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Apresentacao

Neste trabalho sdo propostos procedimentos analiticos controlados por
computadores para a determina¢do de L-alanina, em linha de sintese, e de
brometo em amostras deste aminodcido. Para isso, estdo descritas as etapas
desenvolvidas para as constru¢des dos detectores empregados e a importancia
dos componentes eletronicos necessarios para a implementacdo de sistemas
analiticos controlados por computador, em especial aqueles que empregam a
analise por injecdo em fluxo para o gerenciamento de solugoes.

A tese ¢ apresentada em capitulos, ordenados por assuntos e divididos em
secoes e sub-secdes. No capitulo introdutoério, ¢ apresentada a justificativa
seguida pelos objetivos principais deste trabalho. No capitulo 2, ¢ apresentada
uma breve discussdo sobre o controle de sistemas analiticos em fluxo
controlados por computador, bem como os circuitos eletronicos € componentes
necessarios para sua implementacao.

Nos capitulos 3 e 4, sdo propostos e caracterizados detectores de baixo
custo para utilizacdo em sistemas de analises em fluxo. No capitulo 3, ¢
proposto um dispositivo para detec¢do de quimiluminescéncia e, no capitulo 4, ¢
proposto um fotometro de LED acoplado a um tubo poroso o qual foi utilizado
para determinacao de NO, na atmosfera. Este Gltimo trabalho foi realizado sob a
supervisdao do Prof. Purnendu. K. Dasgupta do Departamento de Quimica e
Bioquimica da Texas Tech University, com bolsa do Programa de Doutorando
no Pais com Estagio no Exterior (PDEE) da Coordenadoria de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

No capitulo 5, € proposto um sistema para determinagdo de L-alanina em
linha de producao empregando reagdo enzimatica e detec¢do quimiluminescente.

No capitulo 6, é proposto um sistema para determinagdo de brometo em

amostras de alanina.



Para a finalizacdo, no capitulo 7, para o direcionamento de novas
pesquisas, sdo apresentadas a conclusdo geral e as perspectivas futuras na érea e,
no capitulo 8, sdo apresentadas as referéncias bibliograficas utilizadas para a
redacdo deste, e que estdo devidamente citadas no decorrer da composicao do

trabalho.
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Resumo

DESENVOLVIMENTO DE INSTRUMENTOS E PROCEDIMENTOS ANALITICOS
AUTOMATICOS COM DETECCAO QUIMILUMINESCENTE E
ESPECTROFOTOMETRICA

No presente trabalho sdo apresentados sistemas de andlises em fluxo
projetados para o controle do processo de sintese de L-alanina e para a
determinacdo de brometo presente como contaminante no aminoacido. Os
sistemas analiticos foram controlados por um computador, de forma que todas as
etapas do procedimento de andlise eram realizadas automaticamente sem a
interferéncia do operador. Como os procedimentos foram propostos utilizando
detec¢do quimiluminescente, inicialmente foi desenvolvido um luminémetro
utilizando dois fotodiodos e uma cela de fluxo construida em acrilico. Em
relagdo ao procedimento para determinagdo de L-alanina, foi utilizada a enzima
L-aminoacido oxidase. Neste sistema, a amostra era inserida em um fluxo
transportador e em seguida passava por uma coluna contendo a enzima. O
perdxido de hidrogénio, formado na reacdo de oxidacdo do aminoacido pela
enzima, foi determinado pela reacdo de quimiluminescéncia do luminol
catalisada pelo hexacianoferrato de potassio. As espécies interferentes na reagao
enzimatica foram eliminadas com o uso de uma resina anionica forte. Como
caracteristicas analiticas pode-se citar uma faixa de resposta linear entre 0,5 ¢
25,0 mmol L' e um limite de detec¢do de 0,08 mmol L' de L-alanina. Com
respeito ao sistema para determinag¢ao de brometo por quimiluminescéncia, foi
utilizado o reagente cloramina-T para oxidagdo deste ion a Br, e posterior reagao
com o luminol. Para minimizar a interferéncia causada pela alanina, foi utilizada
uma coluna preenchida com resina anidnica, que tinha a dupla fungao:
concentrar os ions brometo e eliminar a alanina. Como caracteristicas analiticas
obteve-se uma resposta linear na faixa de concentracao entre 0,010 e 1,000 mg
L' (r=0,999) ¢ um limite de detec¢dio estimado em 1 pgL™’. Ainda neste
trabalho, ¢ relatado o desenvolvimento de um micro-dispositivo de fluxo de
baixo custo para a determinacdo de NO, na atmosfera. Para a detec¢do do
analito foi explorada a reacdo colorimétrica de Griss-Saltzman. O NO, foi
coletado do ar atmosférico através de um microtubo de membrana porosa que
devido a capacidade de transmitir luz, foi também utilizado como cela de fluxo.
Para o monitoramento do produto colorido da reagdo, foi construido um
espectrofotdmetro utilizando LEDs (Light Emitting Diode) e um fotodiodo.
Com a instrumentagdo proposta, obteve-se um baixo limite de deteccdo para
NO, de 0,5 ppbv, um baixo consumo de reagente (100 uL por determinagao) e
um desvio padrdo relativo de 5 % para amostras tipicas de 5,0 ppbv. Outra
caracteristica analitica favoravel deste sistema foi a possibilidade de operacgdo
continua durante longos periodos de tempo (pelo menos 168 horas) sem a
necessidade de calibracgao.
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Abstract

DEVELOPMENT OF A DEVICE AND AUTOMATIC ANALYTICAL PROCEDURES
EXPLOITING CHEMILUMINESCENT AND SPECTROPHOTOMETRIC DETECTION

In the present work is described computer-controlled flow systems
designed for process control of L-alanine synthesis and for bromide
determination in this amino acid, presented as a contaminant species. Since the
analytical systems were computer controlled, all the procedures steps, such as,
stopped flow, dilution, pH adjustment, analyte concentration and sample clean
up, were performed without operator assistance. In order to carry out
chemiluminescent reaction, a simple and low cost device (ca. US$ 150) that
comprises two photodiodes fixed in lab-made Perspex flow cell was proposed.
Regarding L-alanina determination, it was exploited the L-amino acid oxidize
enzyme reaction. In this system, the sample was injected into a carrier stream,
passing through a column packed with this immobilized enzyme. The product of
the amino acid oxidation, hydrogen peroxide, was determined by the
chemiluminescent reaction with luminol. The interfering species of the
enzymatic reaction was suppressed by coupling in the flow system a column
packed with a strong anionic resin. A linear concentration range between 0.5 and
25 mmol L and a 0.08 mmol L'limit of detection were some of the analytical
characteristics of this system. Regarding the chemiluminescent bromide
determination, the procedure was based on bromide oxidation by chloramine-T
followed by the reaction of the formed bromine with Iuminol. In order to
minimize the interference of alanina in the chemiluminescent reaction, a column
packed with a strong anionic resin was used for analyte concentration and
sample clean up. The analytical features obtained were a linear range between
0.010 and 1.000 mg L™ (1=0.999) and a limit of detection of 1 pg L™ of Br.
Also in this work is reported the development and the characterization of a low-
cost device for NO, determination in atmosphere exploiting the Griess-Slatzman
reaction. The NO, was sampled from the atmosphere by a porous membrane
tube, which was also used as flow cell. To monitor the colored-forming reaction,
it was constructed a dual-wavelength LED-based spectrophotometer. With the
proposed device it was obtained a 0.5 ppbv limit of detection of NO,, a low
reagent consumption (100 pL per determination), 5 % relative standard
deviation for 5 ppbv NO, sample concentration and long term stability, at least
168 hours without requiring calibration procedure.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO GERAL E OBJETIVOS

Aminodcidos sdo unidades estruturais a partir das quais as proteinas sao
sintetizadas. Também servem de precursores de varias substancias nao protéicas,
que desempenham papel fundamental para a manutengdo da vida. Ao todo, sdo
20 a-aminoacidos comumente encontrados nas proteinas, também denominados
de aminoacidos-padrdo. Estas espécies t€tm em comum pelo menos um
grupamento o-carboxilico € um a-aminogrupo, sendo diferenciadas entre si pela
estrutura das cadeias laterais ligada ao carbono a..'

Os vegetais sdo capazes de produzir todos os aminodcidos essenciais para
a sintese de suas proteinas, porém, o homem e outros mamiferos sdo capazes de
sintetizar apenas alguns destes aminodcidos essenciais. As proteinas contidas
nos alimentos sdo a principal fonte de obtencdo dessas substincias.” Durante a
digestdo, as proteinas sdo quebradas nos aminodcidos constituintes antes da
absorcao pelo organismo. Proteinas animal e vegetal variam na quantidade e nos
tipos de aminoacidos que as constituem.’

Para o estudo de sintese ou degradagao de proteinas, uma poderosa
ferramenta ¢ a quantificacdo de um aminoicido marcado no sangue ou nos
tecidos. Para isso, a técnica isotdpica consiste, basicamente, em se fornecer ao
organismo em estudo um composto quimico no qual a razdo isotopica "N/'*N
no aminoacido ¢ diferente da natural, e em seguida avaliar a distribuicdo do
1s6topo no sistema em estudo. Aminoacidos com elevado enriquecimento no
isotopo "N ndo sdo produzidos no Brasil, ou nos demais paises da América do
Sul, assim, para implementacdo de pesquisas envolvendo estes compostos, ¢
necessaria a sua importacdo, sendo que o seu alto custo dificulta o uso em
grande escala.’

Pesquisadores do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (Laboratorio

de Isotopos Estaveis) estdo implantado uma linha de sintese de aminoacidos



com alto grau de enriquecimento em "N, produzidos a partir de ’NH3, os quais
serdao utilizados em pesquisas nas areas biomédicas e agrondmicas. Para a
sintese da alanina utiliza-se como um dos reagentes, o 4cido bromopropiodnico.
Assim, além do aminoacido, ¢ obtido o ion brometo como produto da reagao.
Depois da etapa de purificacdo da alanina, o brometo pode ser detectado em
baixas concentragdes, como contaminante. Em mamiferos, o brometo atua no
sistema nervoso central causando depressdo e perda de memoria, além de
irritagdo gastrintestinal e lesdes de pele. Portanto, no caso de uso deste
aminoacido para fins de consumo humano ou animal, ¢ de grande importancia a
disponibilidade de procedimentos analiticos, preferencialmente automaticos ou
mecanizados para controlar a qualidade da matéria prima (grau de pureza),
monitorar a linha de produgdo em varias etapas do processo, bem como

determinar a quantidade de brometo presente no aminoacido.

