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Resumo

TITULACAO, ADICAO DE PADRAO £ DIFUSAC GASOSA
EMPREGANDO SISTEMAS DE ANALISE EM FLUXO MONCSSEGMENTADO

Aluna : Margarete Assali de Koning
Orientador : Prof. Dr. lvo Miiton Raimundo Junior

Este trabalho descreve a implementacao das técnicas de titulagao, adigéo
de padréo e difus&o gasosa em um sistema de andlise em fluxo monossegmentado
(MSFA) automético, empregando a injegcdo mdltipla simuitanea (IMS). A IMS
consiste na injegdo simultdnea de duas ou mais solugdes, delimitadas por duas
bolhas de ar, em um sistema de fluxo, cujo fluido & propelido continuamente em
direcdo ao detector. Na titulagdo ou na adigdo de padrdo, que simulam um
procedimento manual, séo injetados volumes constantes das solugbes de amostra e
de titulante ou solugdo de referéncia, respectivamente. Os volumes destas duas
solugbes (amostra e titulante ou solugao de referéncia) séo determinados em fungdo
da diluicdo que se deseja efetuar com a amostra. Diferentes concentragbes do
titulante ou da solugdo de referéncia no monossegmento séo obtidas, empregando-
se uma valvula solendide de trés vias, que em cada injecdo permite que quantidades
crescentes destas solucdes sejam adicionadas & amostra. A titulagéo foi avaliada
com a determinagéo de Fe{ll) com KMnQO, em amostras de medicamentos e a
adicdo de padrdc com a determinagdo de Cr(Vl), através da reagdo com
difenilicarbazida, em amostras de aguas naturais. Na difusdo gasosa foram
combinados ¢ sistema FIA, onde & formada a espécie volatil, com o MSFA, cuja a
amostra é recothida por um fluido aceptor e inserida no analisador entre duas bolhas
de ar. Este sistema foi avaliado com a determinagéo de aménia em aguas naturais,
empregando-se a reagdo de Berthelot, obtendo-se uma sensibilidade cerca de 5
vezes superior as encontradas em sistemas similares de analise por injegéo em fluxo
(FIA). Os resultados obtidos com as técnicas desenvolvidas mostraram uma boa
concordancia com as respectivas metodologias de referéncia, ac nivel de 85 % de
confianga.
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Abstract

Titration, Standard Addition and Gas Diffusion
in a Monosegmented Flow System

Author : Margarete Assali de Koning
Supervisor : Prof. Dr. lvo Milton Raimundo Junior

This work describes the development of the titration, standard addition and
gas diffusion techniques in an automatic monosegmented flow system (MSFA),
employing simultaneous multiple injection (SMI). SMI consists in a simultaneous
injection of two or more solutions delimited by two air bubbles in a flow system. In the
titration and in the standard addition techniques, constants volumes of sample
solution and titrand or standard solutions are injected, simulating the conventional
manual procedure. The volumes of these solutions (sample and titrand or standard
solution) are determined as a function of the request dilution. Known additions of
titrand or standard solution are achieved utilizing a three-way solenoid vaive which
delivery increasing volumes of these solutions in to the sample for each injection. The
titration with KMnOs has been employed for the determination of Fe(ll) in
pharmaceutical samples. Furthermore, standard addition was used for the
determination of Cr(Vl) in water samples with diphenylcarbazide. In the gas diffusion,
a flow injection system (FIA) in which the volatile species is formed, was combined
with the MSFA system, where the sample is absorbed by an acceptor fluid and
inserted into the analyzer between two air bubbles. This system was evaluated for
ammonia determination employing the Berthelot reaction. The sensitivity was 5 times
better than others similar FIA system. The results obtained with the proposed
techniques agreed with the reference methodologies within a 95% confidence level.
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APRESENTACAO

ANALISE EM FLUXO MONOSSEGMENTADO

Os sistemas de analise em fluxo tém sido largamente utilizados em
Quimica Analitica, pois permitem que sejam obtidos resultados em um curto
intervalo de tempo, com graus de precisdo e exatiddo bastante altos. Estas
vantagens vém sendo bastante exploradas, principalmente nas areas de quimica
ambienta! e clinica onde a demanda por andlises vem aumentando continuamente.
Além disso, varios dispositivos tém sido desenvolvidos e contribuem para a
versatilidade destes sistemas, diminuindo o numero de operacdes unitarias e o
desgaste do analista.

Os sistemas de analise em fluxo monossegmentado (MSFA) foram
introduzidos em 1985 por Pasquini e Oliveira [1] e combinam as vantagens
oferecidas pelo sistema desenvolvido por Skeggs [2] com as dos sistemas FIA [3).
No trabalho original, assim como em algumas aplicagbes [4-7], a amostra era
previamente misturada aos reagentes antes de ser injetada em um fluido
transportador inerte entre duas bolhas de ar. Estas bolhas, que permitem que
longos tempos de residéncia sejam alcangados, eram retiradas antes da amostra
atingir o detector, sofrendo, portanto, apenas uma pequena dispersao.

Na MSFA n3o é requerido que as medidas sejam feitas em estado
estacionario, embora esta situagdo possa ser alcancada. Apesar das vantagens
oferecidas, como reprodutibilidade, maior frequéncia de amostragem, longos tempos

de residéncia, o sistema originalmente proposto ndo permitia o estudo de reagdes

T TULAGEG, ADIGAO DE PADRAG E DIFUSAO GASOSA EMPREGANDO SISTEMAS MSFA
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no qual era necessdria a adigdo de reagentes apos a injegdo do monossegmento no
analisador, sem que ocorresse sua descaracterizagdo. Além disto, em uma
avaliagdo preliminar deste sistema [8] algumas possiveis limitagbes eram
apontadas, como por exemplo a impossibilidade de se efetuar a titulagdo e a
necessidade de uma avaliaggo mais criteriosa com respeito a extragéo por
solventes, didlise e determinagdes cinéticas.

Em 1994, Facchin e colaboradores descreveram um sistema MSFA para
extracdo por solventes em fase Unica [9]. A extragdo em fase uUnica & feita,
injetando-se no monossegmento uma mistura ternaria contendo tenoil-trifluoro-
acetona em metil isobutil cetona (IBMK-TTA), uma solugdo aquosa contendo a
espécie de interesse (metal) e etanol. Ao ser injetada no fluido transportador,
rapidamente, a amostra reage com o agente complexante, numa fase unica.
Subsequentemente, esta fase contendo TTA € separada em duas fases
adicionando-se uma solugdo saturada de NaNO;. Ao final do percurso do
monossegmento, empregando-se um reator na forma de “U”, por diferenca de
densidades, ocorre a separagdo das fases organicalaquosa dentro do
monossegmento, passando por um detector espectrofotomeétrico, sem a
necessidade da remogao das bolhas de ar.

Posteriormente, Facchin e Pasquini [10], propuseram a extragdo
empregando-se duas fases, onde a amostra contendo um metal (Cd, Zn ou Cu), e
injetada no monossegmento, percorrendo um reator de vidro, nas paredes do qual
este metal é adsorvido. Apds a injegdo de um monossegmento, uma porgéo de um

solvente organico, contendo um complexante adequado, € injetado no fiuido
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transportador, extraindo ¢ metal adsorvido. Este sistema mostrou resultados
satisfatorios atingindo uma recuperagéo de até 80%.

Silva e Pasquini [11] propuseram um sistema MSFA para a determinacao
de espécies em amostras gasosas no qual, diferentemente dos sistemas MSFA
propostos anteriormente, as bolhas de ar sdo empregadas como amostra. Assim,
através de sensores opticos, sdo monitorados os volumes da amostra antes e
depois da insercio de reagentes no monossegmento. Todo © sistema foi controlado
por um microcomputador, que também foi empregado para a aquisicéo dos dados.
Este principio foi avaliado para medidas de O, e CO, e em misturas contendo
ambas as espécies, mostrando resultados satisfatérios, com erros absolutos
despreziveis e uma freqiiéncia de amostragem de 40h™.

Em 1997, Raimundo Jr e Pasquini [12] construiram um anatisador
automético empregandc um médulo de adicdo de reagentes, possibilitando, entao, o
emprego de reagdes sequenciais em MSFA. Isto foi feito utilizando-se sensores
opticos, que permitiam a localizagdo exata do monossegmento no reator e o
acionamento de valvulas solendides, de forma que a adigdo de reagentes fosse
efetuada apenas na amostra, sem fragmentar o monossegmento e economizando
reagentes. Este sistema, inicialmente, foi aplicado para a determinagdo de
creatinina, uréia e glicose em soro e plasma sanguineos. A dupla amostragem [13},
posteriormente denominada de injecdo multipla simultanea [14], pode ser
empregada para se efetuar a diluicdo destas amostras como também para a
determinagéo de nitrito em aguas naturais{14). Este método consiste em injetar,
simuitaneamente, duas ou mais solugdes entre as bolhas de ar, através de um

injetor proporcional. Para a determinacéo de glicose, creatinina e uréia, o

?ﬁ'uw;:&o. ADIGAD DE PADRAC E DIFUSAD QASCAA EMPREGANDO SISTEMAS MS?A
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monosﬁegmento & composto por: arffluido diluidorfamostraffluido diluidor/ar e, para
a determinagio de nitrito 0 monossegmento constituido de
ar/amostra/reagente/amostra/ar. A Figura 1 mostra como o injetor proporcional &
empregado para a inser¢do deste monossegmento no fluido transportador,
efetuando-se a diluicdo da amostra.

(a)

fluido

transportador__, —pmreator
ar > === — ™ dascarte
L1
fluido — ="
diluidor L, N descarte
-
descarte W rm——— amostra
{b)
fluido |
transportador . g reator
ar — — ™ descarte
b & e
!IUi.do - — ¥ Gescarte
diluidor L ‘ ﬁ
descarte ‘_amostra

Figura 1 - Diagrama do esquema da véalvula amostradora empregada para a injegdo
multipla simultdnea em MSFA (a) posicdo de amostragem, (b) posigdo de
inje¢do.

