﬁmeros:sobre os sinais, todos em
.duplicatas, sdo as concentracgdes de NfNHZ , em pg.ml™', As letras
sobre os -sinais se referem a solugéés contendo: a, N-NHZ . (1,5
ug.m1™l); b, N—NHZ,(3,0 ug.m1™); ¢, soma de‘l,S pg.ml™t de N-N0;
é 1,5 ug.ml™ de N-NO_; d, N-NO_ (1,5 pg.ml’l); e, N-NO, (1,5
ug.m1™y; £, N-N0; (1,5 ug.ml') mais N—No; (1,5 pg.mld), apbs

adigdo de &cido sulfanilico.
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II.4.8 - Especiacdo das Formas Inorgdnicas de Nitrogénio

A especlagdo de forﬁas inorganicas de nitrogénio en
amostras de &guas naturais & de grande interesse em guinica
ambiental. Embora o método até agui descrito tenha como objetivo
principal a determinacéo de nitrbgénio total, simples
modificacBes podem ser empregadas para possibilitar a especiagdo
das formas inorgédnicas de nitrogénic. A mesma composigdo da
- solﬁgiao.reagente , como descrita para'a determinagdo de nitrogénio
inbrganico total, pode ser usada para a determinagdo das trés
formas inorganicas de nitrogénio.

0 caminho (C1) do sistema TFIA da figura II.3 pode ser
selecionado, para a determinacdo de amdnio. Na determinagéo de
aménio mais nitrato, o efeito do nitrito pode ser evitado pela
adigdo de écido sulfanilico na amostra. Os resultados'mostraram
uma remoc¢io completa de 1,5 pg.ml™t de N—No; presente na anostra
junto com 1,5 ug.ml"'1 de N—Nog, 45 minutos apb6s a adigdo de 1,0
ml de uma solucdo de &cido sulfanilico 1% (m/v), em acido acético
.30% (v/Vv), bara 100 ml da amostra. Como o sinal para ¢ nitrato
néo & afetado, sua concentragdo pode ser encontrada apds ter sido
obtida a concentragdo de amdnio, usando o ﬁrocedim@nto sugerido
anteriormente no item II.4.1. A eficiéncia deste procedimento
_pode ser constatado observéndo-se o pelo pico f da figura II~7. A

passagem da amostra original através da coluna, em outra
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determinagdo, pode ser usada para encontrar, por diferenga, a
concentragio de nitrito. O caminho da microvdlvula ao ponto D na
figura II.3 precisa ser estabelecido, de forma a causar a mesma
dispersdo que a coluna, evitando a necessidade da construgdo de
duas curvas de calibracgdo.

A tabela II.2 apresenta os résultados obtidos para a
determinacgdo de espécies inorgénicas de nitrogénio (amdnia e

nitrato), em amostras de dguas coletadas na entrada e na saida da

lagoa do Taguaral, em Campinas = SP. Os resultados foram
comparados com os métodos padrdes espectrofotométricos paré

(22)

s (22 \
amonlo( ) e nitrato

. Também nestés amostras, os teores de
No; se encontraram abaixo dos limites de detecgdo da técnica
espectrofotométrica "convencionél e da condutimétrica aguil
proposta.

A principal desvantagem do métode de especiagdo das
formas inorgdnicas - de nitrogénio, agqui proposto, é a Sua‘
ineficiéncia ao determinar a concentragdo de ions nitrito, quando
outras formas inorgénicas NH: e NQ; ) estédo ﬁresentes em
.concentragdes mais elevadas, o que & comunm ém amostras de dguas
naturais.. Esta ineficiéncia provém do fato de que se torna
dificil observar a diferenca de sinal analitico obtida, quando os
teores de amdnia e nitrato sdo muito'maiore_s'que o teor de

nitrito presente na amostra. Mesmo assim, a sensibilidade

encontrada para a determinagcio de nitrito & comparavel a de
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outros sistemas FIA«espectrofotometrlcos( ). Por outro lado,

¢ uso de somente um reagente estdvel e ndo téxico e a redugido
qﬁantitativa encontrada no ﬁétodo proposto, constituem duas
vantagens sobre os outros métodos '??), A sensibilidade para a
determinacio de ions nitrito pode ser melhorada, aumentando-se o

volume de amostra injetado e diminuindo-se a vazdo global do

sistema, com consequente decréscimo na velocidade analitica.

Tabela II.2 =- Resultados comparativos, obtidos para a

determinacdo de espécies inorgdnicas de nitrogénic em &aguas

. L ~ < -1
naturais. As concentragdes estdo expressas em yg.ml de

nitrogénio.
FIA-condutimétrico Método Convencicnal
Amostras - -

NH, ~ NO_ N, NH, = NO, N,
1 0,88 0,80 1,68 0,91 0,74 1,65
2 0,41 0,92 1,33 0,44 0,90 1,34
3 0,50 0,86 1,36 0,39 0,91 1,30
4 0,84 0,60 1,44 0,81 0,63 1,44
5 3,90 4,85 8,75 , 3,69 5,01 8,70
6 3,41 5,20 8,61 3,38 4,99 8,37
7 3,74 2,39 6,13 3,90 2,70 6,60
8 2,73 3,98 6,72 2,75 4,20 6,95
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CAPITULO IIIX

DETERMINACAO DE UREIA EM SORO SANGUIKEQ USANDO UREASE IMOBILIZADA

NATURALMENTE EM SISTEMAS DE ANALISE POR INJECAO EM FLUXO.

A determinacfo de uréia em scro sanguineo & utilizada
com freguéncia em laboratdrios de anadlises c¢linicas, para

auxiliar em diagnésticos relacionados ao funcionamento dos rins.

A uréia é formada no figado e & o produto final do metabolismo do
nitrogénio.  Freguentemente, em moléstias como hepatite, a
capacidade do figado em formar uréia & prejudicada, resultaﬁdo en
baixo teor de uréia e alta concentragdo de amdnia no sangue. No
caso de debilitagﬁd renal, o paciente & incapaz de excretar uréia
e, como consequéncia uma alta concentragdo de uréia a?arece no
fliuido sanguineomm.’