1.1.0Dbjetivos

Este Trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de procedimentos
analiticos automaticos para a determinacdo L-alanina na linha de produgado,
visando facilitar o controle do processo de sintese desse aminoacido. Para a
determinacao desta espécie quimica avaliou-se a possibilidade da utilizagdo de
enzimas, por sua alta seletividade. Esses métodos, na maioria das vezes, sdo
baseados em enzimas especificas, que resultam em um produto que pode ser
facilmente determinado. No caso especifico foi estudada a L-Aminoacido
oxidase e o peroxido de hidrogénio formado na reagdo de oxidagdo do
aminoacido pela enzima, o qual foi determinado empregando a reagdo de
quimiluminescéncia do luminol catalisada pelo hexacianoferrato de potassio.

Devido a necessidade de quantificagdo dos subprodutos da sintese, pois
estes afetam a qualidade do produto final, também foi desenvolvido um
procedimento automatico para a determinacdo de ions brometo com detec¢do

quimiluminescente, de forma que fosse quantificado com o detector



desenvolvido. Considerando que o ion brometo ndo participa diretamente em
reacoes de quimiluminescéncia, foram estudas diversas formas de “ativagdo”
deste ion para reagdo de quimiluminescéncia.

O emprego de reagdes quimiluminescentes como meio de detecgdo foi
escolhido em vista da simplicidade da instrumentagdo necessdria para sua
implementacgdo, aliada a alta sensibilidade obtida por estas reacdes. Portanto,
como parte do projeto, o trabalho também teve como objetivo o
desenvolvimento e caracterizagdo de um detector de baixo custo para
quantificagcdo da quimiluminescéncia.

Ainda na linha de pesquisa que envolve o projeto e desenvolvimento de
detectores para uso em sistemas de andlises em fluxo, uma etapa do trabalho
teve como objetivo o a construcdo de um detector fotométrico de baixo custo

para medidas de absorbéncia a duplo-feixe.



CAPITULO 2. SISTEMAS DE ANALISES POR INJECAO EM
FLUXO

Para a implementacdo dos procedimentos analiticos automaticos, foram
utilizados sistema de andlises por injecdo em fluxo. A analise por injecdo em
fluxo foi proposta em 1975° e tem como processo fundamental a introdugio da
amostra liquida em um fluido ndo segmentado, o qual a transporta em dire¢do ao
detector. Ao longo do percurso analitico, a amostra participa das etapas de
tratamento referentes a determinagdo especifica, tais como adi¢do de reagentes,
separagio/concentragdo, diluigio efc.” A passagem da amostra processada pelo
detector resulta em um sinal transiente proporcional ao teor da espécie quimica a
ser determinada. Os sistemas de andlises por inje¢do em fluxo possibilitam a
automagdao de varios procedimentos analiticos tais como extragdo liquido-
liquido, separacdo em fase soOlida, difusdo gasosa, didlise, adi¢gdo de padrdo,
geracdo de hidretos, etc.® A aceitacio destes sistemas como ferramenta analitica
¢ comprovada pelo numero crescente de artigos cientificos:, livros e teses
académicas publicadas, congressos e reunides cientificas, e pela disponibilidade
comercial de diversos analisadores produzidos por inimeras companhias.’

Segundo FERREIRA ¢ ROSSI,' apds uma extensa revisio bibliografica
sobre aplicacdes de reacdo por quimiluminescéncia, consideraram a andlise por
injecdo em fluxo o processo mais utilizado para o monitoramento dessas reagdes
em quimica analitica.

Com a popularizacio do microcomputador, seu uso se tornou mais
comum em sistemas analiticos, substituindo complexos sistemas eletronicos.
Sua utilizacdo se faz necessaria, principalmente em procedimentos onde o
controle exato do tempo ¢ extremamente necessario para garantir uma boa
repetibilidade das medidas, como é o caso da analise por injegdo seqiiencial "'?
e a multicomutacdo.” Outra vantagem de sistemas analiticos controlados por

computador, ¢ a economia de reagente que se obtém quando se utilizam



valvulas, como por exemplo, valvulas solendides de trés vias. Pode-se
programar o computador para que a introdu¢do da solugdo de reagente no
percurso analitico somente ocorra no momento em que este € necessario,
evitando, assim, o desperdicio.

Em consideracdo ao exposto acima, os procedimentos analiticos propostos
neste trabalho, foram desenvolvidos utilizando um microcomputador para
controle de todas as etapas do procedimento analitico, bem como para efetuar a
aquisicao de dados. Com a inten¢do de automatizar o procedimento e diminuir o
consumo de reagente, os sistemas analiticos foram implementados empregando
um injetor automatico e valvulas solendides. Na Figura 2.1 ¢ apresentado um
diagrama de blocos representando esquematicamente a estrutura basica de um

sistema de analises em fluxo controlado por um microcomputador.
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Figura 2.1 - Diagrama de blocos de um sistema de analises em fluxo controlado por um
microcomputador. Setas indicam o sentido da comunicagao.



Para controle do procedimento analitico e aquisi¢do de dados, utilizou-se
um computador PC compativel, Pentium III equipado com uma interface
eletronica PCL-711S (American Advantech Corp.), a qual possui duas portas de
saida e duas de entrada de 8 bits cada; oito entradas analdgicas multiplexadas e
conversores analdgico/digital e digital/analogico com resolu¢do de 12 bits e
tempo de conversao de 25 pus. Como os sinais da interface sdo gerados em
padrao TTL (do inglés Transitor-transistor logic), ou seja, com baixa intensidade
de corrente e diferenca de potencial de 5 V, foi necessario o uso de uma outra
interface amplificadora de corrente, para o acionamento dos dispositivos de
comutacdo, que exigem maiores intensidades de corrente, a qual ¢ descrita a
seguir.

Para compatibilizar a diferenga de potencial e corrente necessaria para
acionamento dos dispositivos de comutagdo, as valvulas solenodides e o injetor
automatico foi construida uma interface de poténcia mostrada na Figura 2.2. Faz
parte da interface um circuito integrado ULN2803, que possui internamente um
arranjo de transistores do tipo npn. As entradas deste circuito, base dos
transistores, foram ligadas na saida digital da interface PCL-711S e nas saidas
do ULN2803, coletores, foram ligados aos comutadores. E interessante salientar
que esta interface ¢ de uso comum, portanto, também pode ser usada na saida da

porta paralela dos computadores, onde geralmente sdo ligadas as impressoras.

:o 1 18 @ “«2V
dzl ﬁ% <12V
Sinais % g3< <412V
provenientes %, g4< <12V
do - ULN2803 oy <12V
computador dS ﬁc& <12V
dj gc% <12V
@, <12V

— —NC

Figura 2.2 - Representacao do circuito eletronico para compatibilizacio de diferenca de
potencial e de corrente para acionamento dos dispositivos de comutac¢ido. dcn =
dispositivos de comutacdo; NC = sem conexao.



O injetor controlado por computador foi construido de acordo com
MARTELLI et al.’? O injetor empregava duas solendides para efetuar o processo
de comutacdo. As solenodides foram ligadas a interface de poténcia e com o
comando do computador uma corrente fluia através delas, gerando um campo
magnético que deslocava uma haste metélica, a qual movimentava a parte
central do injetor da posicdo de amostragem para a posicao de insercao de
amostra e vice-versa. Um esquema simplificado do injetor ¢ apresentado na
Figura 2.3.

Solendide A Solendide B

<+—>

Haste de metal

Ponto fixo de apoio

$

Figura 2.3 - Esquema simplificado de um injetor comutador controlado por um
computador.

Outro dispositivo de comutacdo utilizado foi a valvula solendide de trés
vias, NResearch, modelo 161TO31. Essa vélvula, representada na Figura 2.4,
possui uma entrada comum e duas saidas. A primeira saida (linha cheia),
permite a passagem de solu¢do quando a valvula se encontra desligada. A
segunda saida (linha tracejada) permite a passagem de solugdo quando uma

diferenca de potencial ¢ aplicada na valvula (no caso do modelo utilizado, 12V).
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Entrada
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Saida de solucgao
com a valvula desligada

Figura 2.4 - Representaciao esquematica de uma valvula solenéide de trés vias.

Ainda, para a montagem dos modulos de andlises foram utilizados uma
bomba peristaltica Ismatec, modelo Ipc 8, provida de tubos de Tygon com
diferentes didmetros interno para a propulsdo das solugdes e tubos de polietileno
(0,8 mm d.1.) para confeccao das linhas de transmissdo, al¢as de amostragem e
bobinas de reacgao.

O detector dos sistemas de andlises em fluxo foram desenvolvidos como
parte do projeto de doutorado e descrito em detalhes nos capitulos 3 e 4. Os
mesmos foram constituidos de um fotodiodo acoplado a um sistema de
amplificagcdo, que também compatibilizava a impedancia do sinal de saida do
detector com a impedancia de entrada do converso analdgico/digital da interface
PCL-711S.

Finalmente, para o controle dos dispositivos de comutagdo e aquisicao de
dados, foi desenvolvido um programa em linguagem VisiDaq 3.11. Esta
linguagem de computador foi desenvolvida pelo proprio fabricante de interface
eletronica e por ser programavel por objeto, permitia de forma facil a elaboracao

de rotinas para o desenvolvimento do procedimento analitico.