Dentro desta realidade, este trabalho tem como objetivo implementar as

técnicas de titulaco, adicdo de padréo e difuséo gasosa, empregando-se MSFA e a

injecédo multipla simultanea, explorando as propriedades que este sistema oferece.

Para isto, serd utilizado um analisador automético, construido no laboratério [13],

empregando-se um espectrofotdmetro multicanal como detector.

TITULAGED, ADICAD DE PADRAO E DIFUSAD GASOSA EMPREGANDO SISTEMAS MSFA
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A titulagdo e a adigdo de padrdo em MSFA empregando-se a injegao
multipla simultinea permitem simular um procedimento manual, pois a amostra &
injetada noc monossegmento em um volume definido e constante em todas as
medidas, sendo que, em cada injecdo, diferentes aliquotas de uma solugdo de
referéncia sdo adicionadas no monossegmento, através de uma valvula solendide
de trés vias. Para a titulagéo, as algas L; e Ly sdo empregadas para a adig@o de
titulante, sendo que uma valvula soiendide é utilizada para a adigao de diferentes
aliquotas da solucéo de referéncia e a alga L, é empregada para a amostra. Este
sistema sera avaliado para a determinagéo de Fe(ll) com KMnO,4. Na adigéo de
padro, as al¢as L; e Ly s@o preenchidas com a amostra e a alga L, € utilizada para
a adicdo da solugdo de referéncia, similarmente a titulagdo e a determinagio de
Cr(Vl) pela reagdo com difenilcarbazida sera empregada para a avaliagido desta
técnica. A difusdo gasosa, através de uma combinagdo dos sistemas FIA (para a
formagdo e permeacio da espécie de interesse) e MSFA, para a introdugéo da
amostra no fluido transportador e posterior reacéo, serd avaliada na determinagao
da amdnia, empregando-se a reagéo de Berthelot. Com isto, este sistema permite
uma etapa de pré-concentragio e o monitoramento de uma reagdo cineticamente

lenta, melhorando a sensibilidade.

TITULAGED, ADICAC DE PADRAG € DIFUSAC GASOSA EMPREGANDD SISTEMAS MISFA
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Capitulo 1

TITULACAO EM FLUXO

1.1. INTRODUGAO

Os métodos titulométricos incluem um amplo grupo de procedimentos que
sdo baseados na medida da quantidade de um reagente de concentragéo conhecida
que é consumido pela espécie de interesse (analito), sendo que o ponto de
equivaléncia, isto é, o ponto onde esta quantidade de reagente € igual, em
proporgdes estequiométricas, a do analito, é detectado por um sistema apropriado
(indicador visual, pHmetro, condutivimetro, detector espectrofotométrico, etc.).
Embora estes métodos oferegam vantagens como seletividade e boa preciséo,
constituem em tarefas bastante desgastantes, sendo inviaveis para determinagbes
com alta demanda.

Um dos primeiros trabalhos realizados utilizando um titulador automatico
foi feito por Ziege! [15], em 1914, onde uma bureta era controlada por um dispositive
eletromagnético. Em 1948, Lingane [16] também construiu um titulador automatico,
em que a bureta era controlada por um pistéq, sendo hoje bastante popular em
laboratérios de rotina [17].

Com o surgimento dos sistemas de anélise em fluxo, varios trabalhos
envolvendo processos de titulag@o tém sido publicados, empregando principalmente
sistemas de anélise por injeg&o em fluxo (FIA) e gque séo baseados na geracéo de

gradientes de concentragéo [18-22]. As tituiagdes em fluxo combinam as vantagens

TITULAGAOD, ADIGAOD DE PADRAD E DIFUSAD GASOSA EMPREGANDO SISTEMAS MSFA,
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da andlise em fluxo {(como reprodutibilidade, repetibilidade, mistura eficiente,
tempos de andlise mais curtos) com os da titulagdo (como precis@o e exatidao).
Estes processos tém como vantagens uma alta frequéncia de amostragem e um
baixo consumo de reagentes e a desvantagem de que muitas vezes é necessaria
uma etapa de calibragéo com padrdes.

Fleet € Ho [19] propuseram um dos primeiros sistemas de fluxo continuo
multissegmentado empregando gradiente de concentragdo. Neste trabalho, o fluxo
da amostra conflui com o titulante e a mistura resultante € monitorada
continuamente através de um eletrodo de ion seletivo. Nestas condigbes, a
concentracdo do titulante aumenta linearmente devido ao gradiente de
concentracao. Como a vazéo da amostra e do titulante sdo mantidas constantes,
este procedimento permite que sempre seja monitorado um mesmo volume,
analogo aoc de uma titulagdo convencional. O sistema foi avaliado para a
determinacéo de ions sulfeto utilizando como sensor uma membrana de Ag,S e
como titulante HgCl, . A largura do sinal obtido & proporcional a concentragéo da
amostra, sendo estimado através de uma calibrago prévia.

A titulagdo em sistemas FIA, primeiramente proposta por Ruzicka e
colaboradores [20], utiliza um sistema de fluxo no qual a amostra é inserida em um
fluido transportador e dirigida 4 uma camara de disperséo, misturando-se, ent&o,
com o titutante. Neste procedimento, assim como no sistema de Fleet e Ho [19)], a
largura do pico & proporcional & concentragdo da amostra, sendo também
necessaria uma etapa de calibragéo utilizando uma série de solugbes de referéncia.

As titulagdes automaticas baseadas em variagdes de vazao de titulante e

de amostra tdm se mostrado bastante viaveis. Geralmente, a vazao da amostra é

TITULAGAD, ADIGAO DE PADRAD E DIFUSAD GASOSA EMPREGANDO SISTEMAS M3TA
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mantida constante enquanto que a do reagente é variada, através de duas bombas
peristalticas, sendo as mais modernas controladas por cbmputador. Para se obter
resultados mais precisos ¢ necessario que estas vazdes durante a titulagio sejam
conhecidas com bastante exatiddo e, devido a deterioragdo dos tubos de
bombeamento, é necessario uma frequente calibragdo do sistema de fluxo
[18,21,23-25].

Para contornar este tipo de problema, Yarnitzky e colaboradores [21]
propuseram sistemas que utilizam um fluxc exponencial aiternado, empregando
duas bombas peristalticas. Na primeira bomba, a vazdo aumenta continuamente
enquanto que na segunda diminui proporcionalmente, propulsionando,
respectivamente, amostra e titulante. Através de uma valvula de trés vias, este ciclo
pode ser revertido de modo que o titulante e a amostra sdo carregados,
respectivamente, pela primeira e segunda bombas. Com este procedimento n&o é
necessério a etapa de calibragdo e é eliminado o erro causado pela deterioragao
dos tubos, ja que isto &€ compensado quando ocorre a troca de vazdes. Além disto,
h& um baixo consumo de amostra por determinagao (~ 2 mL) e a frequéncia é cerca
de 20 - 40 amostrasthora. Como as concentragdes da amostra e do reagente estdo
relacionadas com as velocidades de rotagéo das bombas, estes valores devem ser
conhecidos com bastante exatiddo. Proximo ao ponto de equivaléncia, é necessario
diminuir a taxa de variagdo da vazdo devido & propria configuragéo do sistema
causar um erro na titulagéo. Isto porque o reator e o detector estéo distantes um do
outro, causando um “atraso’ na detecgéo do ponto final, de modo que isto se toma

uma limitagao para a implementac&o de um sistema automatico.

TITMNAGAG, ADIGAC DE PADRAO E DIFUSAO Ga303A EMPREGANDO SISTEMAS MSFA
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A técnica de titulagdo triangular programada, onde a concentragéo do
titulante & aumentada linearmente e, depois, simetricamente decrescida,
desenvolvida por Nagy e colaboradores [22], tem sido aplicada em varios sistemas
utilizando gerag¢do coulométrica de reagentes, com corrente programada [26,27] e
em sistemas de gradiente linear de fluxo [17,23], sendo também nestes casos,
desnecessario a etapa de calibragao.

Qutro sistema de fluxo que explora o usc de gradientes de concentragio
foi proposto por Valcarcel e colaboradores [24,25]. Neste caso, sdo combinadas
uma bomba peristaitica de vazdo fixa com uma bomba de vazdo variavel,
programada por computador. Desta forma, o fluxo resultante produz um gradiente
ndo linear, podendo ser aplicado as titulagbes acido-base, complexométricas e
redox.

Com o desenvolvimento da amostragem binaria [28], Kom e
colaboradores [29] propuseram um novo método de introdugao de amostra e
reagente em fluxo. Neste caso, € utilizada uma bomba peristéltica e trés valvulas
solendides que sdo empregadas para a introducdo da amostra, reagente e
transportador em linha Unica, além de um microcomputador que é responsavel pelo
controle das valvulas, aquisicdo e processamento dos dados. Neste sistema,
porcdes de amostra e reagente sdo intercaladas no fluido transportador, através de
valvulas de trés vias, para a realizagéo da titulagéo, sendo que o ponto final é
determinado através de um método chamado procura binaria [29]. Este método &
baseado em tentativas em que as condigbes estequiométricas sdo variadas passo a
passo através da variaglo das quantidades de amostra e reagentes adicionadas,

mantendo-se sempre um volume total constante. Neste sistema pode-se adicionar
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aliquotas de até 0,5 pb, para um volume constante de 283 pL, sendo necessario
sincronizar a bomba peristaltica e a abertura da valvula para se obter uma boa
preciso na amostragem. O sistema foi avaliado através da reagéo de titulagao
acido-base empregando indicadores.