0 método mais frequentemehte utilizado nos laboratdrios
clinicos & o métode enzimdtico-espectrofotométrico onde, a uréia
& transformada enzimaticamente, de acordo com as seguintes
reagoes:

urease

. + R + ' ~
‘CO(NHa)a + HaO + H30 ——— 2 NH4 + .HCOS

2 NH, + 2 a-cetoglutarato + 2 NADH UM, 2 L-glutamato + 2 NAD'

+ 27 H20
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0 decréscimo na concentragdo de NADH & monitorado na
‘o . (36)
regifo do ultravioleta .
Varios trabalhos descrevendo processos de imobilizagdo
artificial de urease, e construglio de sensores para uréia foram

s - 37-40
apresentados nas ultimas décadas' ', outros trabalhos mostram

. ' . et 41-46
o desenvolvimento de diferentes eletrodos enzimiticos' ) para
diversos substratos. No entanto, o eletrodo de uréia tem sido

. . . 47-50) -
mais freguentemente 1nvest1gado( . A razdo para este

interesse particular n&c estd somente na importancia da

determinagao-dé uréia em soro sanguineo e sim, porgue isto pode
servir como um modelo para o desem‘rolvimento de métodos para
determina@éo de outros compostos contendo nitrogénio sy

A imobilizagdo artificial de enzimas tem sido apontada
como um procedimento édequado para incorporar reagdes bioguimicas
em andlise pbr injegdo em £f1luxo®* ¥, Recentemente, porém, tem
sido demonstradoe gque, algumas vezes, € possivel fazer uso de
materiszl contendo uﬁa.enzima imobilizada naturalmente dentro das
células vegetais, na construgdo de kﬁpsensores. Wﬁnq e Lin®"
.descreveram um biosensor que fol deseﬁvolﬁido, usando a

ocorréncia natural de polifenol oxidase em banana como uma fonte

.-de enzima; na determinacio de dopamina. Tecidos de plantas tambén
tem cido usados na construcdo de sensores eletroquimices para
glutamatomsh. fosfato e fluoreto®™ e tiresina®”. uUm po,

obtido da vagem do feijdo Canavalia ensiformis foi usado na
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construgdo de um biosensor potenciométrico para uréia’ ’, e

os resultados foram muito bons em termos de estabilidade e limite
de detecgéo.

| 0 uso de enzimas imobilizadas naturalmente & bastante
atrativo, porgue nenhum processo dé imobilizacd3o & requerido. Por
outro lado, a enzima deve apresentar.afividade suficiente, e as
condigbes nas guais -a determinacio é& feita devem permitir um
transporte rapido do substrato para o interior da célula e dos

produtos para serem detectados do lado de fora da wmembrana

celular. A difusio através da menbrana celular &, em relagdo &
outros, o fator limitante da velocidade de determinacido para un
sistema FIA gque faz uso de imobilizagdo natural, uma vez que a
amostré, permanece em contato com o material que contém a enzima,
por poucos segundos.

Um éistema condutimétrico foi previamente descrito para
a determinacio de uréia em soro sanguineo e urina, empregando a
metodologia FIA "e a enzima urease artificialmente
imobilizada'®. Cefca de 20 amostras por hora puderam ser
.analisadas por esta metodologia, que faz uso de instrumental
complexo - para efetuar a sﬁbtragaé da condutdncia de fundo,
causada pelos demais lons presentes na amosfra.

Neste capitulo & descrito um sistema FIA-condutimétrico

que utiliza a urease imobilizada naturalmente presente no feijdo

Canavalia gladiata, para determinagdo de uréia em sSoOYro
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61 PO ) VoA ey s Vo=l
sanguineo( . 0 fon aménio originado na hidrélise enzimatica da

uréia é detectado usando a metodologia descrita

anteriormente”g).

ITI.l -~ PARTE EXPERIMENTAL

IIT.1.1 ~ Instrumentos

Os mesmos instrumentos, cela de fluxo condutimétrica,
cela de difusao e membrana de PTFE deécritos no item II.3.1 foranm
usados. O sistema de fluxo usado para a determinagdo de uréia em
soro sanguineoc esté mostradd na figura IIT.1. Tubos de
polietilenoc de 0;8 .mm de diémetro interno foram usados na

construgio do sistema de fluxo.

CIIT.1.2 - Construcdo da coluna de reagdo

A coluna C, da figura III.1i, foi construida usando um
. tubo de Tygon com 2,5 mm de didmetro intefno. Essa coluna foi
preenchida com pequenos pedagos(aproximadamente' iguais a cubos
com 2 mm de aresta) do feijdo Canavalia gladiafa . Algoddo fol

usado nas extremidades para reter o feijdo dentro da coluna. Uma
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coluna de 5 cm de comprimento contém uma massa média de 0,13 g do
feijdo. A coluna foi condicionada passando por ela uma solugdo de

NaCcl 1% (m/v), por 15 minutos.

ml.min™!

1 2.0 A Fcl |
1 100cm }
I 1.0 i : H
i I
| DC !
I c f i
1.0 I mué;z L,uﬁisT uuuuu B,

P s(50) W

Figura IIXX.1 - Sistema de fluxo para determinagdo de uréia enm

soro sanguineo usando urease imobilizada naturalmente. P, bomba
peristédltica; Cl, coluna de resina de troca idnica nista; Cz;
coluna com enzima imobilizada naturalmente; DC, cela de difusdo;
FC, cela de fluxo condutimétrica; B, banho de agua.termicamente

. isolado; S8, introdugdc da amostra; W, descarte‘de.solugées; 1,

&gua deionizada; II, reagente NaOH/EDTA; III, reagente NaCl.
Para propdsito de comparagdo, fol montado um sistema FIA

para se trabalhar com uma solugdo de enzima livre. Esse sistema

esti mostrado na figura ITI.2.
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b 2.0
I 1.0
IT 1.0
p S W
Figura III.2 ~ Sistema de fluxo empregando uma solugéo de urease

livre. Este sistema & semelhante ao da figura III.1, onde a
coluna C, foi trocada por uma bobina de reagdo de 50 cm de
conprimento e o fluido carregador & a solugédo de enzina livre, en

Nacl 1% (m/v).