CAPITULO 3. DESENVOLVIMENTO DE UM DISPOSITIVO
DE BAIXO CUSTO PARA MEDIDAS POR
QUIMILUMINESCENCIA

3.1. Introducao

A quimiluminescéncia ¢ conhecida desde o final do século XIX, e pode
ser definida como: producdo de radiagdo eletromagnética por meio de reagdes
quimicas, em uma faixa do espectro que pode se estender do ultravioleta ao
infravermelho.” Diferentemente da maioria das reacdes que liberam apenas
calor, essas reagdes geram produtos eletronicamente excitados, que emitem luz
quando retornam ao estado fundamental. Tais rea¢des sdo mais comuns em
sistemas bioldgicos, onde este fendmeno é denominado de bioluminescéncia.'®

As reacdes quimiluminescentes podem ocorrer em fase solida, liquida ou
gasosa. Esta ultima tem sido aplicada para determinagdo de poluentes
inorganicos na atmosfera, explorando reacdes com compostos de enxofre e de
fosforo em chama rica em hidrogénio, ou ainda, reagdes de 6xidos de nitrogénio
com ozdnio.'® Atualmente, as principais aplicagdes da quimiluminescéncia
como meio de detec¢do em procedimentos analiticos, utilizam reagdes em fase
liquida em meio aquoso € ndo-aquoso em matrizes de interesse em areas como
biomédica, toxicoldgica e ambiental.'”'®

A quimiluminescéncia destaca-se dos demais modos de detec¢do devido a
ampla faixa de resposta linear em fun¢do da concentracdo. A sensibilidade, em
geral, ¢ alta devido a auséncia de fonte de radiagdo externa, reduzindo ou
eliminando assim problemas como luz difusa, espalhamento de luz, e ruidos
provenientes da fonte. E como geralmente ndo necessita de discriminagdao de
comprimentos de onda, a instrumentagdo necessaria para sua implementagao ¢
relativamente simples, quando comparada com a de outros métodos opticos,'” 0s

quais necessitam de monocromador.
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Para uma reagdo ser quimiluminescente, uma molécula no estado excitado
deve ser produzida durante o curso da reagdo. Neste caso, trés fatores essenciais
estdo associados ao fendmeno: a reacdo deve ser exotérmica, a fim de gerar
energia suficiente para a formagdo do estado eletronico excitado (para emissao
na regido do visivel, o minimo de energia requerida é de 180 kJ mol™); deve
existir um caminho de reacdo para a formagao do estado eletronico excitado; a
molécula no estado eletronico excitado deve ser capaz de perder energia como
um foton ou ser capaz de passar esta energia para uma outra molécula
(ativador)."”

Teoricamente, se uma molécula ou o seu produto de oxidagdo for
fluorescente, entdo existe a possibilidade de sua oxidacdo gerar
quimiluminescéncia. Porém had muitas excegdes para este principio, €
geralmente uma reacdo de quimiluminescéncia nio pode ser prevista.'’ Portanto
a exploragdo dessas reagdes no contexto da quimica analitica ¢ restrita a um
limitado niimero de sistemas ja estabelecidos, podendo ser destacados as reagdes
com o luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona) e as reacdes com
peroxi-oxalatos.

O luminol foi primeiramente descrito na literatura em 1928 e, apesar de
ser o composto luminescente mais familiar e com diversas aplicacdes, seu
mecanismo de reacdo ndo ¢ inteiramente estabelecido.® Sua reacdo com
oxidantes fortes, em meio aquoso alcalino, gera uma luminescéncia azul, com
comprimento de onda em torno de 425 nm. O oxidante mais utilizado ¢ o
peroxido de hidrogénio e a reacdo em meio aquoso s6 ocorre na presenga de um

catalisador. Um esquema simplificado da oxidacdo do luminol ¢ dado na Figura

NH,
H 00-
. T HO0,+OH  —P +N,+H,0+hv
00-

Figura 3.1 - Esquema simplificado da reacio quimiluminescente do luminol-H,O,. Ref.
21.
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Varios tipos de catalisadores, enzimatico ou mineral, sdo encontrados na
literatura. No caso das enzimas sdo utilizadas a peroxidase (HRP ou ARP)***,
catalase,” xantina oxidase,”* entre outras. No caso dos minerais, varios metais
sdo utilizados, em especial o Fe(III), Cu(Il) e Co(I)."” O hexacianoferrato(III)
também ¢ muito utilizado, pois além de catalisador, atua como co-oxidante na
reacdo. BOSTICK e HERCULES” relataram que, dentre os catalisadores
minerais, o hexacianoferrato foi que apresentou melhor sensibilidade, boa faixa
de resposta linear e produtos soltveis da rea¢dao, em comparacdo com os demais
fons estudados, ou seja, Cu(II), Co(II), Ni(Il) e S,0s"".

Segundo ROSE ¢ WAITE® o termo “catalisador”, utilizado por varios
autores, além de confuso ¢ incorreto para os “catalisadores” metalicos, pois os
ions metalicos ndo sdo reciclados como um catalisador verdadeiro, porém,
nenhum termo mais apropriado € sugerido por estes autores. Neste trabalho o
termo catalisador foi mantido para as substincias que induzem a oxida¢do do
luminol pelo perdxido de hidrogénio.

Ainda considerando os metais de transicdo, a capacidade de um
catalisador metalico de induzir a reacdo de oxidagdo do luminol depende da
forma em que este se encontra em solucdo, ou seja, forma “livre” ou forma
complexada. A eficiéncia de um metal complexado para catalisar a reacdo de
oxida¢do do luminol dependerd do ligante, que provavelmente influencia as
rotas de rea¢do.”® Por exemplo, o Cu(Il), quando complexado por uma proteina,
catalisa mais eficientemente a rea¢ao do luminol por perdxidos, que a sua forma
livre,”” enquanto que, o oposto ocorre quando complexado por aminoacidos.*® O
Fe(II), que na forma livre também catalisa esta rea¢dao, quando complexado pela
maioria das substancias organicas, perde sua eficidcia como catalisador. Porém,
quando o ligante ¢, por exemplo, o citrato, o metal complexado induz a reacao
mais eficientemente que a forma livre.” PAREJO et al.”® conseguiram prolongar
a emissao da reagdo entre 10 pumol L' de H,0, e o luminol de 2 s para 30 s

empregando o complexo Co(II)-EDTA. A propriedade de um ligante em
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aumentar ou diminuir a capacidade catalitica de um metal de transicao foi
explorada por diversos autores como alternativa para a determinagdo de diversas
substancias organicas por quimiluminescéncia.***'">?

A propriedade de uma substancia em intensificar a emissdao de luz na
reagdo do luminol, prolongando e intensificando a emissdo de luz,>> como a de
alguns ligantes mencionado no paragrafo anterior, tem sido bastante estudada,
principalmente em relagdo aos catalisadores enzimadticos. Isto porque, apesar do
luminol ser o reagente de quimiluminescéncia mais utilizado para fins analiticos,
a sua eficiéncia de quimiluminescéncia nao passa de 5 % em meio de sulfoxido
de dimetil e 1,5 % em sistemas aquosos.”” Cada tipo de "intensificador de
quimiluminescéncia" atua de diferente forma e mecanismo, dependendo do
catalisador utilizado. Para sistemas luminol-peroxidase sao utilizados derivados
de fenol (por exemplo o p-iodofenol) que atuam como mediadores de
transferéncia de elétrons, aumentando a eficiéncia da formacgdo de radicais de
luminol emissores de luz."” Também haletos, como cloreto e brometo, em alta
concentracdo, sdo empregados para intensificar a quimiluminescéncia tanto para
sistemas peroxidase-luminol-Hzol33 quanto para sistemas Cr(III)-luminol-
H,0,.34%

Dentre as desvantagens do uso do luminol como reagente para
quimiluminescéncia, pode-se mencionar a sua alta susceptibilidade a diferentes
variaveis experimentais. Por exemplo, alguns autores sugerem que a solucdo de
luminol seja preparada com 3 dias de antecedéncia para sua “estabilizacdo”, sem
que nenhuma explicagdo cientifica seja fornecida.’® Segundo XIAO et al.’’ isto
pode ser devido a absorcao de CO, pela solugdo. Os autores demonstraram
também que CO(aq) ¢ responsdvel por diversas observacdes, cujos os
mecanismos ndo foram totalmente esclarecidos, como por exemplo, a
dependéncia da sensibilidade de alguns métodos na idade da solugdo do
luminol®® ou ganhos significativos de intensidade de radiacdo emitida, quando as

~ ~ ~ . I ~ 22
solugcdes sdao preparadas em tampao carbonato ao invés de tampao borato.” De
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acordo com os autores, o CQO, intensifica a emissdo de luz da reacao
luminol/perdxido, pois este reage com perdxidos em meio alcalino, formando o
radical peroxicarbonato (°COy). Esse radical, por ser menos reativo que o
radical hidroxila, reage seletivamente com o luminol, produzindo radicais de
luminol que formardo intermediarios excitados, os quais emitirdo luz ao voltar
para o estado fundamental. Por outro lado, o radical hidroxila ataca mais de um
carbono do anel aromatico do luminol, produzindo varias espécies que nao
necessariamente formardo intermedidrios excitados. Os autores também
comentam que devido a dificuldade de remog¢ao completa de gas carbdnico da
solucdo, muitos trabalhos na literatura podem ter sido influenciados pela
presenca de CO,.

Outro sistema de quimiluminescéncia que tem encontrado uma vasta
aplicacdo na quimica analitica, com uma série de trabalhos na literatura, ¢ o
sistema perdxi-oxalato. A reagdo envolve a oxidacdo de derivados do éster
oxalato de arila, geralmente por peroxido de hidrogénio, em presenga de uma
substancia com baixos potenciais de oxidacdo e altos rendimentos quanticos de
fluorescéncia, denominado de ativador.' A reacdo ¢ catalisada por uma base™*’

e um esquema da reagdo € mostrado na Figura 3.2.

ArOCOCO,Ar + H,0, N Intermediario
Intermediario + Ativador - Produtos +Ativador*
Ativador* N Ativador + hv

Figura 3.2 - Esquema simplificado da reacio quimiluminescente do sistema peroxi-
oxalato. Ref.41.