Aratjo e colaboradores [30], recentemente, desenvolveram um sistema
que descreve o emprego do gradiente de concentragéo em FIA para a determinagdo
dos pontos onde a concentragdo do titulante e da amostra estdo numa razao
estequiométrica. A calibragdo & feita empregando-se uma solugéo de referéncia,
para converter o sinal analitico obtido, em valores de concentragdo. Um
microcomputador & empregado para controlar o sistema de fluxo e obter os dados,
que sdo tratados para se localizar os pontos onde a amostra e o titulante se
encontram em razdes estequiométricas de concentragdo. Estes pontos sao
determinados pela mudanga abrupta na curva sinal analitico x concentragdo obtida.
O sistema foi avaliado para a determinag&o de Fe(ll) com KMnO,, empregando-se
detecgio espectrofotométrica e para a determinagéo de acido acético, a detecgéo
condutométrica.

No presente trabalho, propde-se o uso da injegdo multipla simultanea em
MSFA para se efetuar titulagio, com detecgfio espectrofométrica, que sera avaliada
através da determinacéo de Fe(ll) com KMnO,. Assim, como mostrado na Figura 1,
as alcas L; e Ly séo utilizadas para a adigdo do titulante, empregando-se uma
valvula solendide de trés vias, onde, em cada inje¢do, quantidades crescentes de
titulante sdo adicionados a um volume constante de amostra determinado pela alga
L,. Aumentando-se a quantidade de titulante adicionada a cada injeg&o, pode-se

obter uma curva de titulagdo espectrofotométrica andloga a convencional. A
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vantagem deste sistema é que apenas uma solugcdo de referéncia é necessaria

durante todo o processo de titulagdo, empregando-se apenas uma bomba

peristaltica e os calculos envolvidos também s&o menos complexos.

Ilzl

1.2.1.

EXPERIMENTAL

PREPARACAO E PADRONIZAGAO DAS SOLUGOES

Solucdo de KMnO, 0,0200 mol L™ . Preparou-se e padronizou-se de

acordo com o descrito por Baccan e colaboradores [31].

Solugbes de Fe® : As solugdes foram preparadas dissolvendo-se
Fe(NH.4)2(S04). em H.S04 1,0 mol L e padronizadas utilizando solugio
padréo de KMnQ, .

Solugdo de Ce(SO4), 0,100 mol L™: Preparou-se a solugéo como descrito
em USP (United States Phamacopoeia) [32] e padronizou-se utilizando

uma solugio padrio de Fe®".

Solugdo de Zimmermann: Mistura contendo HisPQOs, H:S04 e MnSQ,,

preparada de acordo com o descrito por Baccan e colaboradores [31).

amostras: Fer - in - Sol (solugdo oral) - Laboratério Mead Jonhson.
Sulfato Ferroso ( Xarope ) - Laboratdrio Bunker.
Sulfato Ferroso {comprimidos) - Laboratorio Bunker.
iberin (&cido fdlico)

Sulfato Ferroso (drageas) - Fontovit

Para a titulagdo visual, pesou-se 2,5 g (x 0,1mg) de amostra,

adicionou-se 10 mL de agua destilada, sendo que, para a titulagdo com KMnO,

foram adicionados 10 mL da solug&o de Zimmermann.
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Para as medidas feitas noc analisador, pesou-se 1,0 g (x 0,1mg) de
amostra em um bal&o volumétrico de 100,0 mL, adicionou-se 25 mL da solugéo de

Zimmermann, compietando-se o volume com agua desionizada.

1.2.2 O ANALISADOR

O analisador construido por Raimundo Jr. [13] foi adaptado para o
sistema de titulagdo, como mostra a Figura 2.

Todo o sistema é controlado por um microcomputador PC - AT 386,
através de uma interface paralela (analisador) e outra serial RS232
(espectrofotdmetro multicanal-PDAS). Um programa computacional, escrito em
Quick Basic 4.5, foi utilizado no controle e aquisicdo dos dados. Este programa
permite ao operador definir no espectrofotdmetro multicanal o comprimento de onda
desejado (neste caso, 525 nm), numero de varreduras para o caicuio de uma media
(de 1 a 5) e tempo de varredura de cada espectiro. Além disto, pode-se selecionar o
ndamero de pontos da curva (onde se determina o tempo de abertura da valvula, em
segundos, para cada ponto) € o nimero de replicatas para cada ponto (de 1 a 3).

Como pode ser visto na Figura 2, a adigdo de titulante para cada injegéo
é feita através da valvula solendide e o volume da amostra € mantido constante.
Para se obter a curva analitica ((KMnQO,4] x tempo de amostragem), na primeira‘
injecio, preenche-se todas as algas com o titulante, cuja concentrago € conhecida,
medindo-se a respectiva absorbancia. Nas inje¢bes subsequentes, preenche-se a
alca de amostra (L,) com agua e adicionam-se quantidades crescentes de titulante

em Ls/L,, através do aumento do tempo de abertura da valvula solendide.
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A titulacdo & feita na mesma condigdo que a curva analitica,
preenchendo-se L, com a amostra. Necessariamente, o ponto final deve estar
dentro da faixa de tempo estabelecida por esta curva. Para todas as medidas foi
utilizado H,SO,; 0,1 mol L como fluido transportador com uma vazdo de 2,4 mL
min'. Os tubos empregados foram de PTFE, com didmetro interno de 0,8mm para as

algas L, L, L3, Ly e L, € de 1,6 mm de didametro para o reator.

RS232
-
interface
9
ees l I _
—— b
fibra dptica
A1 . opto
mL min s opto bobina de detecgao
fluido transportador | 2,4 d- " reacao
-
- ——war b l l E i’ . u
Ls v
TS5 “ - L cela de
| La _-l ) fluxo
| U fonte de
amostra = . (=}
agua titulante radiagdo

Figura 2 - Esquema do sisterna utilizado para a titulagdo em analise por injecdo em fluxc

monossegmentado.

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Para a avaliag@o do sistema de titulagdo, foi empregada a reagfo de Oxi-

redugéo entre Fe(ll) e KMnQ,, que pode ser representada pela seguinte equacio:

5Fe” + MnO4 + BH'=— 5Fe® + Mn** + 4 H,0 (1)
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Foi empregado o comprimento de onda de méxima absorgao do titulante
(625 nm), assumindo-se desprezivel a absorbancia dos produtos da reacdo. Desta
forma, antes do ponto final, o titulante adicionado é consumido e, apds, 0 excesso
de KMnQ, deve produzir uma relacéo linear entre absorbancia e volume adicionado,
desde que a lei de Beer seja obedecida.

Primeiramente, foi feita uma avaliagdo do espectrofotdmetro, através de
uma curva analitica empregando solugdes de referéncia de KMnO, de
concentragdes que variaram de 3,0 x 10° a 3,0 x 10° mol L". Estas solugbes
preenchiam totalmente as trés aigas que s&o empregadas para a adigéo de titulante
e amostra (algas L, Ls, L. da Figura 2). Deve-se salientar que o volume final do
monossegmento nao interfere no valor da absorbancia medida, pois a disperséo da
amostra é desprezivel [12]. A resposta linear obtida foi de até 7,5x1 0* mol L, como
mostra a Figura 3, tornando a concentragéo de titulante na calibragdo no final da
titulagéo limitada até esta faixa.

1.0

0.8+

o

0,24
.

00 &

00000 005 0000 0005 00D 0005
[KMnO J/mol L

Figura 3 - Curva analitica obtida relacionando concentragio de KMnO, x absorbancia,
utilizando o espectrofotdmetro PDA.
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Alguns parametros do espectrofotdmetro foram estudados, como tempo
de varredura de cada espectro (100 a 180ms), numero de espectros por medida (1 a
5) e abertura da fenda, sendo que estes parametros ndc afetaram os resultados
obtidos.

O sistema de titulagdo desenvolvido simula um processo manual, onde
em cada injecdo, diferentes aliquotas de titulante sdo adicionadas a um volume
constante de amostra. A valvula solendide & utilizada na adigdo de titulante nas
alcas L3 e Ly, de modo que o volume da final da solugdo do titulante adicionado na
amostra também & mantido constante.

A curva analitica, mostrada na Figura 4, é utilizada para se determinar a
concentragdo de KMnO; no monossegmento para cada tempo de abertura véaivula.
Para se obter esta curva, relaciona-se o tempo de abertura da valvula em cada
inje¢do com o valor de absorbancia obtido. Assumindo que a lei de Beer é
obedecida, e que o voiume de KMnO, € proporcional ac tempo de abertura da
vélvula, este valor de absorbancia esta relacionado com a concentragao do KMnQO,
no monossegmento. Primeiramente, é feita a leitura de absorbancia A,, onde todas
as alcas (Ls, Ly e L.) s@o preenchidas com a solugdo de referéncia que sera
empregada na titulagdo. Faz-se entdo, a razédo da absorbancia medida para cada
tempo de abertura da valvula solenéide pelo valor A, que, multiplicado pelo valor da
concentragdo da solugdo de referéncia fornece o valor da concentracgao do titulante
no monossegmento. Entretanto, € importante observar que, no intervalo de tempo
maximo para a abertura da valvula, o titulante ndo deve preencher totalmente as

algas L e L. Outro fato que deve ser ressaltado é que a distancia entre a saida da
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valvula e o injetor (Figura 2) deve ser a menor possivel para minimizar a disperséo

da solugdo de referéncia, devido ac “volume morto” que é formado por este canal.

04 /

tempo/s

Figura 4 - Curva analitica de [KMnO,] x tempo de amostragem, utilizando-se uma solugéo

de KMnO, 7,00 x 10 mol L ([KMnO, = -2,7959x10®° + 2,6709x10° t, r =

0,9999)

A abertura da valvula solendide e, portanto, a precisdo do volume de
KMnQ, adicionado, esta relacionada com a precisdo do “clock” do microcomputador,
que & da ordem de 50 ms. Como no programa utilizado os tempos de abertura estao
limitados a valores discretos e, sendo que o menor tempo empregado foi de 2 s,
espera-se uma precisdo melhor que 2,5 % considerando-se apenas esta variavel.
Entretanto, a reprodutibilidade da adigdo do titulante é também dependente das
condicdes de bombeamento (vazdo constante, pulsagéo da bomba e deteriorag&o
dos cabos de bombeamento) e, para este caso, estes fatores foram despreziveis.
Isto foi observado, obtendo-se curvas analiticas antes e depois das titutacbes
realizadas e comparandc os resultados obtidos por ambas as curvas. A curva

anaiitica mostrada na Figura 5 indica os desvios padrdo relativos para trés
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replicatas, sendo que cada replicata foi obtida individualmente.