II1¥.1.3 - Reagentes, Padrfes e Amostiras
- Solugfio de hidréxido de sbdédio 0,5 M: esta solugdo, foi

preparada como descrito no Iitem II.3.2. Nesta solugdo foi

adicionado EDTA 0,5% (m/v).
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-~ Solucgdo de NaCl 1% (m/v): esta solugdo fol preparada
diariamente dissolvendo-se 1 g de NaCl em 100 ml de A&gua

deionizada.

- As solugdes padrio de uréia foram preparadas
diariamente por diluigdo adequada de uma solug&o estogue 1.000

pug.ml™! de uréia.

- A solugdo de urease livre fol preparada dissolvendo-se

0,30 g da enzima (MERCK =~ 5 U/mg) em 5 ml de agua e
completando-se o volume para 500 ml com uma solugdo de NaCl 1%
(m/v).‘Aiiquotas de 20 ml desta solugdo foram colocadas em um
balio volumétrico de 100 ml e o volume fol conmpletado, usando uma

soiugﬁo tampdoc TRIS-HC1l 0,02 M, contendo NaCl 1% (m/v).

- As solugdes de uréia contendo diferentes guantidades
de inibidores de urease (F e Hso;) foram preparadas usando

solugdes estoques de Na¥F e NaHSO_ 0,100 M.

' ~ As amostras de soro sanguineo foram obtidas do
Hospitall das Clinicas da UNICAMP, por simples centrifugacso.
Todas as amostras foram analisadas pelo laboratdério do hospital,
gue utiliza o método enzimatico-espectrofotométrico, e pelo

método FIA-condutimétrico no mesmo dia. No método de fluxo
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proposto, 100 ul das amostras foram diluidas com &gua deionisada

para 100 ml, em baldoc volumétrico.

III.2 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O0s primeiros dados experimentais foram obtidos usando
uma coluna de 5 cm de comprimento, contendo urease imobilizada

naturalmente, construida como descrito na parte experimental.

0s resultados obtidos no estudo da concentragéo do
reagente hidréxido de sédio mostraram gue os sinais das solugdes
padréo- de uréia contendo de 1,0 a 5,0 ug.mlq‘ foram pouco
afetados, gquando é concentracio de NaOH foi variada de 0,1 a 1,0
M. A concentragdo final foi estabelecida em NaOH 0,5 M, contendo
EDTA 0,5% {(m/v}.

Foi observado gue se nenhum sal estd presente no fluido
carregador, a veloéidade de hidrdélise da uréia & muito peguena.
-Adiciocnando um sal, como NaCl ou KCl, no fluido carregador, causa
um aumento sensivel na produgdo de ibns ambnio e um decréscimo no

a~

tempo de retorno do sinal & linha base. As figuras ITI.3 e III.4
mostram a dependéncia do sinal analitico e do tempo de retorno do
einal analitico & linha base, quando a concentragio de NaCl foi

variada de zero a 1% (m/v). Concentragdes do sal acima de 1%

-
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(m/v) afetam a reprodutibilidade dos sinais, afetando a precisdo
das medidas. O mesmo efeito sobre o rendimento da conversio foil

cbservado para outros sais, como KC1, CaCla, MgClz e NaNOa.
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Figura III.3 - Efeito da concentra¢do de NaCl, no sinal analitico

de solucgdes padrdoc de uréia. Os nGmeros no lado direito das

curvas sdo concentragdes de uréia, expressas em ug.ml‘l.
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Figura III.4 - Efeito da concentracdo de NaCl no sinal analitico

e no tempo de retorno do sinal & linha base, a, sem Nacl; P, NacCl
.0,5% e ¢, NaCl 1%. I; instante de inje¢@o da solugdo padrdo de 5

pg.ml .
Outros experlmentos foram feltos no sentldo de avaliar o

efeito do comprlmento da coluna e da reprodutlbllldade entre

colunas. A figura III.5 mostra como o comprimento da coluna afeta
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a hidrélise das solugdes padrdo de uréia. Esses resultados foram
comparados com os obtidos para solugbdes padréo de Ion aménio,
contendo quantidade equivalente de nitrogénio. Essa comparagao
permitiu estimar o rendimento da hidrdlise como sendo de,
aproximadamente, 70 e 95% para colunas de 3 e 5 om de
comprimento, respectivamente. O aumento do comprimento da coluna
também_ aumenta o tempo de limpeza, reduzindo a velocidade

analitica do_sisteﬁa de fluxo.

S0

&0

CONDUTANCIA (UNIDADE ARBITRARI A

30

o

1 2 3 4 -5

COMPRIMENTO DA COLUNA (cm)

. Figura I1I.5 - Efeito do comprimento da coluna na produgdo de ion
amdnio. e, solugbes padrdo de ion amdnio; o, solugdes padrac de
uréia. Os nimeros no lado direito das curvas sdo concentrag¢bes de

] ~ » A [) Fal -1
nitrogénio como ion aménio e uréia, expressas em ug.ml .
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O0s testes de reprodutibilidade 'entre colunas foram
realizados utilizando-se cinco colunas de 5 cm de comprimento. Co
sinais analiticos obtidos para cada coluna, usando solugdoes
padrio de uréia na faixa de 1,0 a 5,0 ug.mld, foram comparados.
Uma diferencga relativa em torno de 5% fol observada nas alturas

dos sinais condutimétricos.