A presen¢a de um ativador € necessaria, pois o composto intermediario de
alta energia, gerado na reacdo de oxidacdo, nao ¢ fluorescente e portanto, nao
.. 1 . ~ .. ~ , , . .
pode emitir luz. A radiacdo emitida entdo, sera caracteristica do ativador, ao
invés do reagente de quimiluminescéncia. Devido a este fato, o sistema peroxi-

r . eqe i ~ 42
oxalato ¢ muito utilizado para determinagdo de compostos fluorescentes ™ ou

o 43
compostos derivatizados com sondas fluorescentes.
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O sistema perdxi-oxalato ¢ o mais sensivel sistema ndo bioldgico de
quemiluminescéncia® e ainda apresenta a vantagem de ser menos susceptivel as
variaveis experimentais que o sistema do luminol, apesar da interferéncia de
espécies que sdao facilmente oxidada, como brometo, iodeto, compostos
organosulfurados e anilinas substituidas. Porém, a maior desvantagem deste
sistema ¢ a incompatibilidade dos oxalatos de arila mais comuns em meio
aquoso, pois sdo poucos soluveis e instaveis neste solvente. Portanto, solventes
organicos sao um pré-requisito para a obten¢do de maxima solubilidade e
estabilidade.'’

O problema relacionado com a solubilidade pode ser, de certa forma
contornada, utilizando uma mistura de solventes, como por exemplo,
acetronitrila-agua,* ou ainda utilizando um derivado do acido oxalico soluvel
em meio aquoso.” Porém, a insolubilidade de alguns perdxi-oxalatos foi
utilizada por van ZOONEM et al”® como uma vantagem para a construgdo de
uma coluna com reagente em fase solida para determinacdo de H,O, em meio
aquoso.

Recentemente, outro reagente que tem despertado bastante interesse
cientifico na comunidade analitica ¢ o tris(2,2'-bipiridil)ruténio(Il) (Ru(bipy)s>").
Este composto emite uma luz de cor alaranjada brilhante quando oxidado em
meio 4cido, passando para a forma Ru(bipy);’", e subseqiiente reducdo com, por
exemplo, hidroxido de sodio concentrado ou hidrazina.’ A forma reduzida
excitada ¢ responsavel pela emissao da radiagdao, como demonstrado no esquema

simplificado da Figura 3.3.

Ru(bipy)s”* _oxidasdo Ru(bipy);”*
Ru(bipy);* —fedusto [Ru(bipy)s*'1*
[Ru(bipy);”']* N Ru(bipy);”" + hv

Figura 3.3 - Esquema simplificado da reacdo de quimiluminescéncia do Ru(bipy)32+. Ref.
47.



15

Este sistema apresenta uma série de aplicacdes em quimica analitica,
podendo ser determinado diretamente por quimiluminescéncia, sem a
necessidade de uma derivatizagdo prévia, compostos organicos que reduza a
forma Ru(bipy);, como 4cidos carboxilicos ou aminoacidos.” Esta
caracteristica ¢ extremamente vantajosa, € tem sido utilizada como meio de
detec¢do em cromatografia liquida.*

Porém, devido a instabilidade do complexo Ru(bipy);’", este deve ser
gerado momentos antes da andlise, ou gerado em linha, para cromatografia
liquida ou anélise por inje¢do em fluxo. A oxidagdo do complexo em linha pode
ser feita utilizando um reator contendo Ce(IV) ou dioxido de chumbo
imobilizado,"” ou ainda por via eletroquimica.*® Esta ultima técnica possibilitou
aos autores acoplarem os eletrodos na cela de fluxo, melhorando a sensibilidade
do método, pois a luminescéncia so era gerada na cela de detecgdo.

A estratégia de gerar a luminescéncia apenas na cela de detec¢do, tem sido
utilizada por diversos autores e com diferentes sistemas de quimiluminescéncia
através da imobilizagdo do reagente,’® ou através da imobilizagdo do catalisador

49,50 1 . : -
" E possivel ainda gerar na cela de fluxo condi¢des

na cela de fluxo.
favoraveis para a reacdo, como no trabalho proposto por WANG e YEUNG,’
que através da eletrolise do peroxido de hidrogénio era gerada condicdo alcalina

para a oxidag¢ao do luminol.

3.1.1. Instrumentacio para deteccao de quimiluminescéncia

Em relagdo a instrumentagdo para a detec¢ao de quimiluminescéncia, esta
pode ser resumida em uma cela onde sdo adicionadas as solu¢des € um aparato
para a quantificacdo da luz emitida. Os dispositivos de detec¢do sdao simples, em
comparagdo com outras técnicas fotométricas, pois ndo existe uma fonte de
radiacio ¢ um monocromador usualmente nao ¢ necessario, salvo em
procedimentos em que se utilizam mais de um tipo de ativador para o sistema

peroxi-oxalato.
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As configuragdes dos sistemas para a deteccdo de quimiluminescéncia
podem ser classificadas de acordo com o método de adigdo dos reagentes, ou
seja em estaticos (batelada) e em fluxo.

Em sistemas estaticos, a amostra ¢ colocada na cela de deteccao do
luminémetro e o reagente luminescente ¢ adicionado utilizando-se uma seringa
ou um injetor automatico. A mistura das solugdes ¢ obtida pela rapida adigao
dos reagentes ou através de sistemas especiais de mistura. Apesar da
simplicidade, lumindmetros em batelada ndo sdo adequados para luminescéncia
de curta duracdo (< 15 s), pois ndo se obtém resultados reprodutiveis.'” Outros
métodos para a mistura das solugdes da amostra e dos reagentes em sistemas
estaticos sdo descritos na literatura,”” porém, a presenca de componentes
mecanicos tornam o sistema complexo.

A utilizagdo dos sistemas em fluxo possibilitou 0 comeco de uma nova era
para os trabalhos utilizando quimiluminescéncia.”’ Atualmente, a maioria dos
trabalhos envolvendo reagdes quimiluminescentes utilizam sistemas em fluxo,
em especial a analise por injecdo em fluxo (FIA), pois esta ¢ uma técnica que
permite de forma simples e reprodutivel a introdu¢ao da amostra e dos reagentes
na cela de deteccdo e também permite realizar em linha, etapas de pre-
tratamento, tanto quimico quanto fisico.”> Com a analise por inje¢io em fluxo é
possivel obter ainda uma alta freqiiéncia analitica e um baixo consumo de
reagentes, empregando uma instrumentagio de baixa complexidade.’

Na literatura, a utilizacdo de sistemas em fluxo para deteccdo de
quimiluminescéncia foi inicialmente proposta por SEITZ ¢ HERCULES,>, em
1972, para determinagdao de Fe(Il) em baixas concentracdes, utilizando a
propriedade catalitica deste metal na oxidacdo do luminol pelo peroxido de
hidrogénio. O diagrama de fluxos proposto pelos autores € muito parecido com
os diagramas de fluxos apresentado por RUZICKA ¢ HANSEN®’ em trabalhos
de analises por injecdo em fluxo (FIA) publicados anos mais tarde. A amostra

era introduzida por uma al¢ga de amostragem em um fluxo transportador, que
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conduzia a amostra até a cela de deteccao, onde também eram introduzidas as
solucdes de luminol e de perdxido de hidrogénio.

Atualmente, a mistura em fluxo das solugdes de amostra e reagentes de
quimiluminescéncia ¢ realizada de forma mais eficiente se feita antes da zona de
amostra atingir o detector. A distancia da confluéncia, onde as solucdes se
encontram, até a cela de fluxo ¢ mantida a menor possivel para minimizar perdas
de radiagio emitida.™

Em relagcdo a cela de detec¢cdo, na maioria desses trabalhos ¢ o proprio
reator onde ocorre a reagdo que resulta na emissao de radiacdo eletromagnética,
o qual ¢ colocado em frente a fotomultiplicadora. A cela ¢ construida por um
tubo de vidro com 1-2 mm de didmetro interno, com a geometria em espiral
achatada.>

Outra forma que a cela de deteccdo pode apresentar ¢ a de lamina, que
possui uma grande superficie transversal e uma pequena profundidade. Este tipo
de cela de fluxo foi desenvolvida por STIEG ¢ NIEMAM, os quais também
estudaram parametros que influenciam o seu desempenho e desenvolveram um
modelo matematico para prever a intensidade da radiagdo emitida. Os autores
concluiram que a intensidade da radiacdo emitida ¢ aumentada quanto maior for
a area transversal e a profundidade da cela, porém dificuldades de limpeza sao
um fator negativo para o uso em quimica analitica. Outros fatores que também
devem limitar as dimensdes da cela sdo a disponibilidade da solugdo da amostra
¢ do reagente, pois quanto maior o volume da cela de fluxo maior serd o gasto
destas solugoes.

Segundo LEWIS et al,> apesar da cela em lamina ser menos eficiente
que a cela em espiral, ela ¢ mais robusta, sendo possivel sua utilizagdo com
diferentes sistemas de quimiluminescéncia, pois "a cela em espiral pode requerer
modifica¢des para otimizar o seu volume para diferentes tipos de reacdo","”

como por exemplo, o nimero de espirais.
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E interessante salientar, que de acordo STIEG e NIEMAM.” a
intensidade de luminescéncia detectada ¢ apenas uma fracdo média de toda
radiacdo gerada pela reagdo, pois os fotons que ndo sdo emitidos na direcao ao
detector, sdo detectados somente apds refletir nas paredes da cela de fluxo.
Portanto, a cela de fluxo deve ser capaz de coletar essa luz para melhorar o seu
desempenho.

A luminescéncia ¢ tipicamente medida por luminémetros de bancada, que
utilizam  fotomultiplicadoras como meio de deteccdo da radiagdo
eletromagnética gerada na reagdo. Apesar da alta sensibilidade deste detector de
radiagdo, este aparato esta limitado ao laboratorio devido ao tamanho, a
fragilidade e ao custo. Aplicacdes que necessitam de medidas de campo,
esbarram nesta dificuldade, portanto faz-se necessario o desenvolvimento de
lumindmetros de baixo custo e que possam ser operados em diferentes
ambientes’’. Diante destas dificuldades, o numero de trabalhos que utilizam
fotodiodos para o monitoramento de reagdes de quimiluminescéncia € crescente

. 2,58
na literatura®®

e, apesar de ndo serem tdo sensiveis como as celas
fotomultiplicadoras, os fotodiodos sdo faceis de usar e de pequeno tamanho,
podendo ser acoplado & sistemas miniatura de analise.”’