0.18
0.15-
0‘14-: L]
0.12:

-] x

<
< 0.10-

0.08 1
0.061

0044 X

, e e
4 5 6 7 8 g
tempo/s

Figura 5- Curva analitica de A/A, x tempo de amostragem, utilizando-se uma solugéo
KMnQ, 7,00 x 10™* mol L", (y= -6,0)(10‘5 + 2,5)(10'5 t, r = 0,99975), medidas em
triplicata.

As configuragbes empregadas utilizam um volume total de titulante (L; e
Ls) de 265 pub @ um volume de amostra de 50 plL. Estes volumes podem variar
dependendo da quantidade de titulante que se deseja adicionar e o volume da
amostra também pode ser alterado, dependendo da concentragdo da espécie de
interesse.

Como o analisador simula uma titulagdo manual em virtude das bolhas de
ar que limitam a dispers&o, a determinagdo da concentragéo de Fe®* & realizada
pela intersecgdo das duas retas obtidas na curva de titulagéo (antes e depois do
ponto final). Neste caso, o valor é obtido em segundos e & convertido pelo valor de
concentracdo de titulante descrito anteriormente (Figura 4). A Figura 6, mostra uma

curva analitica obtida para uma amostra sintética de Fe(ll).
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Figura 6 - Curva de titulagio de uma amostra sintética de Fe(l) 5,18 x 10™ mol L

empregando-se uma solugdo KMnQO,4 7,50 x 10” mol L' em triplicata.

Porém, como em cada injecdoc a amostra sofre a dilui¢do devido ao
volume das algas L; e Ls, é necessério se conhecer a diluigdo que ocorre quando a
amostra é injetada no monossegmento. Esta medida é feita através da raz&o da
absorbancia A, (quando todas as algas estdo preenchidas com o titulante) pela
absorbancia A; {quando a alga de amostra L, & preenchida com o titulante e as
algas L; e Ly sdo preenchidas com agua). Este fator deve ser medido sempre que
houver remogao das alcas no injetor, pois estas néo séo recolocadas exatamente na
mesma posi¢io, reproduzindo o volume do monossegmento. Deste modb, a

concentragio de Fe?* pode ser calculada pela seguinte equacgéo:
Cre = Crmnoapsine X & X f (2)

onde Cxmnospsnal € @ concentragdo de KMnO,4 no ponto final, determinada através da
curva analitica e f é a diluigBo da amostra no monossegmento € o valor 5

corresponde & estequiometria da reagéo entre o Fe** e o MnO,.
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O tempo de residéncia da amostra foi estudado, variando-se o
comprimento da bobina de reagéo e verificou-se que para tempos de residéncia
menores que 80s o ponto final da titulagdo ndo é bem definido, devido a reagéo
incompleta entre titulante e titulado. Como pode ser visto na Figura 7, apesar de nos
sistemas MSFA, em muitos casos, nd0 ser necessdrio se atingir o estado
estacionario, nesie caso, a extrapolagéc das curvas obtidas para um processo de
titulag&o incompleta, fornece um desvio negativo no valor de concentracdo e
dificulta a determinagéo do ponto final. Isto porque, como a rea¢&o ndo se completa,

ocorrendo um excesso de titulante antes do ponto final da titulagdo real.

05+ a1 e0s a
1] o t s ol |
001 | & t,_30e s .
] : .
p a1s. .,
g 0,10 $ [ ]
[~ L ]
_§ 4 . 4 ]
o5~ : A o
J a 1 -
om- Ak : »a "
'QG 1 | 1 . 1 v 1 ' 1 |13 1
) 2 4 5 B ” W B
tempo/s

Figura 7 - Curvas de titulagiio de uma solugdo de Fe™ 5,0 x 10° mol L em diferentes
tempos de residéncia (t ras)-
A adicéo da solug&o de Zimmermann que & indicado nesta titulagéo [31],
tem a fungdo de acondicionar apropriadamente o meio da reagéo (meio acido),
eliminar a coloragéo amarela devido a formagao de Fe* e inibir a oxidagdo dos ions

Cl " pelo MnO4, que podem estar presentes no meio.
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Para o tempo de residéncia de 80 s, trés monossegmentos residem
simuitaneamente no analisador. A frequéncia de amostragem obtida para esta
configuragdo foi de 120 injegdes por hora (12 a 15 amostras h', quando s&o
empregados 10 e 8 pontos para se realizar a titulagdo, respectivamente) com um
consumo de 1,0 mL de amostra por determinagéo.

Para a avaliagdo do sistema proposto, amostras sintéticas foram
determinadas e seus resultados comparados ac da titulag@o visual. A Tabela 1
mostra os resultados obtidos pelo sistema MSFA comparados com a titulagéo visual,
gsendo que estes valores n3o apresentam um diferenga significativa a um nivel de

confianga de 95%.

Tabela 1 - Comparacéo entre os valores obtidos pelo sistema MSFA e peila titulagio visual,

medidos em ftriplicata.

(1,03 +0,02) x10° | (1,00+0,02) x 10

(5,18 +0,09) x 10° | (5,15+0,03) x 10°

(1,08 £0,04) x 10% | (1,02 +£0,00) x10?

Para a determinagdo de Fe”* em amostras de medicamentos, foi utilizada
a titulagSo visual empregando Ce*' como titulante, como recomenda o método oficial
descrito pela Farmacopéia Americana [32]. Neste caso, a ferrcina € usada como
indicador, sendo que esta reagdo nio pode ser empregada no analisador pois o
ponto final ndo pode ser definido por uma curva analitica espectrofotométrica. A

Tabela 2 lista 0s resultados obtidos na determinagdo de Fe®* em medicamentos,
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comparados com o procedimento oficial e a Figura 8 ilustra uma curva de titulagéo

empregando o sistema MSFA para uma das amostras.

0,20+ /

0,154 /

210

absorbdncia
™

0,05+

Figura 8 - Curva de titulagéio obtida para uma amostra de Iberin com KMnO, 7,73 x 10™

mol.L"

Tabela 2 - Comparagéo entre os valores obtidos pelo sistema MSFA e pelo método oficial
para as amostras de medicamentos, medidos em triplicata.

Y (MSFA) {método oficial) § - % . T A
Iberin 21,67 £0,32 19,63 £ 0,26 +10,4 2,03
Sulfato Ferroso 12,62 £ 0,97 12,28 £ 0,71 +27 0,34
{Bunker)
Sulfato Ferroso 8,05 + 0,05 7,82 +0,03 +2,9 0,23
{Fontovit)
Fer-in-Sol 2,28 +0,09 2,02 +£0,01 +3,0 0,263
Sulfato Ferroso 1.06+ 0,03 0,932 + 0,02 +13,9 0,13

Xarope

Como pode ser observado, os resultados obtidos foram bastante

satisfatérios, ndo apresentando uma diferenga significativa quandoc aplicado o teste-
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t pareado com nivel de 95% de confianga. Este sistema apresenta a vantagem de se
utilizar apenas um padrdo, simulando uma titulagdo espectrofotométrica
convencional, sem a necessidade de corregdo da absorbancia, j4 que ©
monossegmento possui um volume constante em todas as injegbes. Embora a
frequéncia analitica obtida seja inferior aos valores descritos na literatura [30], o
sistema proposto necessita a preparagéo de apenas uma solugdo de referéncia e
emprega somente uma bomba peristaltica, ao contrario de varios outros sistemas,
que utilizam gradientes de concentragdo, onde s&o necessarias pelo menos duas

bombas [17,21,23,24].
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Capitulo 2

ADIGAO DE PADRAO EM FLUXO

I1.1. INTRODUGAO

Geralmente, a determinagdo da concentra¢do de uma espécie é feita de
forma indireta, a partir da estimativa de uma curva analitica, sendo esta construida a
partir de solugdes de referéncia que nem sempre refletem o meio da amostra. isto
significa que estas amostras podem conter substancias que geram um sinal
analitico sistematico, de forma que a curva analitica obtida com as solugbes de
referéncia possui uma sensibilidade diferente da correspondente na amostra,
causando resultados errdbneos. Uma das maneiras de se minimizar, ou até mesmo
eliminar, estes efeitos indiretos, chamados efeitos de matriz, é realizar a diluicdo da
amostra. Entretanto, quando a concentragéo do analito é baixa, este procedimento
pode ser inviavel e, neste caso, a técnica de adicdo de padrdo torna-se uma
alternativa para se contornar este problema. O procedimento manual de adicéo de
padrdo consiste em construir uma curva analitica, na qual quantidades conhecidas
da solugdo de referéncia s&o adicionadas & amostra, sem porém causar uma
diluigdo significativa compensando, assim, esses efeitos. A concentragdo da
amostra, entdo, & determinada pela extrapolagio da abscissa da curva sinal
analitico x quantidade adicionada, onde obtém-se o valor da concentragdo da

espécie de interesse sem a adigdo da solugdo de referéncia. Este procedimento
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requer a preparacao de varios padrbes que devem ser adicionados a amostra,
tornando-o limitado em aplicagdes onde tem-se uma grande demanda de analises.

Os sistemas de fluxo tém sido implementados de forma a agilizar o
processo de adicdo da solucdo de referéncia na amostra, sendo que um dos
primeiros trabalhos propostos com este objetivo foi publicado por Tyson [33]. Este
sistema foi desenvolvido para medidas de absorcdo atdmica, onde a amostra €
utilizada como fluido transportador, sendo bombeada até o nebulizador e
quantidades constantes de solugbes de referéncia sdo injetadas na amostra.