I11.2.1 -~ Efeito do pH e Inibidores

‘Usando uma coluna de 3 cm.de comprimento, os efeitos da
nudancga do pH da solugdo carregadora e da presenga de dois
inibidores da urease ({ions F e Hﬁo;), adicionados na solucgdo
padrio de uréia, foram investigados. Os resultados foran
,comparados cbm 0s obtidos usando uma solugdo carregadora de
urease livre, no sistema de fluxo mostrado na figura III.2. O
sistema de fluxo empregando urease livre apresentou sensibilidade
menor do gue a obtida com ‘a coluna de feijdo. Désta'forma, a
. comparagdo fol feita usando solugles de 3 wj.ml"1 de uréia para o
sistema com coluna e 30 -ug.ml’1 para o sistema utilizando a
_solugdo de urease livre. Nenhuma ‘tentativa foi feita na
otimizacdo do sistema de fluxo empregando a sollur,:ao de urease
livre, j& que somente resultados relativos foram.necessarios.

A figura III.6 mostra como © pH da solugdo carregadora
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afeta a altura do sinal analitico para ambos os sistemas de
fluxo, mostrados nas figuras III.1 e IIX.2. Pode ser observado
gque o sistema utilizando a solugdo de enzima livre & mais afetado
pela nudanga do pH que o sistema que utiliza a coluna contendo a
enzima imobilizada naturalmente. O pH tem sido apontado comno um
parametro critico para bilosensores ﬁotenciométricos construidos

)

P e 0 (58 Pt . )
usando o pd do feljao ou utilizando urease imobilizada

NP &2
artlflclalmente( %

A figura III.7 mostra o efeito da presenga de F e HSO%,

inibidores da atividade‘da urease, na solugdo da amostra para
anbos os sistemas de fluxo. Na auséncia do controle do pH, o
efeitolna.solugéo de enzima 1ivre‘é bastante critico, enguanto a
enzima.imobilizada naturalmente & pouco afetada. O efeito total
na inibic8o da atividade enzimitica vem da presenga do prdéprio
“inibidor e né mudan¢ga que ele causa no pH da solugdo da anmostra.
f importante ressaltar gque a razdo inibidor/substrato & 10 vezes
malor quahdo a coluﬁa contendo a enzima naturalmente imobilizada
é utilizada, ja qué a concentragio de uréia & 10 vezes menor do
-gque a utilizada no sistema que emprega a solugdo de urease livre.

Se um pH-igual a 7,5 & mantido constante no fluido carregador,
enpregando um tampdc TRIS-HCl, o efeito inibidor & cancelado no
sistema de fluxo que usa a coluna de feijdo, enquanto ele ainda

permanece presente no sistema de fluxo que utiliza a solugdec de

enzima livre.
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Figura III.6 -~ Efeito do pH da solugdo carregadora no sinal

analitico. e, usandoc urease imobilizada naturalmente; o, usando

uma solugdo de urease livre.
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Figura III.7 - Efeito de inibidores (F e Hso;) no sinal

analitico. ¢ e B, urease imobilizada naturalmente; o e b, solugdo
de urease livre; - fluoreto adicionado na amostra; - — -,
bissulfito adicionado na amostra; v e m, pH 7,5 usando o tampdo

.TRIS~HCl; o e &, sem controle do pH.

Embora © mecanismo de resposta para os biosensores de

tecidos animais e vegetais ndo esteja ainda bem estabelecido'™,

os resultados obtidos neste trabalho sugerem gue a integridade da

célula vegetal & mantida nos pedagos de feijdo. A presenga de um
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sal, como NaCl ou KCl, & essencial para promover o transporte do
substrate para dentro da célula vegetal, onde ocorre a reagao
cétalisada pela enzima. A membrana da célula age como um filtro
seletivo evitando a permeag¢do de algumas substéncias, como os
inibidores citados acinma, tornando‘ o método menos propenso a
interferédncias. Também, o pH da amostra ndo representa un
parametro critico quando a coluna contendo o feij@o & usada como
fonte é.e urease. Isto & consequéncia do fato de que a reagéo

-

oéorre dentro da célula, onde o pH & apropriado para a agdo da

enzima. Além disso, o sistema FIA-condutimétrico descrito aqui
n3o requer que a reagdo enzimdtica ocorra no mesmo pH em que a
deteccgéo é feita, como necesséric para os sensores

potenciométricos ndo automatizados.
III.2.2 - Durabilidade da coluna

Uma coluna de 3 cn del c&mprimento, preparada como
déscrito na parte experimental, fol colocada no sistema de fluxo
. e seu desempenho foi avaliado duranté 10 horas, efetuando-se
aproximadamente, 380 injeg¢des de solugbes padréo de uréia de 2,0
e 5,0 ug.mld. 0s resultados mostraram que apdés esse periodo, a
atividade da coluna fol reduzida em torno de 10% de seu valor
inicial. Como a mnmudanga na atividade & lenta, uma recalibracido

periodica pode assegurar uma boa exatiddo. Durante a determinagéo
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de uréia em soro sanguineo uma calibragdo, usando solugGes padréo
de uréia, foi repetida a cada 30 minutos. Uma mesma coluna pode
ser usada em até 1.000 determinag¢des, entretanto, esta pode ser
trocada todos os dias, em vista do seu baixo custo e da sué facil

construgdo.
IIX.2.3 - Condigdes para determinagdo de uréia em soro sanguinec

Baseado nos resultados anteriores, as condigdes para

determinagéo‘de uréia em soro sanguineo foram selecionadas. Uma
coluna de 3 cm de comprimento foi escolhida, juntamente com uma
ggolugao cérregadora contendo NaCl 1% (m/v) e uma solugdo reagente
de Nadﬂ 0,5 M cbntendo EDTA 0,5% (m/v). Nenhuma solugdo tampé&o
necessita ser usada devido a alta dilui¢fo da amostra (1:1.000) e
a pequena dependéncia do sinal analitico em relagdo ao pH. O
volume de amostra injetado foi de 50 ul. Os sipais de calibruagéo
obtidos nas condig¢des acinma, mostraram uma depéndéncia linear da
altura de pico, em'relagéo a concentragido de uréia, na faixa de
1,0 a 10,0 ug. mld, com um coeficiente de correlaéao'de 0,9997. A
figura III.S8 apresenta os sinais de callbragao e determinagédo de

uréia em soro sanguineo, usando enzima 1moblllzada naturalmente.
0 desvio padrdo relativo de 10 injegdes de uma solugdo padrao de
3,0 ug.mlq' de uréia foi igual a 0,8%. Aproximadamente, 40

deteminagdes podem ser realizadas por hora.
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Figura III.8 - Sinais de calibragdo para determinag¢do de uréia en
soro sanguineo usando enzima imobilizada naturalmente. Os sinais
para 5 solugdes padrdo de uréia e 5 amostras, introduzidas en
duplicata, séo mostrados. Os nGmeros sobre os picos séo

concentracdes de solucdes padrio de uréia, em ug.mlq.
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11I.2.4 - Exatiddo do método proposto