Utilizando as vantagens dos fotodiodos descritas acima, neste capitulo, ¢
proposto um dispositivo simples, robusto e de baixo custo para medidas por
quimiluminescéncia em sistemas de andlise em fluxo. Visando melhorar a
sensibilidade, foi investigado o emprego de dois fotodiodos acoplados a cela de

fluxo. O desempenho do dispositivo foi avaliado empregando como modelo a

oxidacdo de luminol por peroxido de hidrogénio em meio alcalino.
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3.2. Parte Experimental

3.2.1. Equipamentos

Além do detector, descrito em detalhes na se¢ao 3.2.3 o mddulo de analise
foi construido empregando tubos de polietileno (0,8 mm d.i.) e confluéncias
feitas em acrilico. A propulsdo dos fluidos foi efetuada por uma bomba
peristaltica Ismatec IPC-8, equipada com tubos de propulsdao de Tygon. Para a
inser¢do das solucdes foi empregado um injetor proporcional com barra
deslizante. Um microcomputador equipado com uma interface eletronica

(Advantech, PCL-711S) foi empregado para o monitoramento dos sinais.

3.2.2. Solucoes

Com o intuito de comparar resultados obtidos com dados da literatura,
todas as solugdes foram preparadas com reagentes de grau analitico e agua
desmineralizada, baseando-se nas condi¢cdes experimentais proposta por
SHAW.”

Solugdo tampdo carbonato 0,2 mol L™, preparada dissolvendo-se 13,8 g
de K,CO;5 em 500 mL, e ajustando o pH para 10,5 com solugdo 0,1 mol L' de
HCL

Solugdo de luminol (5-amino-2,3-dihidroftalazina-1,4-diona) 2,0 x 107
mol L™, foi preparada pesando-se 0,0708 g de luminol (sigma), para em seguida
dissolve-lo em solugdo tampao carbonato até o volume de 200 mL.

Soluc¢do de 0,02 mol L™ de K;[Fe(CN)], foi preparada dissolvendo-se
1,318 g deste sal em 200 mL de H,O.

Solugio de permanganato de potassio 0,04 mol L' foi preparada
dissolvendo-se 0,6307 g de KMnO4 em 100 mL de 4gua. Para padronizagdo
desta solucao foi utilizado oxalato de s6dio como padrao primario.

Solugdo estoque de peroxido de hidrogénio 1 x 10> mol L™ foi preparada

a partir de uma solugdo 30 % (Merck) e padronizada por titulacdo com solucao
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de permanganato de potassio. As solucdes de referéncia (1 x 10° - 1 x 10~ mol
L' de H,0,) foram preparadas semanalmente por dilui¢des sucessivas a partir da
solucdo estoque. Quando nao estavam sendo utilizadas, as solugdes eram

conservadas sob refrigeragao.

3.2.3. Montagem do dispositivo de deteccao

Para o monitoramento da radiacdo de quimiluminescente foi projetado e
desenvolvido um dispositivo de deteccao, constituido de trés partes. A cela de
fluxo, os fotodetectores e o circuito de amplificacao do sinal.

A cela de fluxo possui uma superficie (face) transversal grande e de
pequena profundidade, similar a empregada previamente para deteccdo por
espectrofotometria em fase sélida,” e uma representagio sua é mostrada na
Figura 3.4. Uma tira de borracha punciométrica de 1 mm de espessura foi
inserida entre blocos de acrilico de 5 mm de espessura e fixados por trés
parafusos (ndo mostrados na figura), de forma a evitar vazamentos. Um dos
blocos de acrilico possui dois furos transversais (0,8 mm), distantes 9 mm entre
si, empregados para a entrada (E) e saida (S) dos fluidos. Um corte circular com
area de 78 mm’ foi feito na tira de borracha, definindo assim o volume de
observacdo da cela. Quando em operagdo, a cela de fluxo ficava condicionada
em uma caixa metalica aterrada e que impedia a incidéncia de luz exterior e

minimizava o ruido de origem elétrico.

Figura 3.4 - Representacio da cela de fluxo associada aos fotodetectores. A, B =
fotodiodos. C = tira de borracha. D = pecas de acrilico. E, S = entrada e saida das solugdes.
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Visando minimizar perdas de radiagdo emitida, a deteccdo da
quimiluminescéncia foi efetuada empregando dois fotodiodos de silicio
(fotodiodo A e B na Figura 3.4) com 50 mm’® de area sensivel ¢ maximo de
resposta em 550 nm (OSDS50-E). Todos os experimentos foram repetidos com
apenas um dos dois fotodiodos ligado para avaliar o dispositivo de deteccao e
para poder comprovar o verdadeiro ganho de sinal utilizando dois detectores de
luz.

Em relagdo ao circuito de amplifica¢dao de sinal, pouca informagao ¢ dada
na literatura sobre este componente nos trabalhos que utilizam fotodiodos.
Muitos utilizam amplificadores comerciais, ou quando sdo desenvolvidos,
apenas ilustram o sistema com um diagrama de blocos. Com a finalidade de
obter um sistema eletronico que resultasse na melhor relacao sinal/ruido, varias
configuragdes foram testadas. Esses sistemas estdo representados nas Figura 3.5
a 3.8 onde também estdo identificados os componentes eletronicos que compoe

cada circuito.

OSDS?-E
™~
L]

e

I_ vy LA308 sinal

™~ .
L1

OSD50-E

0,1},[1‘_" — 1MQ

12v

47kQ

-12V

Figura 3.5 - Esquema da configuracio eletronica utilizando o operacional LM308 para
amplificacdo do sinal gerado pelos fotodiodos.
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Figura 3.6 - Esquema da configuracio eletronica utilizando o operacional AD524BD
para amplificacdo do sinal gerado pelos fotodiodos.

-12V

Figura 3.7 - Esquema da configuracio eletronica utilizando o operacional LM308
acoplado ao operacional AD524BD para amplificacido do sinal gerado pelos fotodiodos.
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Figura 3.8 - Esquema da configuracio eletronica utilizando o operacional CA3140 para
amplificacdo do sinal gerado pelos fotodiodos.

3.2.4. Procedimento experimental

Para a avaliacdo do desempenho do detector foi utilizada a reagdo de
oxidac¢do do luminol por perdxido de hidrogénio e catalisada por ferricianeto de
potassio. Com o objetivo de comparar os resultados, o procedimento seguido foi
baseado nas condi¢des experimentais proposta por SHAW,” com pequenas
modificagdes no diagrama de fluxo e nas concentragdes dos reagentes para
adequar ao tipo de geometria da cela de fluxo empregada.

Os experimentos foram realizados utilizando o sistema mostrado na
Figura 3.9. Nesta configuragcdo, o injetor (I) estd na posicdo de amostragem.
Apo0s o preenchimento da al¢ca de amostragem (L) o injetor era comutado para a
posicdo de injecdo. Em seguida a solucdo de amostra (A) era transportada pelo
fluido carregador (Cs) e na confluéncia x era adicionada a solu¢do de luminol
(R1). A mistura ocorria durante o transporte através da bobina (B1) até confluir
em y com a solugdo de hexacianoferrato de potassio(R2). A distancia entre o

ponto y e a cela de fluxo (D) era a menor possivel, para minimizar perdas de



24

radiagdo. O sinal gerado em fun¢do da radiagdo detectada era lido pelo

computador através da interface analogica/digital.

lixo «— g« A

. Bl
I~ A
- R1 R2

lixo

Figura 3.9 - Diagrama de fluxo do sistema utilizado para avaliacio do detector de
quimiluminescéncia. Cs = H,O, L = alga de amostragem de 150 pL. As setas indicam o
sentido do bombeamento.

Para facilitar a avaliagdo do detector os experimentos foram efetuados de
forma semelhante ao proposto por SHAW.”” Os volumes do percurso analitico e
da cela de fluxo eram 100 e 78 pL, respectivamente, entdo, visando minimizar o
efeito da dispersdo, o volume da al¢a de amostragem foi fixado em 150 pL. Esta
condi¢do era equivalente a amostra sendo bombeada continuamente, porém era

operacionalmente mais facil.

3.3. Resultados e Discussoes

Apesar da quimiluminescéncia resultar na emissdo de radiacdo
eletromagnética em todas as diregdes, as configuragdes usualmente empregadas
permitem a medida de apenas uma fragdo (geralmente < 50 %) da radiagdo
emitida. Esta limitacdo resulta em um decréscimo inerente de sensibilidade. O
dispositivo proposto consiste de uma cela de fluxos com espessura reduzida (1
mm) e janela de observagdo de 78 mm” (Figura 3.4). Esta configuracio permite
maximizar a quantidade de radiagao detectada, visto que apenas a radiagdo
emitida no sentido radial ndo incide sobre os fotodetectores. Adicionalmente, a

espessura reduzida permite minimizar absor¢ao de radiagdo pela solucao.
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Com o intuito de avaliar o desempenho global do dispositivo de deteccao
quimiluminescente, isto ¢, a cela de fluxo, os fotodiodos e o sistema eletronico
de amplificacdo de sinal, foram realizados experimentos com solugdes de
referéncia de peroxido de hidrogénio utilizando a reacdo quimiluminescente do
luminol, catalisada por hexacianoferrato(I1I) de potassio.

Primeiramente a solu¢do estoque de peroxido de hidrogénio foi
padronizada com a solu¢do de permanganato e o resultado da sua concentragao
foi estimado como 00,0125 mol L' de H,0,. Portanto as concentracdes das
solucdes de referéncia utilizadas foram: 1,25 a 1250,0 umol L.

Como comentado anteriormente, para efeito de comparacdo, foi
reproduzido o sistema para determinagdo de perdxido de hidrogénio proposto
por SHAW.” Algumas modificacdes com respeito a concentra¢io, vazio de
bombeamento e ordem de adi¢do dos reagentes foram feitas com a finalidade de
adequar o sistema de fluxo a geometria da cela de fluxo e a geracdo de menor
volume de efluente.