Assim como na titulagdo, o gradiente de concentracdo € bastante
empregado, & que o perfil ;ie dispersdo nestes sistemas de fluxo sdo bastante
reprodutiveis [34-36]. Em um destes sistemas, proposto por Giné e colaboradores
[36], foi empregado a reamostragem da zona dispersa, no qual apenas uma por¢ao
da solugac de referéncia que € injetada no fluido transportador € adicionada a
amostra. Neste procedimento, a porgdo da solugdo de referéncia reamostrada,
definida pelo tempo apdés a injecdo no fluido transportador, contém, ent&o,
diferentes quantidades desta solug&o. Assim, através de uma etapa de calibragéo, €
conhecida a concentragéo da solugdo de referéncia em fungdo do tempo, que é
adicionada a amostra em fluxo. A vantagem neste sistema ¢ ¢ emprego de uma
unica sclugdo de referéncia, que permite a construcdo da curva analitica.

Harrow e Janata [37] construiram um sistema de fluxo, aplicado a adigao
de padrao, empregando 5 valvulas que sdo usadas para o fluido transportador,
amostra e solugéo de referéncia,. Similarmente ao irabalho de Giné e colaboradores
[38], porém utilizando um sistemas com valvulas, apenas uma parte da regido

dispersa & empregada e ¢ tempo em que uma valvuia fica aberta para a adigdo da
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solucdo de referéncia determina a concentragéo desta na amostra. Para se garantir
que a coalescéncia da amostra com a solugdo de referéncia seja completa e
reprodutivel em todas as adigbes, foi entdo empregada uma solugéo de referéncia
concentrada e numa vaz&o baixa comparada & da amostra. Isto porque a adigdo da
solugdo de referéncia estava relacionada com o tempo do puiso necessério para
manter a valvula aberta, de modo que nestas condigdes, foram empregados ©0s
menores valores possiveis.

No sistema de linha unica proposto por Beuchemin [38], empregando-se
ICP-MS, é feita a injegéo da amostra em dois diferentes fluidos transportadores: em
solucéo de HNOs 1% v/v (branco) e em uma soiugao de referéncia que deve ter uma
concentrag&o maior do que a da espécie de interesse na amostra. Além disto, e feita
uma terceira medida, obtida com a injegéo desta solugdo de referéncia no branco.
Os sinais transientes obtidos s&o, entdo, empregados em um série de equagdes,
que permitem estimar a concentragéc da espécie de interesse na amostra. E
considerado, neste caso, que o efeito causado pela matriz seja invariavel em fungao
da concentragéo da solugdo de referéncia.

Agudo e colaboradores ([39] utilizaram um sistema de fluxo nao
segmentado que minimiza o efeito de dispersao durante o processo de mistura apés
adigdo da solugdo de referéncia na amostra. Para isto, foi empregado um loop,
formado por duas valvulas solendides, onde foram adicionados a amostra e
diferentes quantidades da solugdo de referéncia, que era utilizado para a
homogeneizagdo da mistura. Uma das valvulas foi utilizada para que fossem
adicionadas quantidades conhecidas da solug&o de referéncia e da amostra, e outra

para que fosse mantido um volume constante até que a solucdo resuitante fosse
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homogeneizada. Ocorre portanto, apenas uma pequena disperséo durante o trajeto
da mistura resultante do “loop” para o sistema de detecgio. Este sistema foi
aplicado em reagdes enzimaticas para a determinagdo de glicose e frutose, com
uma frequéncia de amostragem de 2 a 15 h™' dependendo do numero de adigdes
gue eram feitas (1 a 5).

Outros trabalhos empregam o método de adicdoc padriao generalizada
(GSAM), due normatmente & aplicado em amostras onde, além dos efeitos de
matriz, ocorre também interferéncias diretas devido a presenga de outras espécies.
Este método tem como limitag&o a necessidade de um ndmero de detectores igual
ou maior que a quantidade de analitos que se deseja determinar [34, 40-43). Porém,
permite que mais de uma espécie seja determinada simultaneamente. O GSAM
utiliza todas a medidas feitas para cada adic@io para a previsdo da concentragao
das espécies de interesse, permitindo também a deteccio de sinais ‘outliers’. A
solucdo destes sistemas & baseada na solugdo dos minimos quadrados, sendo
geraimente empregado o PLS (Partial Least-Squares). A desvantagem deste
método é que s&o necessarios também um grande numero de medidas para se
obter os diferentes niveis de adi¢do e abranger toda a faixa de concentragdo de
interesse. Neste aspecto, novamente os sistemas FIA, combinados com © sistema
de zonas coalescentes, mostram sua versatilidade, j& que em uma Gnica injecédo é
possivel se obter varios niveis de adigao [34, 41, 43].

Bechmann e colaboradores [40] construiram um sistema de fluxo com
zonas confluentes para obter o gradiente de concentragdo, empregando um arranjo
de fotodiodos como detector, utilizando o método GSAM. Para garantir que a

amostra ndo sofra diferentes diiuicdes durante o processo de adi¢&o de padréo, o
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coeficiente de dispers@o é mantido constante. A amostra bombeada continuamente
confiui com o fluido transportador, ao quai é injetado a solugdo de referéncia, de
forma que o gradiente formado, produz uma série de medidas contendo diferentes
concentragies da solucéo de referéncia. Este sistema foi aplicado em amostras de
indicadores (alaranjado de metila, azu! de bromotimol, e vermelho de metila),
contendo uma ou duas espécies e amostras com interferentes diretos.

Neste trabalho, a analise em fluxo monossegmentado, empregando-se a
injeg&o multipla simultanea, similar ao sistema empregado na titulag&o, permite que,
através de uma valvula solendide, guantidades conhecidas da solugéo de referéncia
sejam adicionadas em um volume constante de amostra, sendo a disperséo da
amostra minimizada e mantida constante, simulando um processo manual. Este
sisteama sera avaliado através da determinagdo de Cr(Vl) em aguas naturais
empregando-se a reagdo com a difenilcarbazida, Para minimizar a diluicdo da
amostra e, portanto, manter as propriedades da matriz, ao contrario da titulagao, as
aicas L3 e L, mostradas na Figura 1, sdo utilizadas para a amostra e a alga L,, sera
utilizada para a adigio da solugio de referéncia, onde através de uma vaivula

solendide de trds vias, quantidades crescentes da solugdo s&o adicionados a

amostra.
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11.2. EXPERIMENTAL

11.2.1. PREPARAGAO DAS SOLUGOES

. Solucdo estoque de Cr(VI) 1000 mg L™ Preparou-se a partir do padréo
primério KCr,O; dissolvido em agua deionizada, de acordo com ©

procedimento do “Standard Methods” [44].

. Solugdes de referéncia de Cr(V|): Preparadas a partir da diluigdo da
solugdo estoque de Cr(V1) 1000 mg L™

N Solugéo de H,S0, 2,0 mol L.

. Solugdo de difenilcarbazida 0,25 % (m/v) em acido acético 25 % (viv).

I1.2.2. ADIGAO DE PADRAO NO ANALISADOR

Para a implementac&o do sistema de adigdo de padrdo, algumas
modificacbes foram feitas no analisador aplicado a titulagdo. Como pode ser visto
na Figura 9, duas véaivulas solenoides foram adicionadas ao sistema para a adig&o
dos reagentes. A valvula v, € entdo utilizada para adi¢do da solugéo de referéncia e
é calibrada de forma semelhante & da titulagcBo. Neste caso, as algas L; e Ls
{250 ul) sdo preenchidas com amostra e Ls (80 ul) é preenchida com agua. A
valvula v, &, entdo, ligada por um tempo previamente estabelecido pelo usuario e
uma quantidade conhecida da soluglio de referéncia (neste caso, 10,0 mg L' de
Cr(VI)) é adicionada & amostra, de modo que o volume total e a diluigdo da amostra
sdo mantidos constantes. A amostra é entéo injetada e, quando o sensor optico 0S4
detecta a primeira bolha de ar do monossegmento, o injetor retorna para a posigéo

de amostragem e as valvulas v, e v, sdo ligadas até que a segunda boiha de ar
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atinja o sensor Optico 083, o que permite a adicdo de reagentes (R,
difenilcarbazida 0,25% e R,, H,SO; 2,0 mol L") apenas na amostra do
monossegmento. Para a determinagdo de Cr(Vl) com difenilcarbazida, utilizou-se o

comprimento de onda de méxima absor¢éo do complexo formado, ou seja, 540 nm.

Microcomputador/
interface

B

. Fonte de
& Soluglo de N ron
gua reforbncia radiacao

Figura 9 - Esquema do sistema utilizado para a adi¢do de padréo em analise em fluxo

monossegmentado.

Primeiramente é feita uma etapa de calibragéo, utitizando-se uma solugio
de KMnO, 7,0 x 10* mol " no canal empregado para a sciugéo de referéncia e
4gua deionizada em R, @ R,. A primeira leitura (A.) é feita preenchendo-se as algas
Ls, Ls € Ls com a solugdo de KMnO, As medidas subsequentes (A) sdo feitas
preenchendo-se as algas L, e L, com &gua desionizada e, quantidades crescentes
de KMnO, sdo adicionadas em fungdo do tempo de abertura da valvula v,. Neste
caso, o comprimento de onda utilizado & de 545 nm. Assim, para cada tempo de

abertura da vélvula v1, obtém-se a razdo das absorbancias medidas pela
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absorbancia (A.) medida quando todas as aigas sédo preenchidas com KMnO, e que
530 relacionadas com o tempo de abertura da valvuta para a construgcdo da curva
analitica.

A adicdo de padriao é realizada nas mesmas condigdes, sendo
substituida a solug@io de KMnO4 pela solugo de referéncia de Cr(Vl) 10 mg L™, e
nas iinhas Ry e R, s&o colocados os reagentes (difenilcarbazida 0,25% e acido
acético 25%). O valor de absorbancia medido é utilizado com o comprimento de
onda de 540 nm. A concentragdo de Cr(VI) no monossegmento é determinada pelos

valores das razdes de absorbancias obtidas na curva analitica.