Sessenta e cinco aﬁostras de soro sanguineo foranm
analisadas pelo nétodo FIA~condutimétrico e pelo método
enzim&tico-espectrofotométrico, o qual se baseia na reagdo de ion
aménio produzido na hidrélise da uréia, com cetoglutarato e NADH
na presenca de glutamato dehidrogenase. Este método foi
implementado em um analisador automético discreto Cobas Mira.

A figura III.9 mostra a comparagdo entre os resultados

obtidos pelos dois métodos. Os resultados estatistico de minimos
guadrados mostraram gue a correlagdo entre os métodos pode ser

express.a como.
C = (0,47 t 0,31) + (0,994 % 0,023) C,

onde,

C% & a concentragio de uréia (mg.dlfl) encontrada pelo nétodo
. proposto e C é a mesma pelo método enzimatico
-espectrofotométrico. O coeficiente de correlagdo & igual a 0,987
e a estimativa do erro & 2,4 mg.dlq. Estes resultados

permitem concluir que existe uma boa concordancia entre os

mnétodos.
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Ficura III.9 -~ Correlacfdo dos resultados para determinac;ao de
uréia em 65 amostras de soro sanguineo obtidas pelo nétodo

proposto e pelo métddo espectrofotométrico padrdo.

A éensibilidade do método FIAwéondutimétriéo possibilita
uma alta . diluicio da amostra, o que ajuda a evitar efeitos de
matriz. Além disso, o método apresenta vantagens em relagdo ao
custo e demonstra que a enzima imobilizada naturalmente pode ser
usada em reatores FIA. |

Fm relagdo ao método FIA-condutimétrico anteriormente
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60 . .
proposto( ), a metcdologia gue emprega a enzima naturalmente

imobilizada apresentou uma velocidade de determinagdo duas vezes
maior, fazendo uso de instrumental mais simples e de menor custo.

A género Canavalia possui outras espécies, dentre as
quais a Canavalia ensiformis e a Canavalia maritima, que também
apresentém atividade enzim&tica devido a presenga da urease. Una
investigacio  futura poderd apontar possivels vantagens e
desvantagens, prinéipalmente em relacgdo a étividade enzimédtica,
do ‘uso destas outras espécies. De fato, investigagdes
preliminares recentemente realizadasw“, apbds o término da parte
experimental deste trabalho, demonst:ém gue, no sistema FIA aqgui
apresentado e nas condigbes recomendadas, a espécie Canavalia
gladiata apresenta uma atividade superior & Canavalia ensiformis
e a Canavalia maritima. Tais dados demonstram também gue outros
aspectos devem ser considerados na avaliagdo da melhor espécie
que pode ser empregada como fonte natural de enzima. Por exemplo,
estes resultados sé encontram em desacordo com agueles obtidos
para sensores de uréia potenciométricos que opefam de forma

. 59
.convenc1onal()

. Embora a origem deste désacofdo nic esteja
ainda bem estabelecida, investigagdes futuras necessitam ser
_-feitas também para verificar se a épdca de colheita do feijéo,
seu envelhecimento, o tipo de solo e a adubac;ao _cbm fertilizantes

a base de uréia afetam a atividade enzimdtica das diferentes

espécies.
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CAPITULO 1IV-

CONSTRUGAO DE UM ANALISADOR AUTOMATICO DE FLUXO CONTINUO

A gquantidade de trabalho dos 1aborat6rios analiticos venm
aumentando constantemente a medida que &reas tradicionais, como a
de controle de qualidade, andlises clinicas e &areas mais novas
como a- da gquimica ambiental aumentam a sua demanda por
determinagﬁes quantitativas. Os laboratérios de rotina modernos
precisam manipular um nimero muito grande de amostras e,
portanto,' processar uma grande gquantidade de informacgéo. Este
fato tem sido o desencadeador do processo de automaqéo pelo qual,
atualmente, vem passando estes laboratérios.

Ha #arios instrumentos disponiveis que executém muitas,
ou mesmo todas as etapas de uma anélise. Os dados gerados podem
ser processados por‘técnicas computadionais e computadores poden
ser interfadeados.para controlar um instrumento analitico.

A iUPAC* recomenda gue se distihguem entre métodos e
;nstrumentos automdticos e métodos e instrumentos mecanizados de

andlise gquimica. Métodos verdadeiramente automdticos devenm

incorporar pelo menos uma etapa de realimentagdo na gual o

* - International Union of Pure and Applied Chemistry
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instrumento se auto-controla utilizando seu sinal de saida para
- modificar uma das etapas envolvidas na determinag&o.
| Um instrumento meéanizado ndo possul etapa de
realimentagiio e s&8o desenhados para processar, repetitivanmente,
sempre da mesma forma, uma ou mais etapas de uma determinacgéo.
No ‘entanto, as palavraes " automatico" e "automatizado"
sio sempre utilizadas, de modo comun, para se referir a

metodologias e instrumentos que s&o, na verdade, mecanizados. 0

-

termo "instrumento mecanizado" & raramente utilizado. Ao invés,

costuma-se falar em "grau de automagdo" de um sistema ou
instrumento. O grau méiximo & atingido gquando etapas de
realimentac8o estdo presentes, condigdo gue, s entdo, tornaria o
uso das palavras " automadtico", "automatizado" e "automagao"
completamente correto. Neste trabalho adotou-se o uso mais comum
dos te;mos, optando-se pelo emprego de “graus de automﬁgéo“ para
diferenciar entre os instrumentos mecaniZados e os realmente
automatizados. |

o _primeiro analisador automdtico de fluka continuo
.comercializado foi o Auto-Analyser, fabricado pela Technicon. Ele
é um analisador de fluxo segmentado por bolhas de ar, e foi

construido, inicialmente, para determinagdo de _uréiawm, em

amostras de interesse clinico. No entanto, o instrumento pode ser
adaptade para outras andlises, pela mudanga dos reagentes e .da

configuragdo de fluxo.
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Em 1975, foi demonstrado que a segmentagdo por ar em
andlise em fluxo continuo, nio era essencial e que a amostra pode
ser injetada diretamente em um fluido carregador. Esta técnica de
andlise em fluxo continuo nio segmentada, tornou-se conhecida
como Andlise por Injegdo em Fluxc (FIA).