No trabalho citado, as solugdes de luminol e do catalisador eram
misturadas em uma bobina de reagdo antes da adicao da solugdo da amostra. As
solucdes, entdo, seguiam para uma camara de mistura e em seguida, para a cela
de fluxo, que era o bulbo de uma pipeta de 10 mL. Devido ao grande volume da
cela, a mistura entre as solu¢des se completava nela. Para contornar o problema
de mistura insuficiente sem que houvesse perda da radiacao gerada, foi utilizado
o diagrama de fluxo mostrado na Figura 3.9. O sistema ¢ semelhante ao
proposto por MARTELLI et al.°' Primeiramente, era realizada a mistura das
solucdes de amostra e luminol, a solugdo do catalisador era adicionada segundos
antes da entrada da zona de amostra na cela de fluxo. Um pequeno aumento na
altura maxima do sinal foi observada nesta configuragdo, quando comparada
com a configuragdo onde as solugdes de luminol e de hexacianoferrato eram
adicionadas ao mesmo tempo a zona da amostra proximo da cela de fluxo. Essa

diferenca de sinal observada se deve a reacdo do Iluminol com o
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hexacianoferrato. Uma mistura prévia desses reagentes de quimiluminescéncia
em linha promovia a diminuicdo de suas respectivas concentragdes e,
conseqilientemente, o sinal analitico.

As vazdes das solugdes também foram modificadas para diminuir a
geracdo de efluente, e conseqiientemente diminuir o volume de residuo a ser
tratado. Porém, para manter as condicdes analiticas proposta por SHAW,” as
concentragdes das solucdoes foram aumentadas. No trabalho deste autor, as
vazdes do luminol, da solu¢do transportadora e do catalisador eram
3,4 mL min, portanto, a vazao final era 10,2 mL min™. No presente trabalho foi
utilizado 1 mL min™ para as solucio de luminol e hexacianoferrato e 4 mL min™
para a solugdo transportador. As concentracdes das solucdes apresentada na
parte experimental (3.2.2), foram preparadas para que a concentracdo final de
cada reagente na cela de fluxo fossem idénticas as concentracdes do sistema de
fluxo proposto na literatura,” isto ¢, 3 x 10° mol L™ e 3.3 x 10~ mol L' para o
luminol e para o catalisador, respectivamente.

Devido a relativa falta de informagao na literatura com respeito ao sistema
eletronico empregado para a amplificagdo do sinal gerado pelos fotodiodos,
foram estudadas quatro configuragdes eletronicas e para cada uma delas foram
avaliados parametros como a relacao sinal ruido, estabilidade da linha de base e
limite de deteccdo. Este ultimo parametro foi calculado de acordo com as
recomendacgdes da [UPAC,* porém, devido a auséncia de sinal do branco
analitico, utilizou-se varias leituras da linha da linha de base para o célculo do
desvio padrdo do branco instrumental, utilizado para a estimativa do limite de

deteccao.

3.3.1. Dispositivo utilizando LM308

O primeiro sistema eletronico estudado € mostrado na Figura 3.5. Este
sistema utiliza um amplificado operacional LM308, que ¢ de baixo custo e ¢

facilmente encontrado no comércio local de componentes eletronicos. Porém os
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resultados obtidos com esta configuracdo eletronica nao foram muito
promissores. Apesar do sistema apresentar boa resposta para solugdes de
perdxido de hidrogénio mais concentrada que 125,0 pmol L™, nenhuma resposta
foi obtida para solucdes mais diluidas que 62,5 pmol L. Ainda com esse
arranjo eletronico ndo se obteve boa precisdo. O coeficiente de variacdo
observado era da ordem de 8,0 % para 20 medidas de uma solucao 62,5

umol L' de H,0,.

3.3.2. Dispositivo utilizando AD524BD

Diante das limitagdes do circuito integrado LM308, este foi substituido
pelo amplificador operacional AD524BD, Figura 3.6. Este ¢ um amplificador de
instrumentagdo desenvolvido para aplicagcdes que requererem alta precisao e
exatiddo e tem como caracteristicas baixo nivel de ruido, ampla faixa de
resposta linear e baixa flutuacao de voltagem, ou seja, baixa flutuacao da linha
de base. Ele ainda pode operar na faixa de temperatura de -40 a 80 °C e ndo
necessita de componentes externos para ajuste de ganho.

Na Figura 3.10 ¢ apresentado um registro dos resultados obtidos com a
injecdo de solucdes de referéncia de H,O, na faixa de concentragdo de
6,25 a 1250,0 pmol L', Com esta configuracdo eletronica, o dispositivo
apresentou uma resposta linear na faixa de 6,25 a 125 umol L', com coeficiente
de correlagdo linear r = 0,998 e a equacdo da curva analitica do logaritmo da
intensidade méxima de quimiluminescéncia em funcdo do logaritmo da
concentragao foi: log I = 0,75 x log[H,0,] + 4,46.

Outras caracteristicas analiticas obtidas com este sistema foi um desvio
padrao de 12 mV para 70 leituras da linha de base, obtendo-se uma relagao
sinal/ruido de 5,5 injetando-se uma solucdo referéncia de 6,25 pmol L' de
H,0,.Com este sistema foi possivel estimar um limite de detec¢do igual a 2,78
umol L' de H)0,, e um coeficiente de variacdo observado da ordem de

3,6 % para 20 medidas de uma solugio 62,5 pmol L' de H,0,.
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Figura 3.10 - Sinais transientes obtidos com solucdes de referéncia de H,O,, utilizando
configuracio eletronica representada na Figura 3.6. Os numeros indicam as concentragdes
das solugdes em mol L.

3.3.3. Dispositivo utilizando LM308 acoplado ao AD524BD

Visando melhorar o desvio padrao da linha de base e conseqiientemente
melhorar o limite de detec¢ao o circuito eletronico da Figura 3.6 foi modificado,
acoplando cada fotodiodo a um amplificador operacional LM308. Conforme
indicado na Figura 3.7 as saidas dos operacionais LM308 estdo conectadas a
entrada ndo inversora do amplificador operacional ADS524BD. Nesta
configuracdo os sinais gerados pelos dois fotodiodos sdo somados e
amplificados. Com este arranjo o sinal ficou menos susceptivel a inducao de
ruidos eletronicos comuns em transmissao de baixos niveis de correntes. O ruido
da linha de base diminuiu cerca de dez vezes, podendo ser observado na Tabela
3.1 o resultado do desvio padrao de 70 leituras da linha de base. Nesta tabela
encontram-se também os desvios padrdao da leitura da linha de base para o
mesmo sistema eletronico da Figura 3.7, obtidos utilizado em cada caso apenas

um fotodiodo.

Tabela 3.1 - Tabela com os desvios padrao de 70 leituras da linha de base obtidos com
configuracio eletronica da Figura 3.7.

Fotodiodo Desvio Padrdao (mV)
A+B 0,9
A 0,6

B 0,7
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Na Figura 3.11 ¢ apresentado os sinais transientes obtidos com solugdes
de referéncia de H,O,. Novamente o mesmo experimento foi realizado com os
dois fotodiodos (curva I) e repetido com o fotodiodo A (curva II) e o fotodiodo
B (curva III). Pela figura ¢é possivel notar, claramente, que o sinal obtido com os
dois detectores ¢ quase o dobro do sinal obtido com qualquer um dos detectores
sozinho. Na Tabela 3.2 ¢ apresentado o valor de varios pardmetros, onde ¢

possivel também confirmar a observagao feita na Figura 3.11.
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Figura 3.11 - Sinais transientes obtidos para solucdes de referéncia de H,0,, utilizando
configuraciio eletronica representada na Figura 3.7.. Curva I utilizando dois fotodiodos,
curva II utilizando fotodiodo A e curva III utilizando fotodiodo B. Os niimeros de 1 a 6
indicam respectivamente as concentracdes de 1,25, 6,25, 12,5, 62,5, 125,0 e 625,0 pmol L' de
H,0..

Tabela 3.2 - Caracteristicas analitica do dispositivo de deteccdo obtidos com
configuracio eletronica da Figura 3.7.

Fotodiodo sr* CV’ Faixa linear Equacio da reta® r LD*
Y% umol L™ umol L

A+B (I) 55,6 2,0 6,25 -125,0 log1=0,67logC+ 5,18 0,997 0,68

A (ID) 36,7 6,7 6,25 —-125,0 log I=0,70 log C + 5,01 0,997 1,00

B (1ID) 22,9 8,2 6,25 —125,0 logl=0,75log C+5,13 0,998 1,43

“sir= relagio sinal/ruido estimado para uma solugdo de 6,25 x 10° mol L™ de H,0,

b CV = coeficiente de variacdo, estimado com 20 determinag¢des de uma solugdo 6,25 10”° mol L™ de H,0,.
I = intensidade méaxima do sinal analitico e C = concentra¢io de peroxido.

41 = coeficiente de correlagio linear.

¢ LD = limite de detec¢io.
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3.3.4. Dispositivo utilizando CA3140

Estudando mais profundamente os amplificadores de instrumentagdo foi
observado que estes ndo sdo os dispositivos eletronicos ideais para se trabalhar
com a soma de sinais, pois eles ndo podem ser tratados simplesmente como
amplificadores operacionais. Adicionalmente foi verificado que as montagens
dos circuitos utilizando o amplificador de instrumentacio ndo eram as mais
adequadas. O ajuste da linha de base estava ligada antes da etapa de
amplificacdo (Figura 3.7) assim com isto o ruido proveniente da fonte de
alimentacdo também era amplificado e, conseqiientemente, aumentando o ruido
da linha de base.

Devido ao fato de o amplificador de instrumentacdo AD524BD ser um
componente eletronico de custo elevado e de dificil aquisicdo, mais tempo foi
investido para o desenvolvimento do dispositivo de detec¢do que utilizasse
apenas componentes de facil aquisi¢do. Desta forma o dispositivo poderia ser
facilmente reproduzido para as pesquisas do grupo envolvendo detecgdo
quimiluminescentes e também espectrofotométricas. Neste sentido foi utilizado
um arranjo de amplificadores operacionais CA3140 para o condicionamento dos
sinais gerados pelos fotodiodos.