I1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para se determinar a quantidade da solugéo de referéncia adicionada ao
monossegmento, foi feita uma curva analitica de forma simifar a titulagao, isto e,
relacionando-se o tempo de abertura da valvula v, com a razdo da absorbancia (A},
medida quando todo o monossegmento € preenchido com uma solugdo de KMnO,,
pela absorbancia (A) obtida com as quantidades crescentes desta solugao
adicionada na alga Ls, em fungéo do tempo. Para a obtencdo desta curva é
adicionada agua deionizada através das valvulas v, e va no lugar dos reagentes,
mantendo-se, assim, as mesmas condigdes experimentais usadas em uma
determinagéo. Deve-se notar também que, ao contrario da titulagdo, a aiga utilizada
para a adigio da solugéo de referéncia na amostra é menor, para minimizar o efeito
de diluigdo que pode modificar significativamente a matriz, embora a diluigao fosse

constante em todas as injegdes. A Figura 10 mostra uma curva de calibragao obtida
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nestas condigbes. Assim a concentragdo da solugéo de referéncia em fungéo do
tempo, pode ser representada pela seguinte equacgéo:
[Cr(VD)] (t) = AdAc x [Cr(VI)].. (3)

onde, [Cr(VI)]s: é a concentragédo da solugdo de referéncia utilizada na adigdo pela

valvula v1.
1.6
1.4
- [ ]
1.2~ n
‘é 1.0+ .
= 0.8 »
a J
O, 0.6 -
0.4 .
1 =
0.2
T v T T T T T T 7 T T T T
4 5 6 7 8 9 10
tempo/s

Figura 10 -Curva analitica relacionando a concentrag&o de Cr(Vl) (mg L") em fungéo do
tempo de abertura da valvula v4.

Conhecendo-ge, entdo, a concentragdo da solugdo de referéncia no
monossegmento em fungdo do tempo de abertura da vélvula solendide v,, é

possivel obter a curva mostrada na Figura 11, tipica de uma adigdo de padrdo. A

solucdo de referéncia empregada nestes experimentos é de Cr(Vl) 10,0 mg L.
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Figura 11 -Curva analitica obtida para uma amostra sintética de 0,200 mg L™ de Cr(VI)

(y = (0,049 + 0,002) + (0,300 0,005) x; r = 0,9996), média de 3 replicatas.

Como a amostra ao ser injetada sofre uma diluigio constante devido ao
voiume da alga Ls, que contém a solugio de referéncia, é necessario medir e
caicular a constante k para a corre¢do do valor da concentragdo de Cr(VI) obtida a
partir da curva analitica. A adi¢do dos reagentes ndo causa uma diluigso
significativa, pois o volume adicionado é desprezivel em relagio ac volume total do
monossegmento, sendo ainda, constante em todas as medidas. O valor da
constante k é obtida da mesma forma que na titulagio e & dada pela raz3o entre a
absorbancia quando as algas da amostra s&o preenchidas com uma solugdo de
KMnO, e a alga Ls & preenchida com agua pela absorbancia obtida quando todas as
algas s&o preenchidas com a solugdo de KMnO,. Assim, a concentragio de Cr(Vi)
pode ser calculada pela equagéo abaixo, onde [Cr(Vl)].«, € o valor obtido pela razdo

dos coeficientes linear e angular da curva analitica.

[Cr{VD)]rea = [Cr(V1)]ox. * k (4)
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Deve-se salientar que a vazédo da solugdo de referéncia € menor que da
titulag&o, sendo que s&o necessarios aproximadamente 4 s para que a solugdo de
referéncia atinja a alga Ls, para o menor volume “morto” possivel. O volume desta
alga também foi determinado de modo que fosse simuitaneamente o menor possivel
e que permitisse pelo menos 5 adigSes para a construgdo da curva analitica. Para
isto, foi empregado uma vaz&o menor que a da titulag&o, de modo que estes
requisitos fossem alcangados, necessitando, portanto, de um tempo maior para que
a soluclo de referéncia atingisse a alga Ls. Esta estratégia foi adotada porque o
programa computacional permitia que a abertura da valvula fosse realizada apenas
em intervalos de tempo inteiros. A Tabela 3 mostra os resultados obtidos com as

amostras sintéticas.

Tabela 3 - Resultados obtidos pelo sistema MSFA para as amostras sintéticas de Cr(VI),
medidos em triplicata.

- [crwm ‘ mg L“') Wn(ﬂ‘lﬂl"] o rolativo )
e o ek MSFAC e
0,400 0,404 + 0,92
0,800 0,823 +29
1,000 0,999 -0,1%

As amostras de aguas naturais estudadas mostraram um efeito de matriz,
onde se observa a variago do coeficiente angular das curvas analiticas, indicadas
na Figura 12. Os resultados dos testes de recuperacdo para as amostras avaliadas
(com a adigéo de 0,4 mg L~ de Cr(VI)), foram comparados aos obtidos com curvas

analiticas convencionais utilizando MSFA. Com isto verificou-se que, com o método
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de adicdo de padréo, ¢ possivel contornar ¢ problema do efeito de matriz, levando a

resultados mais satisfatorios para a recuperag¢éo, conforme indicado na Tabela 4

03

® Rio Pretinho
e Mar
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0,25 _ 4 FEsgoto

0,20 1
0,15 A
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0,104

absorbancia

0,05

0,00
-0.05-//’
[ S S B R S B S B S B S B Ee e

04 £H2 00 02 04 06 08 10 12 1.4

[Cr(V)} mg L’

Figura 12 -Curvas analiticas obtidas para as amostras de aguas de varias procedéncias.

Tabela 4 - Resultados obtidos pelo sistema MSFA comparados ao método convencional

para as amostras de aguas naturais, medidos em triplicata.

o Quanﬁdade Ramnperada (%) _
Mar 81,2+05 934110
Esgoto 859+0,8 807+44
Rio Pretinho 1082 +1.8 789+0,7

* [Cr{VI)] abaixo do limite de detecgdc

A precisao dos resultados esta diretamente relacionada com a adi¢éo da

solugio de referéncia, que € fungéo do tempo de abertura da véalvula. Neste caso,
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como afirmado anteriormente, o sistema construido apenas permite valores de
tempo inteiros, sendo portanto, uma limitagdo do sistema. Além disto, o sistema
proposto pode ser avaliade com outras técnicas como AAS ou ICP, nos quais os
efeitos de matriz também podem ser pronunciados. Para as configuragbes
empregadas, este sistema permitiu uma frequéncia de amostragem de 72 h” com
uma precisao de 3% a um nivel de 95% de confianga. O consumo de amostra para
cada determinag&o é de 1,5 mL, o que é relativamente baixo comparado com 0s
sistemas FIA que, geraimente, bombeiam a amostra continuamente {36, 45-46]. O
consumo da solucdo de referéncia também é relativamente baixo (cerca de 0,50 mL
por determinagéo) sendo um valor interessante para medidas de metais pesados ou
substancias toxicas, por exemplo. A configuragdo proposta € uma alternativa para
amostras onde a concentragéo do analito é baixa, podendo, porém, ser modificada
de forma similar a titulagio, onde as algas L; e L, seriam empregadas para a adigéo
da solugdo de referéncia. Esta outra configuracdo pode ser utilizada quando a

matriz puder sofrer uma maior diluigao.

T IO ARG, ADICAO DE PADIAG E DIFUSAG GASOSA EMPREGANDO SISTEWAS MSFA

!_._‘.-_,.- T P I e—r—
- b



DISSERTAGAD DE MESTRADO CapiTULD 3 PAG.: 36

Capitulo 3

DIFUSAO GASOSA EM FLUXO

III.1. INTRODUGAO

A difusdo gasosa & uma técnica seletiva, empregada em medidas de
fluxo, para a separagdo e determinagdo de espécies volateis como por exemplo
CO, [47-50], H.S [50, 51], cianetos [52] e NH; [53-55], e para medidas indiretas na
determinagéo de nitrito e nitrato [56). Na andlise por injecdo em fluxo, a amostra €
geralmente confluida com uma solugéo adequada de modo que a espécie formada
difunde pela membrana, passando entdo para um fluido receptor. O emprego de
membranas tem, portanto, a vantagem de tornar o método seletivo mas, devido a
transferéncia da espécie volatil para o fluido receptor ndo ser completa, ha um
comprometimento da sensibilidade e do limite de detecgdo, que pode ser
compensado com uma etapa de pré-concentrag&o, por exemplo.

A determinagao de aménia tem uma atengdo especial, principaimente em
medidas de amostras naturais, por estar intimamente relacionada em varias
questdes ambientais e por exercer um papel importante no ciclo do nitrogénio em
varios processos bioldgicos e industriais [55]. A concentragédo de amdnia em aguas
naturais esta tipicamente entre 50 e 200 ug L' N - NH,, e suas principais origens
sdo devido a desaminacdo de compostos organicos nitrogenados e hidrolise da

uréia {44]. Concentragbes mais altas de amdnia sdo, portanto, indicativos de
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poluicdo, como por exemplo, deficiente tratamento de esgotos e decaimento
anaerébico da materia organica.

Para a determinagdo de aménia em fiuxo, os métodos mais utilizados
sdo os condutométricos [52, 56,57) e 0s que empregam a reagéo de Berthelot [58-
61}. O método espectrofotométrico, baseado na utilizagdo de indicadores de pH,
para ¢ monitoramento da variag&o do pH no fluido receptor € um dos métodos mais
sensiveis para determinagéo de fons amdnio, sendo empregado em uma ampla
variedade de amostras [62]. A reacdo de Berthelot, porém, é a mais empregada,
devido & aita sensibilidade e relativa especificidade ao ion amdnio. Como esta
reacgdo & relativamente lenta, varias modificagbes foram propostas para viabilizar
sua utilizagdo em sistemas de fluxo.