-Muitos dos avangos alcangados pela técnica de Anélise
por InjecSo em Fluxo nas Gltimas décadas resultaram do uso de
dispositivos construidos em laboratdérios, para implementagdo- de

novos sgistemas de fluxo ou para permitir o uso de uma reagdo

. g {14,25,66-69)
quimica particular 7 .

A téchica & capaz de atingir um alteo grau de

= (33,70-72
auvtomagio ' .

Embora o controle do processamento de ‘uma
amostra liquida seja conseguido integralmente apds sua introdugdo
no sistema, h& outros passos que podem ser inplementados para
‘aumentar- o grau de automagéo do énalisédor., Recentemente, um
sistema foi descrito para realizar a leitura e o armazenamento
digital do sinal analitico em sistemas FIA"®.

E'possivei distinguir quatro etapas principais que levan
a obtengéo' de um analisador TFIA, totalmente ‘automatizado. A
primeira estd relacionada com a opefagao de introdug¢do da amostra
no sistema de fluxo. O dispositivo'empregédo nesta tarefa deve
ser capaz de ser controlado por um sinal digital. O consumo de

energia elétrica precisa ser baixo para evitar o uso de fontes

potentes de corrente continua. Esta exigéncia estd de acordo com
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o fato que o dispositivo trabalhard em sistemas onde o fluido é
impulsionado a pressdo relativamente baixa (1 a 1,5 atm.). O
dispositivo precisa ser capaz de introduzir volumes de amostras
na faixa de 10 a 250 ul.

A segunda etapa estd relacionada com a apresentacgédo
automiatica da amostra ao analisador. Amostradores podem ser
comprados de alguns revendedores, entretanto, o prego é bastante

elevado. No entanto, amostradores de primeira geragao,

construidos para serem controlados mecanicamente, podem ser

‘encontrados em muitos laboratérios de rotina. Isso @&
particularmente verdadeiro para os iaborﬁtérios gue usaram, ou
vem usando, os Auto-Analisadores segnentados nor ar,
comercializados pela Technicon. Muitas vezes, apbs desativagio
dos analisadores, os amostradores, embora em perfeitas condigdes
de fuﬁcionaménto, permanecem sem uso nos laboratérios.

Uma outra etapa & a implementagdo do controle do
detector e da interface de aquisig@o dos dados. O sistema &
totalmente automatizado se os dados puderem ser érmazenados e
. processados para informar os resultados fihais e se o sinal Qe
saida puder, em um sistema de.realimentagao, controlar ao menos

- um passo do processo analitico.
A implementagdo das duas primeiras etapas, produzird um
analisador automadtico que pode realizar as operag¢gdes mecénicas,

necessirias ao processo analitico, sem a intervengdo do operador.
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A seguir, & descrito um analisador FIA, gue faz uso de
um amostrador da Technicon e de um dispositivo de introdugdo da
amostra de baixo custo. Ambos, foram controlades por sinais
digitais de um sistema minimo de microcomputador. O instrumento
pode analisar até quarenta amostras sem a intervengdo do

operador.

IV.1 - PARTE EXPERIMERTAL
IV.1.1 - Dispositivo de intfcdugéo da amostra

A figura IV.1 mostra o ‘dispositivo, de introdugdo da
amosfra desenvolvido. Ele foi construido, usando trés valvulas
<e1etrqmecanicas de trés vias,. com corpo de Teflon
(NResearch-161T031, 12V, 80 mA). O dispositivo pode ser comutado
da posicdo de amoétraqem para a posigdo de injegdo 1ligando,
simultaneamente, todas as vé&lvulas. Portanto, a ‘sua operagao
. manual, se necesséria, pode ser facilmeﬁte iﬁplementadawu.

A posicio de injegdo. & encontrada quando as valvulas
- estéo desligadas, porque, para muitas daé‘ aplicagbes FIA, o
dispositivo & deixado por mais tempolnes.sa posigélo. Além disso, a

amostra nio & aspirada enguanto o dispositivo estd nessa posigdo,

resultando em uma reducdc substancial no consumo da amostra.
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Ligando as vAlvulas, a amostra comega a ser aspirada. A aspiragéo
pode se dar de muitos modos. Neste trabalho, empregou-se somente
a forga da gravidade, utilizando~se de um tubo de Tygon, de 3,0

mm de didmetro interno, conectado no ponta W da figura IV.1.

FLUIDO CARREGADOR

Figura IV.1 -~ Diagrama do dispositivo de introdugio da amostra.