O diagrama deste circuito eletronico ¢ mostrado na Figura 3.8. Os
terminais de saida de cada fotodiodo foram conectados as entradas inversoras de
dois amplificadores operacionais para geragdo de sinal em condicdo de
impedancia. Os terminais de saida destes dispositivos foram conectados a um
amplificador configurado como somador de sinais, que também permitia o
ajuste de zero (offset).

A razdo sinal/ruido foi estimada para cada um dos fotodetectores
(fotodiodo A e B) empregando a configuracdo com os dois fotodiodos. Para
tanto, foram considerados os desvios padrdao de 500 leituras da linha base (1,0 -

1,7 mV) e o sinal maximo referente a uma solucdo contendo 7,5 umol L' de
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H,0, (medidas em triplicata). Como nos dispositivos descritos anteriormente,
um aumento significativo da razdo sinal/ruido também foi observado com o
emprego dos dois fotodetectores (Tabela 3.3), indicando que o efeito do
aumento da porcentagem de radiagdo detectada ¢ mais significativo que o
aumento no nivel de ruido. Outras caracteristicas analiticas estimadas sdo

mostradas na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Caracteristicas analiticas do dispositivo proposto empregando 1 ou 2 fotodiodos

Fotodiodo Sinal / ruido’ Equacio da reta’ LD’
(umol L'l)
A ) 28,3 S=16,8+ 3,24 C (r=0,998) 1,1
B (II) 20,0 S=26,4+3,27C (r=0,999) 1,6
A+B (III) 54,0 S=27,5+4,79 C (r=0,999) 0,80

! Estimada considerando os sinais para uma solugio 7,5 pmol L™ H,0, (n=3) ¢ 500 medidas da linha base;
2§ - sinal maximo (mV); C — concentragio de H,O, (umol L™);
? Limite de detec¢io estimado em nivel de confianca de 99,7 %.

Sinais transientes obtidos com solucdes de referéncia, mostrados na
Figura 3.12, indicam um aumento de sensibilidade de ca 50 %, com o emprego
dos dois fotodetectores. Uma resposta linear foi obtida para concentracdes de
H,0, entre 2,50 ¢ 500 pumol L' H,0, (Tabela 3.3). Considerando o desvio
padrao de 500 leituras da linha base, o limite de deteccao foi estimado (de
acordo com as recomendagdes da TUPAC®) em 0,8 pmol L', em nivel de
confianca de 99,7 %. Coeficiente de variagdo foi estimado em de 0,9 % a partir
de 20 medidas empregando uma solucéo contendo 50 pmol L™ H,0,.

Comparando os resultados obtidos com os dispositivos utilizando o
AD524BD (Figura 3.7) e CA3140 (Figura 3.8), apresentados na Tabela 3.4,
pode-se afirmar que os dispositivos propostos apresentaram praticamente o
mesmo desempenho analitico, porém a ultima configuracdo investigada
apresentou um custo significativamente inferior e a vantagem de se utilizar

componentes de facil aquisicdo no mercado nacional.
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Tabela 3.4 - Comparacio das caracteristicas analitica do dispositivo de detec¢ao descrito
na Figura 3.7 (dispositivo 1) com a configuracio eletronica da Figura 3.8 (dispositivo 2).

Dispositivo  Sinal / ruido’ Faixa linear LD’ Custo’
(umol L™ (umol L™ (US$)

1 55,6 6,25 — 125,00 (0,997) 0,68 350,00

2 54,0 2,50—-500,00(0.999) 0,80 150,00

"Estimada considerando os sinais para uma solugdo de 6,25 pmol L™ de H,0, para o dispositivo 1 e uma solucio
7,5 umol L' H,0, para o dispositivo 2;

? Limite de detecgio estimado em nivel de confianga de 99,7 %.

3 Custo total do dispositivo (fotodiodos e demais componentes eletronicos) incluindo taxas e impostos.
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Figura 3.12 - Sinais transientes obtidos com o sistema modelo empregando 1 (I e II) ou 2
fotodetectores (III). Da esquerda para direita os sinais sdo referentes a trés injecdes de 2,5,
7,5; 10,0; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0 e 500,0 umol L' de peroxido de hidrogénio

3.4. Conclusoes

Os dispositivos propostos utilizando tanto o AD524BD (Figura 3.7),
quanto o CA3140 (Figura 3.8), descritos na Parte Experimental, apresentaram
um desempenho analitico comparavel ao citado na literatura empregando
deteccdo com fotomultiplicadora e hexacianoferrato como catalisador. No

trabalho proposto por SHAW,” foi obtido um limite de deteccdo igual a 0,11
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umol L de perdxido de hidrogénio. Porém, neste artigo, o autor estimou o
limite de detec¢do em nivel de confianga de 94,4 %, ou seja, k = 2, enquanto no
presente trabalho foi estimado em nivel de confianca de 99,7 %, k = 3.
Calculando-se o limite de detecgdo como sugere o artigo, obteve-se LD = 0,04
pumol L' de H,0,. Contudo, baseado nos experimentos realizados pode-se
afirmar que este valor ndo corresponde com a realidade, optando-se entdo em
adotar as recomendacoes da [IUPAC.

Também empregando a mesma reacdo quimica e utilizando uma
fotomultiplicadora, BOSTICK e HERCULES® obtiveram um limite de detecgio
de 0,007 pmol L' H,0,, utilizando k=2. A faixa de resposta linear também foi
maior que a obtida no presente trabalho, 0,01 - 10 pmol L de perdxido de
hidrogénio. Porém, mesmo neste caso, os desempenhos dos dispositivos de
detec¢do aqui propostos ndo foram muito inferiores, podendo assim afirmar que
sao adequados para aplicagcdes analiticas utilizando reagdes de
quimiluminescéncia. O limite de deteccao pode ainda ser melhorado mediante a
utilizagdo de um fotodiodo com méaximo de resposta em torno de 420 nm, em
vez de 550 nm do fotodiodo empregado.

O dispositivo de deteccio de quimiluminescéncia apresentou como
vantagens em relacdo as fotomultiplicadoras um baixo custo, baixo consumo de
energia e facilidade de minituarizagdo. Estas tltimas caracteristicas possibilitam

a utilizacao deste detector para medidas em campo.
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CAPITULO 4. DESENVOLVIMENTO DE INSTRUMENTO
COMPACTO, AUTOMATICO E DE BAIXO CUSTO PARA
DETERMINACAO DE DIOXIDO DE NITROGENIO NA
ATMOSFERA EXPLORANDO A REACAO DE GRIESS-
SALTZMAN

4.1. Introducao

Seguindo a linha de projeto ¢ desenvolvimento de detectores oticos de
baixo custo utilizando fotodiodos, neste capitulo ¢ proposto um fotometro de
LED acoplado a um tubo poroso o qual foi utilizado para determinacao de NO,
na atmosfera. A construcdo de tal dispositivo se justifica, pois nos centros
urbanos, o gas didéxido de nitrogénio ¢ um dos principais poluentes da atmosfera
e ¢ um dos principais contribuintes para a formagdo da chuva acida. A emissao
direta de NO, ¢ relativamente pequena, sendo a principal fonte desse gés
proveniente da oxidacdo do NO durante a queima de combustiveis. Em
ambientes fechados e pequenos, a concentragao pode atingir at¢ 200 ppbv. Em
uma cozinha, por exemplo, a concentracao de NO, ¢ 30 vezes superior quando
gas liquefeito de petroleo (GLP) € utilizado.*”

Para a determinagao de NO, varios métodos sao encontrados na literatura,
entre eles destacam-se: conversao do NO, a NO e posterior deteccao deste gas
por quimiluminescéncia em fase gasosa baseando-se na reacdo com o O;;
fluorescéncia induzida por laser; espectrometria de absorcao dtica diferencial,
quimiluminescéncia em fase liquida baseando-se na reagdo entre o luminol e
NO,; e, principalmente a espectrometria de absor¢do molecular, utilizando a
classica reacdo de Griss-Saltzman.*

O instrumento de quimiluminescéncia em fase gasosa ¢ comumente
utilizado para determinagdes continuas em estacdes de monitoramento de ar.
Esse instrumento ¢ encontrado comercialmente e possui um bom limite de

detecgdo. Porém, seu custo ¢ muito elevado e devido as suas dimensdes, nao ¢
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um instrumento apropriado para estudos que requerem a determinagdo da
concentracdo de NO, em varios locais de analise. Nesse mesmo aspecto,
também se encontra a fluorescéncia induzida por laser e espectrometria de

absor¢do Otica diferencial.®

Em relacdo ao método envolvendo a reagdao da
reacdo de quimiluminescéncia com o luminol, apesar deste apresentar uma boa
sensibilidade, a baixa instabilidade do luminol limita o uso desse método para
analise de campo, além de requerer calibracdes constantes.

O método baseado na reagdo colorimétrica de Griess-Saltzman® ¢é o

. A S 65
método de referéncia para a determinacdo de NO,.

Por sua vez, essa
metodologia apresenta como vantagens, quando comparado as outras
normalmente empregadas, a simplicidade do procedimento bem como a sua
implementacdo empregando equipamentos de baixo custo e comuns em
laboratorios de analises.” Neste método, NO, ¢ absorvido em uma solucdo
composta por diversos reagentes, onde o NO, ¢ reduzido a HONO que,
posteriormente, forma um composto estavel de coloracao vermelho-violeta (Ayax
=550 nm).”” Como desvantagem, pode-se mencionar a necessidade da utilizacdo
de borbulhadores de vidro para a dissolucdo do NO,, dificultando assim a
utilizagdo deste método em analise de campo.”” Como alternativa a essa
limitagdo, foram propostos a retencio em fase so6lida® e a utilizacdo de
membranas de difusdo gasosa®®’. Segundo PASQUINI ¢ DA SILVA,* a
utilizagdo de membranas de difusdo gasosa previne interferéncias causadas por
particulas presentes em amostras gasosas.