Krug e colaboradores [59] propuseram um sistema de aprisionamento de
amostra, em que uma por¢do da zona da amostra & removida do fluido
transportador por um tempo previamente determinado e posteriormente
reintroduzida neste fluido. Este sistema foi avaliado na determinagéo de amdnia em
aguas naturais, empregando a reagio de Berthelot modificada. A porgao da
amostra aprisionada é mantida em um banho termostatizado a 38° C, de modo que
80% da reacdo & completada, sem um comprometimento da freqiéncia de
amostragem, permitindo um aumento no tempo de residéncia e com efeito de
disperséo minimizados. Os banhos termostatizados também foram aplicados nos
trabalhos desenvolvidos por Oms [63] e Schulze e colaboradores [61], com o
objetivo de se obter um aumento na velocidade da reacéo.

Tryzell e Karlberg [54] estudaram a eficiéncia de diversas membranas

em sistemas de fluxo para a determinagado de aménia. A vazéo do fluido receptor €
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um dos fatores que esta diretamente relacionado com a quantidade de ambnia que
pode ser recolhida, de modo que ha uma relagao entre a freq:éncia de amostragem
e eficiéncia na transferéncia de aménia, sendo que um aumento na vazéo do fluido
receptor causa um decréscimo no sinal analitico. Foi feita uma otimizacéo deste
sistema, em trés niveis, avaliando-se alguns parametros como volume de amostra
injetado, tamanho da célula, concentragio da solugdo de NaOH, tipo de membrana,
geometria da bobina de reagéo, vazéo do fluido receptor, do reagente e do fluido
transportador. Destes fatores, os que influenciam significativamente na
sensibilidade foram o volume de amostra, tamanho da cela de difuséo,
concentragéo de hidréxido de sodio e qualidade da membrana.

A andlise por injecdo sequencial (SIA) oferece uma flexibilidade nos
sistemas de fluxo, de forma mais simples, permitindo diferentes configuragbes de
fluxo, sem a necessidade de modificag&o do sistema. Assim, com este sistema, o
método de parada de fluxo [64], por exemplo, pode ser implementado de forma
simples, e longos tempos de residéncia podem ser alcangados obtendo-se um
aumento da sensibilidade em reagtes cineticamente lentas. van Staden e Taljaard
[64] utilizaram este sistema para a determinag&o de amdnia, empregando a reagéo
de Berthelot. Uma bobina de reagdo armazenava porgdes definidas de amostra e
reagentes e a mistura resultante era mantida nesta bobina por um tempo
determinado, suficiente para a formagdo do produto, sofrendo, portanto, a
disperséo apenas durante o trajeto da amostra até o detector. O uso do fluxo
reverso, acoplado ac uso de membranas em sistemas SIA, também tem sido

propostos como forma de pré-concentragéo.[63,65].
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Neste trabalho, a andlise em fluxo monossegmentado (MSFA)
combinada com a analise por injegéo em fluxo (FIA) seré avaliada na determinag&o
de aménia, através de uma cela de difusdo gasosa, empregando a reagdo de
Berthelot. No sistema F1A, a amostra é confluida com uma solugéo de hidroxido de
sédio e a mistura resultante passa por uma cela de difusdo. A ambnia formada é
coletada por um fluido receptor, que finalmente & inserido no fluido transportador
entre duas bolhas de ar. Empregando-se um analisador automatico, pode-se
adicionar os reagentes apenas no monossegmento, de modo que este conjunto
permite explorar a propriedade que este sistema oferece, onde longos tempos de

residéncia sdo alcangados, aumentando a sensibilidade.

I11.2. EXPERIMENTAL

II1.2.1. PREPARACAO DE SOLUGOES

. Solucdo estoque de N- NH; 1000 mg L": preparada a partir de NH,C! em

agua deionizada.

. Solucdo de fenol 6% (miv) e nitroprussiato de sddio 1% (miv), em agua
deionizada.

. Solugo de hipoclorito de sodio 1,5% (v/v) em hidréxido de sbdio 2,0
mol L™.

. Solugao de NaOH 0,01 mol L' (fluido transportador).

. Solugao de H,S0, 0,005 mol L™ (fluido receptor).
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I11.2.2. DiIFUSAO GASOSA ATRAVES DE MEMBRANA NO ANALISADOR

1
mL min Vi

NaOH 200 | /7 7\
o / Bobina

reacdo
NaGH 0.08 >
ar - )/_4 o .\l,k - |Ixo
/
0.86 lix0 g 5 ! [

HZO - ‘:I.v.'.v

lixo - S—— | 20 cm

560 ul amostra

NaQH 0.86

Figura 13 -Esquema da valvula de amostragem utilizada no sistema de difusdo gasosa
através de membrana em MSFA (L; = 100uL, Ly = 20ul).

A Figura 13 mostra o esquema da valvula de amostragem utilizada, que
permite a separagao e difuséo da ambnia para o monossegmento e sua introdugdo
no fluido transportador. Apds a injegdo da amostra, a valvula v, é ligada de modo
que o fluido transportador (2,00 mL min') & desviado e apenas uma vazdo
relativamente baixa (0,06 mL min™") passa pela vélvula de amostragem, impelindo o
monossegmento em dire¢io a bobina de reag&o, passando pela cela de difus&o.
Neste intervalo, a amostra confiui com a solugdo de NaOH e a ambnia formada
difunde-se pela cela, sendo recolhida pelo fluido receptor. Quando a vélvula é
desligada, o monossegmento é entdo propelido a uma vazéo de 2,06 mL min. A
adi¢cdo dos reagentes & feita de forma similar & descrita na adigdo de padrao
(Figura 9). No canal R, o reagente empregado € uma mistura de NaOH 2,0 mol L™

e hipoclorito de sédio 1% (0,16 mL min”) & em R; uma solugo de fenol 6% e
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nitroprussiate de sédio 1% (0,16 mL min). As dimensdes da cela de difuséo s&o:
50 mm de comprimento, 0,4 mm de profundidade e 50 mm de largura e a
membrana utilizada é de PTFE comercial. O comprimento de onda utilizado neste

caso foi de 630 nm.

ITI.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este sistema foi avaliado empregando-se a reagédo de Berthelot para a
determinacdo de ambnia. A reagdo de Berthelot &€ baseada na formagao do corante
indofenol , devido a reagao da aménia, hipoclorito e fenol. Apesar dos mecanismos
desta reacéo ndo serem bem esciarecidos, sabe-se que esta reagdo € bastante
seletiva e mais sensivel que o método de Nessler. Um dos mecanismos desta

reacéo é proposto por Bolleter e colaboradores [66], descrito abaixo:

NH;+OCIT ———» NH.CI

OH 0
+ NH,CI —_— ¢
NCI ( 5)

OH o

OH o
H‘
+ —_— N _— N
@ ﬂp oH"
NCI
o) Q
Amarelo Azul
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A ambnia reage com o hipoclorito, formando a cloroamina. Este produto
reage com o fenol, formando um intermediario, que novamente combina-se com o
fenol, formando ¢ corante indofenol.

Inicialmente, foi empregado para a avaliagdo da difusdo gasosa em
MSFA a permeacédo de NHa em um fluido receptor estacionario. Neste caso, 0
sistema n&o utilizava o fiuido transportador (NaOH, 0,06 mL min") mostrada na
Figura 13. Devido a diferenga de pressdo nos dois lados da membrana, os
resultados ndo se mostraram satisfatérios, pois a amostra ndo passava de forma
reprodutivel pela membrana, comprometendo significativamente a reprodutibilidade,
como pode ser observado na Figura 14. Desta forma, foi adicionado um fluido
transportador de vaz&o de 0,06 mL min”' para que durante o processo de difuséo, a
vazdo do fluido receptor diminuisse de forma que, apenas uma pequena vazao
passasse pela membrana durante o periodo em que a amodnia era coletada. Assim,
este sistema permitiuv que houvesse a renovagdo da superficie receptora
lentamente, durante o periodo de amostragem, obtendo-se maior reprodutibilidade
e sensibilidade (Figura 15).

O volume da alga de amostragem L; esta limitado ao tempo em que a
valvula v, fica ligada, pois, empregando-se um volume inferior ac necessario,
ocorre a passagem da bolha de ar da alga L,, ndo havendo portanto, recolhimento
da amostra no monossegmento. A alga L, empregada foi a de menor volume
possivel, para diminuir o efeito de diluigdo no monossegmento, pois o fluido
receptor que preenche esta alga, ndo passa pela cela de difuséo, causando apenas

a diluigdo da amdnia recolhida.
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Figura 14 -Curva analitica obtida para o sistema de fluxo, empregando-se um fluido
receptor estacionario (H:SO, 1,(1‘)(10‘2 mol L"), medida em friplicata.
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Figura 15 -Curva analitica obtida empregando-se um fluido receptor ndc estacionario,
medida em triplicata (tempo de difusfo de 60s, cela de 5cm, e H,SO, 5,0x10°
mol L™).

Por estar relacionado com a formacgdo da espécie de interesse, o

comprimento da bobina empregada para a mistura da amostra com a solugéo de
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NaOH foi avaliado e verificou-se que, acima de 20 cm, n&o h& uma variagdo
significativa na sensibilidade, como ilustrado na Figura 16. A partir deste
comprimento, consegue-se o maximo de rendimento de formag&o de amdnia. Deve-
se salientar que, neste caso, a disperséo sofrida pela amostra neste reator é

desprezivel desde que toda a amostra passe pela cela de difusio.

g3
7 B 10cm N
05 ® 20cm o
& 30cm
Ve ly . [ ]
)
Q15 ® .
2 010+ ¢ "
] ™
acs s
1 ]
4 ¢
oo ]
S (¢ T v T T T T T T T ¥ T
0 1 2 3 4 5

N-NHJ}(mg L)
Figura 16 -Curvas analiticas obtidas para o sistema MSFA, empregando-se diferentes
comprimentos de bobina, com um tempo de difusdo de 60s e fluide receptor,

H2S04 5,0x10™ mol L.