D, . detector; T,  confluéncia; VE, vdlvula eletromecénica; §,
entrada da amostra; vi, volume de amostra; W, aspiragdo da
amostra; A, posigdo de amostragem (valvulas ligadas); B, posigéo

de injecdo (valvulas desligadas).
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IV.1.2 - Adaptacdo do amostrador

Un auto~amostrador iI da Technicon foi usado para a
apresentagdo da ambstra no analisador FIA. © instrumento foi
adaptado para ser controlado por um sinal digital, gerado
externamente. O disco que controlava as operagdes de tempo no
amostrador foi removido, juntaménte-com seu relé eletromecénico

associado. Um relé eletromagnético (12V, 2A) foi instalado dentro
do amostrador, e o ciclo liga/desliga pode ser agora, comandado

por um zinal externoc. Quando o relé eletromagnético estad ligado,
o amostrador recolherd a sonda da amostra para a posigdo de
linpeza e moverd a bandeja para a préxima amostra. Quando o relé
eletromagnético & desligado, a sonda serd imersa na amostra. O
reservatério de limpeza da sonda ndo & necessério para seu uso em
FIA. |

A bandeja de amostra original pode ser usada. Contudo,
uma nova bandeja foi construida, permitindo assim, substituir as
cubetas originais, por tubos de ensaio‘de 2,5 ml. A nova bandeja
. foi construida usando um disco de folha de alumihio, de 23 cn de

dismetro e 0,5 mm de espessura. Orificios, de 1,25 cm de

didmetro, igualmente espagados, foram feitos na borda do prato.

Este disco foi colocado sobre outro, contendo pequenos orificios
de 0,5 cm, usados para segurar os tubos de ensaio. 0Os pratos

foram separados por pegas de acrilico.
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IV.1.3 - Controlador do Instrumento

o amostraddr e o dispositivo de introdugéo da amostra
foram controlados por um sistema minime de mnicrocomputador,
baseado no microprocessador 8085 da Intel. Este sistema @&
produzido pela Telemética, sendo semélhénte ao SDK 85, produzido

(78) | 0s sinais Qe controle digitais foram gerados

pela Intel
através de um dispositivo periférico 8155 de entrada e saida.

A interface, baseada nos transistores TIP121 e BC548,

para controle dos sinais digitais, estd mostrada na figura IV.2.
Pode se observado que somente dois bits da porta A da 8155 foram

usados para acionar as vdlvulas e o relé eletromagnético.

e Y
iNaoOT b :

t © 12v
1K . T
PAg M- BC548 '
PAA "
, , : Vig Vo Va 1K § IN4OOT
4
8155 7
TIP 121
7415373
Figura IV.2 =~ Diagrama do circuito da interface entre o

microprocessador 8085 e os componentes do analisador.
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0 programa de controle foi escrito em linguagem
Assembler do microprocessador 8085, e opera de acorde com ©
diagrama de blocos mostrado na figuré Iv.3.

Quando em execugdo, © software permite que o operador
programe os valores dos parametros necessarios para.o processo
analitico. O primeiro & o nimero total de padrdes somado ao das
amostras, que precisa ser determinado. Se este parametro nao
estiver programado, o controlador né&o operaré o instrumento. Os

outros pardmetros sdo: © intervalo de tempo de amostragem, O

intervalo de tempo de injecédo, oinﬁmero de replicatas para cada
amostra ou padrdo e um intervalo de tempo extra de amostragem. Os
valores -pré“estipulados sdo, respectivamente, 10s, . 20s,
triplicata e 0s. Apbs a- introdhgéo desta série de valores, o
programa pergunta pdr uma reprogfamagéo, se necessdrio. Os
intervalos dé tempo sdo gerados por software chamande uma
subrotina que fornece um atraso de 1s.

Para otimiéar o consumo de ameostra, © programa enprega
um tempo de amostragem mais longo guando unma amostfa'é acessada
pela primeira vez(tempo de amostragem extraj. O objetivo & o de
limpar a sonda de amostragen, contaminada com a amostra anterior.
.Outras determinaqées dessa mesma amostra, ée necessario, foram
realizadas com tenpo de amostragenm programada.

0 programa controlador foi gravado em um memdria EPROM

de 2 kbyte e inserida na placa do microcomputador, onde pode ser
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acessada a partir do enderego 3000H. As varidveis programaveis

fdram guardadas na membéria RAM da 8155.

entroda
endereco aooch

inicio des
varigvets

VALVULAS
LIGADAS

MUDANCA
E
AMDSTRA

Fioura IV.3 - Fluxograma do programa de controle do analisador.

NS, nimero total de padrdes mais amostras; TA, tempo de

amostragem; TI, ﬁempo de injeg¢do; RE, nfmero de replicatas para
cada amostra ou padrido; TE, tempo extra; TRE e TNS, varidveis
tempordrias inicialmente contendo os valores de RE e MS,

respectivamente.
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IV.1.4 - Outros Instrumentos e Sistema FIA

O0s fluidos foram bombeados usando uma bomba peristéltica
ISMATEC MP13 GJ-4, empregando tubos de Tygon. Os sinais foram
obtidos com um registrador potenciométrico Cole-Parmer, modelo
0585. Um espectrofotémetro da Micronal, modelo 311, operando a um
conmprimento de onda de 540 nm foi usado para determinag:éo de
Cr(VI).

0 sistema FIA-espectrofotométrico  controlade  por
microcomputador & mostrado na figura IV.4. Seu deéampenho foi-
testado utilizando-se o procedimentd padrdo para a determinacéo
de Cr(VI)(76)° Tubos de polietileno de 0,80 mm de dismetro
intérno foram empfegadoé.‘Uma cela de fluxo de 80 ul e 1 cm de
caminho 6tico foi utilizada. As solucdes padréo de Cr(VI)} foram
preparados a partir de uma solugdo estoqua de 1.000 ug.mld, por
diiuicﬁes adequadas. |
| Na determinacdo de amdnia, empregou-se © sistema
descrito né figura II.3, substituindo-se a vdlvula de injecédo

manual pela automética, utilizando-se o amostrador autonitico.,

0
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Figura IV.4 - Sistema de fluxo para determinagio de Cr(VIi). B,

bomba peristéltica; M, mbédulo automdtico de introdugdo da

amostra; Rl,‘ reagente 32804- 0,8 M; R, DFC '0,15%; C, @&gua
&éstilada; D, &etector; A, Dbandeja amostradora; TSI - 1000,
sistema minimo de microcomputador. LVR,‘ registrador
potenciométrico.
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IV.2 - RESULTADOS E DISCUSSAO

0 médulo de introducic de amostra desenvolvido pernite
gue seu controle seja felto de maneira 51mples, com o uso de um
Gnico sinal 1légico padrdo TTL. O volume de amostra a ser
introduzido pode variar de 20 a 200 ul sendo que, testes
efetuados iﬂtroduzindo volumes de amostra nesta faixa, de uma

solugdo 107 de KMno, , mostraram = gque os sinais

espectrofotométricos obtidos apresentaram um desvio padrdo
absoluto constante:

E A adaptagdo do amostrador ﬁroposta é simples e seu usoc
permite que até 40 amogtras sejam determinadas sem a aténgao do
operador. Esta adaptagéo apresehtamse de maidr interesse para os
laboratérios que utilizaram os AutoAnalisadores da Technicon ou
que estdo substituindo estes sisteﬁas segmentados por sistemas de
anéllse por injegdo em fluxo.

A figura IV.5 mostra os resultados obtidos ‘usando 0
analisador para a determinagio de Cr(VI), empregando o sistema de
fluxo descrito na figura IV.4. O desvio padrdo relativo obtido
foi menor qué 0,5% (n=15), péra as alturas dos sinais referentes
é una solugao dé 1,0 uq.mlw1 de Cr(vi). O analisador também foi
testado na; detérminagéo condutimétrica de ‘amdnia em aguas,

(19)

utilizando o sistema de fluxo descrito anteriormente ' e o

desv1o padrao relativo obtido foli menor que 0, 80, para os sinais



referentes a 8 injegBes de uma solugdo de 6 ,ut;;.m}.'1 de NH3. A
figura IV.6 mostra os sinais de calibracioc e determinagdo de NH,
em &guas. Esses resultados mostram o bom desempenho do
analisador automdtico construido, em aplicagdes FIA. A sua
combinagdo, com o sistema de coleta de dados previamente
desenvolvidom) pode levar a construgdo de um sistema de baixo
custo e com alto grau de automagdo. .Esta combinagéo ‘seria

facilitada pelo fato de gue ambos OS sistemas utilizan a mesma

eletronica digital, baseada na CPU-8085.
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Figura IV.5 - Sinais de Calibragao e determinacdo de Cr(VI). 0s

valores acima dog sinais sdo concentragdes de Cr(VI), expressas
em pg.ml™'. N, 15 sinais de uma solugdo padrdo de 1 pg.ml™ em

Cr(Vi) (teste de reprodutibilidade).
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-1 » (] - -

expressas em pg.ml . N, 8 sinails de uma solugdo padrdo de 6

ug.mlﬂ'(teste de reprodutibilidade).



caritTuLo v
CONCLUSAO

0 desenvolvimento dos sistemas de fluxo, com detecgdo
condutimétrica e difusdo gasosa, para a determinagdc de
nitrogénio inorgédnico total e formas inorganicas de nitrogénio em

dguas naturais, e uréia em soOro sanguineo confirma a

potencialidade e versatilidade da técnica FIA. Estes sistemas
demonstram que & possivel tornar a detecgdo condutimétrica mails
seletiva é estender seﬁ uso a espécies ndo volateis, através de
ﬁransformagées quimicas apropriadas.‘Estes sistenas apreéentaram,
também, preciséo é_exafidéo comparaveis &s dos métodos padrdes
oficials de andlise e demonstram gue podem ser utilizados nas
dreas Ambiental e Clinica.

Os sistemés de fluxo descritos neste trabalho apresentan
élgumaé #antagens sobre outros existentes, tais como: utilizagdo
de sonmente um reagente esﬁéval, enguanto o método colorimétrico
utilizado na determinagfo de nitrogénio inorganico‘total enprega
dois cdﬁjuntds de reagentes instaveis e toéxicos, e as espécies

sio monitoradas em dois diferentes conmprimentos de onda. Alénm
disso, o método condutimétrico apresenta a mesma sensibilidade e

& menos susceptivel a interferéncias e efeitos de matriz, como

coloragiio das solugbes e pH da amostra. Adicionalmente, a

76



instrumentacdo utilizada & mais simples e de menor custo do gue a
réquerida pelos métodos colorimétrico e potenciométrico.

A utilizagdo de um Unico sistema de fluxo para
detérminagao de nitrogénio inorgénico total e formas inorgénicas
de nitrogénio, e a possibilidade de especiagdo dessas formas,
mostra a versatilidade do sistema FIA desenvolvido. A Gnica
desvantagem apresentada estd na dificuldade em determinar

nitrito, quando as outras formas de nitrogénio estdo presentes em

altas concentracdes na amostra.

0 sistema de fluxo desenvolvido para a deﬁerminagéo de
uréia em soro sanguineo mostra que é possivel a utilizagio de um
naterial contendo a enzima imeobilizada naturalmente.
Deménstrou—se que a imobilizagd@o natural apresenta wvantagens con
relacdo a diminuigdo do efeito-do pH e da presenga de inibidores
enzindticos na amostra, uma vez que a membrana celular atua de
nodo éeletivo,-no caso da determinac¢io de uréia. A sensibiiidade
6btida possibilita uma alta diluigdo da amostra, evitando outros
efeitogs de matriz. Além disso, o método apresenta vantagens en
relagdo ao custo das andlises e uma maior simplicidade, ja que

nenhum processo de imobilizagdo & requerido.

A importancia de wum instrumento automdtico em um

laboratério estsd em eliminar os erros humanos, além de liberar o
operador para outras tarefas. O médulo de introdugdo da amostra

desenvolvido neste trabalho utiliza microvilvulas solendides de

by Ar



baixo custo, baixo consumo de energia elétrica, além de ser
controlado por um Gnico sinal digital. A adaptagdo do amostrador
& bastante simples e atrativa para os laboratérios que utilizaram
os AutoAnalisadores da Technicon, e due estdo desativados ou
sendo substituidos pela técnica FIA. Este amostrador apresenta
uma mecAnica muito boa e perfeitas condigdes de uso. O analisador
auvtomdtico foi testado com detectores espectrofotométricos e

condutinétricos, demonstrando a sua versatilidade.
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