O emprego de solugdes acidas diluidas como fluido receptor também foi
um dos parametros estudados sendo que, a utilizagdo de Aacido sulfurico como
fluido receptor, mostrou um aumento significativo na sensibilidade (cerca de 3
vezes), ja que este favorece a difusdo da amonia devido ao deslocamento do
equilibrio, methorando também a linearidade. Este efeito esté ilustrado na Figura
17. Solugdes mais concentradas de H,SO4 n&o proporcionaram um aumento no

sinal analitico.
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Figura 17 -Curvas analiticas obtidas variando-se o fluido receptor, com tempo de difuséo

de 60s e cela de 5 cm.

O tempo empregado para a difusdo de NH; esta relacionado com a
passagem da zona de amostra pela cela de difusdo e foi um dos fatores
investigados. Como mostrado na Figura 18, observa-se que ele esta diretamente
relacionado com a sensibilidade do método pois, enquanto a valvula v, fica ligada,
a superficie receptora da.membrana € renovada, diminuindo a concentragdo de
amdnia na superficie da membrana e, consequentemente, favorecendo a difus&o da
amostra para o monossegmento. Este tempo também esta limitado ao volume da
alca L; e deve ser suficiente para que toda a amostra passe pela cela. Neste caso,
acima de 60s de difus@o ndo foram observadas variagdes significativas na

sensibilidade, quando empregado uma cela de difus&o de 5 cm.
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Figura 18 -Estudo do efeito do tempo de difusdo sobre a sensibilidade da curva analitica.

Apesar do aumento do tamanho da cela aumentar a sensibilidade em
sistemas FIA, a cela difusdo de 10 cm ndo mostrou resultados satisfatérios no
sistema MSFA, devido a instabilidade da bolha que passa pela cela, que
geralmente era quebrada antes de sair da cela, descaracterizando o
monossegmento. Além disto, deve-se salientar que, como a amostra é recolhida no
monossegmento, em um volume independente do tamanho da cela e que para o
tempo de difus&o empregado, toda a zona de amostra passou pela cela de difuséo,
este fator n&o € limitante na sensibilidade.

O uso de apenas uma camada da membrana também causou
instabilidade da bolha que passa pela cela, naoc sendo viavel seu emprego neste
sistema, pois permitia que a bolha de ar da alga L, permeasse pela membrana. Os
resultados obtidos empregando-se uma dupla camada de membrana mostraram-se

mais satisfatorios, permitindo a estabilidade da passagem desta bolha de ar, sem o
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comprometimento da sensibilidade. Foi verificado também que, para estas
condigbes, empregando-se a membrana dupla, cerca de 38% da espécie de
interesse passa pela membrana quando se utiliza o H,SO, como fluido receptor.
Este fator foi calculade pela razio da sensibilidade da curva analitica obtida
empregando-se a cela da difusdo, pela obtida na injegdo direta da solugédo de

referéncia, sem passar pela cela (Figura 19).
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Figura 19 - Curvas analiticas obtidas com e sem a cela de difusdo no sistema MSFA.

Foi também avaliado a influéncia das concentragbes de hipoclorito de
sédio e hidréxido de sédio no sinal analitico. Para ¢ hipoclorito de sédio, foram
feitas medidas de concentra¢des variando-se de 0,5 a 3%, e foi observado que
acima de 1,5% néo ocorreram variagfes significativas na sensibilidade (Figura 20).
Para o uso da solugéo de 0,5%, ocorre um decréscimo de 30% na sensibilidade. No
caso da solugdo de hidroxido de sodio, as concentragbes utilizadas foram 0,5; 1.0 ;
20 e 40 mol L'. Acima de 2,0 mol L' também n3o foram obtidos melhores

resultados de sensibilidade.

?lTULAcAo, ADICAD DE PADREO E DHFUSAD GASOSA EMPREGANDD SISTEMAS MSFEA



DISSERTAGAD DE MESTRADO CapITLLO 3 PAG.: 48

x &»
Q05 a . : n
J v - n
Y | ]

om1 #
T T T T T T T T T T
[+] 1 2 3 4 s

IN-NHJ(mgL™

Figura 20 -Curvas analiticas obtidas para diferentes concentragbes de hipoclorito de
sodio.

Com estes resultados, optou-se por utilizar como reagentes a solugao de
hipoclorito de sédio 1,5% (v/v) e hidroxido de sodio 2 mol L, H,S04 5,0 x 10 mol
L™ e com tempo de abertura da vaivula v, de 60 s para cada inje¢dio. O tempo de
residéncia, neste sistema, necessario para que a reagio se complete foi de 5 min,,
de acordo com o trabalho de Pasquini e Oliveira [1], sende que a freqiéncia de
amostragem é de 45 h"' quando empregado um tempo de difuséo de 60 s.

Os resultados obtidos pelo sistema MSFA para as amostras estudadas,
mostraram ser bastante satisfatorios, quando comparados ao método manual [44]
como pode ser observado na Tabela 5. Para as amostras de agua de torneira, mar,
lago e Rio Pretinho, foram feitas adigbes de 1,00; 2,00; 3,00 e 4,00 mg L' de N-
NHs, respectivamente sendo que a concentragéo inicial de amdnia nessas amostras
foram despreziveis. A amostra de esgoto foi diluida 5 vezes, para que sua

concentragio estivesse dentro da faixa linear de ambos os métodos.
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Tabela 5 - Comparagéo entre os resultados obtidos para a determinagdo de aménia por
MSFA e pelo método manual, medidos em triplicata.

Amma %Lﬂ Stm[:::!vmu {“ } mﬁEr\’;z %
Tomeira 1,16+ 0,04 1,131£0,06 +1,7
Lago 2,80+0,20 2,62 £ 0,05 +6,9
Rio Pretinho 4,10+ 0,30 4,10 + 0,30 -
Esgoto 49,00 £ 0,70 46,3 £ 0,20 +57

Com este sistema, para as configurages utilizadas, obteve-se um limite
de detecg@io de 120 pg N-NH; L™, uma faixa linear até 10 mg N-NH, L™, com uma
precisédo de 3%, expresso como desvio padréo relativo obtido para dez replicatas
de uma solugdo 2,0 mg N-NH; L. Comparando-se essas caracteristicas analiticas
com as descritas pela literatura [63,64,67], a metodologia proposta neste trabalho
apresentou um limite de detecgdo similar aos sistemas FIA sem a etapa de difusdo
gasosa e pelo menos 5 vezes melhor quando esta etapa é empregada. O limite de
detecgéo ndo é comparavel com os obtidos nos sistemas baseados em indicadores
acido-base com detecgdo espectrofotométrica [55], porém esses sistemas tem
limitagSes devido a absorgédo de CO, no fluido receptor. O sistema SIA proposto por
van Staden e Taljaard [64] em que é utilizado 0 método de parada de fluxo, sem o
emprego da cela difusdo, a frequéncia de amostragem é de 16 amostras h™ com um
limite de detecgdo de 360 pg L. Em uma avaliagdo dos métodos empregados para
a determinagdo de amodnia feita por Cerda e colaboradores [67], os resultados

empregando-se a reacdo de Berthelot, com parada de fluxo, utilizando a difusdo
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gasosa, alcangam um limite de detecgao de 500 ug L”, muito acima do obtido neste
trabalho.

Dentro deste contexto, a implementag&o do sistema FIA/MSFA proposto para
a determinagao de amdnia, oferece uma boa alternativa, sendo que longos tempos

de residéncia podem ser alcangados, aumentando a sensibilidade.
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Conclusoes e Perspectivas

As novas metodologias propostas para a analise em fluxo
monossegmentado mostraram que sua versatilidade ndo esta limitada apenas a um
aumento na sensibilidade devido a baixa dispersao.

A titulagdo em MSFA apresenta a vantagem de se utilizar apenas um
padrdo, simulando um procedimento manual de uma titulagdo espectrofotométrica
convencional, sem a necessidade de corre¢do da absorbancia, pois o
monossegmento possui um volume constante em todas as injegdes. Além disto, com
um ajuste no programa responsavel pelo controle do analisador e pela aquisicio dos
dados, pode-se ainda implementar um sistema automatico de titulagdo, onde,
primeiramente, faz-se uma previs&o da concentragdo da amostra, através da adicdo
de um excesso de titulante, para posteriormente definir os intervalos de tempo
empregados na titutagéo.

A adigdo de padrac proposta, precisa ser melhor avaliada em outros
sistemas de detecgéo, onde os efeitos de matriz s&o mais pronunciados. Porém, o
consumo de amostra e de solugéo de referéncia para cada determinagéo é de 1,5
mL e 1,0 mL respectivamente, que é relativamente baixo comparado com o0s
geraimente empregados em sistemas FIA. A modificagcdo em relagdo aos volumes
de amostra e solugdo de referéncia, € uma alternativa para amostras onde a
concentragéo da espécie de interesse € baixa, podendo-se empregar a configuragio

similar a da titulagdo, quando a amostra precisar, ou puder, sofrer uma diluicdo

maior,
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A difusdo gasosa mostrou a possibilidade de combinagdo dos sistemas
FIA e MSFA, aplicados a medidas de espécies gasosas. Com este sistema, para as
configuragdes utilizadas, os resultados obtidos foram comparaveis acs dos sistemas
FIA, que ndo empregam a etapa de difusdo e maior quando a cela de difusdo é
empregada, devido & baixa dispersdo sofrida pela amostra. Estes resultados
mostram que os sistemas MSFA sdo uma ferramenta Utit para a determinagdo de
espécies cuja metodologia € baseada em reagdes cineticamente lentas, pois alia
altas sensibilidade e velocidade analitica. Além disto, fica indicada a possibilidade de
implementagdo de técnicas similares, como a dialise, que seria importante no
desenvolvimento de um analisador automatico dedicado as analises clinicas.

Finaimente, ¢ importante ressaltar que as trés técnicas implementadas
podem dispensar o uso do microcomputador para serem usadas em MSFA. A
titulag@o e a adicéio de padrdo podem ser realizadas manualmente desde que seja
empregado um conjunto de solugdes de titulante e de referéncia, respectivamente. A
permeagdo gasosa pode ser implementada realizando-se a adicdo dos reagentes

com 0 uso de algas adicionais empregando a inje¢do multipla simultanea.
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