Atualmente, um dos claros objetivos da ciéncia e tecnologia do novo
milénio ¢ a miniaturizagdo. Em Quimica Analitica ndo ¢ diferente ¢ muitos dos
beneficios da micro-instrumentacdo pode-se destacar a redugcdo do peso, do
volume, do consumo de energia, do gasto de reagentes, do tempo de analise e
custo do dispositivo,”” caracteristicas que tornam esses dispositivos ideais para

medidas em campo.
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Neste trabalho, ¢ proposta a construgdo de um micro-dispositivo para a
determinacdo de NO, na atmosfera. O sistema analitico foi projetado para ser
confidvel, portatil, de baixo custo e capaz de realizar todos os procedimentos
analiticos sem a necessidade de intervencdo do operador. Para atingir esses
objetivos, utilizou-se a reacdo de Griess-Saltzman para a determinacao de NO,
e, para o monitoramento da formacdo do composto colorido empregou-se um
espectrofotdmetro baseado em LED (do inglés Light Emitting Diode). LEDs sao
o meio mais eficiente de producao de luz monocromatica (com largura de banda
que permite o emprego como fonte de radiagao em deteccao fotométrica) e sao
pequenos e baratos, ideal para sistemas analiticos miniaturizados. Devido a sua
estabilidade e confiabilidade, atualmente, os LEDs sdo aplicados em diversos

70,71 - . . cor 12
""" inclusive em sistemas comerciais.

sistemas analiticos,

Para a amostragem gasosa, foi utilizado um microtubo de membrana
porosa, o que propiciou a permeacdo do NO,. Devido a capacidade desse tubo
de transmitir luz, em pequenos comprimentos, esse também foi utilizado como
cela de fluxo. Esse tipo de arranjo simplificou o desenho do sistema,

implementando a constru¢do de um sistema de deteccdo compacto, além da

miniaturiza¢ao do mesmo.

4.2. Parte Experimental

4.2.1. Construcao do Coletor/detector de NO,,

Como mencionado acima, para a amostragem de NO, foi utilizado um
tubo permeavel a gas, PTFE poroso (Poreflon®, Sumitomo Eletric Fine
Polymer) com 50% de porosidade, 1 mm de didmetro interno e 2 mm de
diametro externo. Devido a caracteristica do tubo de possuir um indice de
refracdo proximo ao indice de refracdo da agua (RI = 1,33), foi explorada a
capacidade de transmissdo de luz em pequenos comprimentos, como por

73 ~ . 74
exemplo, de 1 a 5 cm.”” Este tubo ndo se comporta como um guia de onda,
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como aquele construido a partir do Teflon® AF (RI = 1,29). Porém, devido a
uma maior taxa de transferéncia gasosa, instrumentos construidos com 5 cm
deste tubo podem possuir a mesma sensibilidade de instrumentos construidos
com 50 cm de Teflon® AF.”

O detector de NO, ¢ esquematicamente mostrado na Figura 4.1a. Na
Figura 4.1b, ¢ mostrada uma foto do instrumento montado no laboratério. Para a
succao do ar atmosférico foi utilizado um “cooler” (C - Figura 4.1a) de 25 mm
de didmetro operado a 4,2 V (TT-25, Eagletech Computers). Esse “cooler” ¢ um
tipo de ventilador utilizado para refrigeragdio do microprocessador de
computadores portateis (“laptop”) e tem a capacidade de aspirar ar a uma vazao
de 23 L/min. O “cooler” (C) foi acoplado a um tubo (ST) construido a partir de
uma seringa descartavel de 30 cc, com 21,5 mm de didmetro interno. O Tubo de
PTFE poroso - Poreflon® - (PT) foi conectado entre duas pecas de plastico em
“T” e, nesse conjunto, foram acopladas duas fibras Opticas de 0,5 mm de d.i.,
que foram inseridas at¢ 5 mm dentro do tubo de PTFE. Uma fibra optica
conduzia luz proveniente da fonte de radiacdo e a outra fibra conduzia a luz
transmitida até o fotodetector.

O frasco contendo o reagente (R) foi protegido do NO, utilizando uma
coluna contendo carvao ativo na entrada de ar. Para controlar o fluxo da solucao
de reagente foi utilizada uma valvula solendide (SV) de duas vias.

Como fonte de radiacdo para monitoramento da formacdo do composto
colorido foi utilizado um LED com maximo de emissao em 536 nm (L1). Como
fonte de radiagdo para ser utilizada como referéncia, foi utilizado LED (L2) com
maximos de emissdao em 410 ou 840 nm. Todos os LEDs foram acionados
aplicando-se uma corrente de 30 mA.

Como fotodetector foi utilizado um fotodiodo (PD) contendo integrado a
seu corpo um amplificador operacional baseado em um conversor corrente —

voltagem (OPT 301, Texas Instruments). O sinal proveniente do fotodiodo era
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amplificado ¢ o sinal obtido registrado por um computador através de um

conversor analogico/digital.

Sinal de controle
a proveniente do
computador
TC
L1¥L2
ST R SF

Circuito de
amplificagdo

!

Conversor
Analog/Digital
(Aquisicdo de dados)

Entrada do

b reagente

Fibra optica ®R)
proveniente do LEDs
(SF)

.

“Cooler” para
amostragem
de ar

Fibra optica para o
detector.

Saida do (DF)

reagente

Tubo poroso
(PT)

Circuitos eletronicos

Figura 4.1 - Sistema de deteccdo de NO,. a) esquema de montagem: Liquido flui pela agdo
da gravidade, controlado por valvula solendide SV. R: reagente de Griss-Saltzman; TC:
coluna de carvao ativo; T: confluéncia em forma de “T”; PT: tubo Poreflon® com 1 mm di.;
L1 e L2: LED verde e de referéncia; SF: fibra dptica que conduz a radiacdo emitida pelos
LEDs; DF: fibra optica que conduz a luz transmitida para o detector; PD: fotodiodo; C:
“Cooler” de 25 mm (ventilador utilizado para refrigeracdo de microprocessador de laptop);
ST: Tubo de uma seringa descartavel de 30 cc. b) foto do sistema montado.



39

Para o controle do processo analitico e aquisicio de dados, foi
desenvolvido um programa de computador que controlava a abertura da valvula
solendide, o acionamento dos LEDs, a aquisicdo de dados e calculava a

absorbancia de acordo com a Equacao 4.1.

Abs = Log [(Vr - VA)/(Vs — VA)].covvrrerrrrcrcnercscnercscnenenes Equaciao 4.1

Onde, para o sinal de resposta do fotodiodo, Vr quando sémente o LED de
referéncia encontrava-se ligado, Vs quando somente o LED de 536 nm

encontrava-se ligado e, Vd quando nenhum dos dois estava ligado.

4.2.2. Circuitos eletronicos

Para a amplificacdo do sinal gerado pelo fotodiodo, acionamento da
valvula solenéide e dos LEDs pelo computador e para converter uma diferenca
de potencial de 12 V para 4,2 V, foram construidos os circuitos eletronicos
mostrados abaixo.

Para converter uma diferenga de potencial de 12 V para uma de 4,2 V foi

utilizado o circuito eletronico mostrado na Figura 4.2.

Vin LM 317 Vout

H 3.3kQ
0.1 — W\

Figura 4.2 - Conversor 12 V para4,2 V.
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Para permitir que o computador acionasse a valvula solenoide e os dois
LEDs, foi construida uma interface eletronica, conforme esquema da Figura 4.3.
Esse circuito recebia o sinal do computador e fornecia a poténcia necessaria
para o acionamento dos componentes. O circuito da Figura 4.3 difere do circuito
mostrado na Figura 2.2 basicamente no tipo de transistor utilizado para o
acionamento dos dispositivos. Enquanto que no circuito da Figura 2.2 foi
utilizado um arranjo de transistores classicos no circuito da Figura 4.3 foi
utilizado transistores de efeito de campo (IRLDO014). Essa diferenca deveu-se a

necessidasde de uma maior velocidade no acionamento intermitente dos LED.

10 kQ

Sinal proveniente
do computador
100 kQ
G g =
350 Q2 5kQ __l?_
N\ NN\N—
300 Q2 5kQ
N\ NNNN—
TRIDO14
e L
10 kQ

Relé desl. Sinal proveniente
do computador
100 kQ
........... >O—+—+12V
Valvula) | ~ o 1
L \solenoidg O Relé ligado
) [RLDO1 |

+12V AN\ D S

JH

10 kQ . .
Sinal proveniente
do computador

100 kQ

Figura 4.3 - Interface de poténcia utilizando transistor de efeito de campo

Para a detecgdo da variacdo da luz transmitida, foi utilizado o fotodiodo
OPT 301. Para a amplificacdo do sinal gerado por esse fotodetector, foi
construido o circuito da Figura 4.4. E interessante salientar que o fotodiodo foi

colocado dentro de um tubo de cobre para diminuir indugdo de ruidos externos,
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¢ por esse mesmo motivo, todos os componentes foram montados em um unico

circuito impresso.

10 kQ
—N\N\N\
[l
]
20 MQ 33kQ 2| 0.01
. 1 5kQ
! T2V 3/2TL082 NN\
4 .
20 MQ s0kQ L Signal
12V
OPT 301 1
5 -
;ﬂ i Hs
0.1 0.1

Figura 4.4 - Circuito eletronico de amplificagdo do sinal gerado pelo fotodiodo.
4.2.3. Geracao dos padroes gasosos de NO,.

Para gerar os padrdoes gasosos de NO,, foi utilizado um tubo de
permeacgdo. Tubos de permeagdo sao tubos poliméricos ou tubo de metais
contendo uma membrana polimérica que contém na fase liquida a espécie de
interesse.”” O gas difunde através da membrana polimérica a uma taxa constante,
denominada de taxa de permeacdo. A partir desse aspecto, foi possivel a
obten¢ao de padrdes gasosos mediante a passagem de um gas de arraste,
idealmente livre da espécie de interesse, com diferentes vazdes.”®

Para a constru¢ao do tubo de permeacao contendo NO, foi utilizado um
tubo de aco inoxidavel com uma membrana de Teflon com 1 mm de espessura.
Inicialmente, o tubo, previamente pesado, foi colocado em um banho de acetona
com gelo seco para liquefazer o NO, puro proveniente de um cilindro. Depois de
liquefeito uma quantidade satisfatoria de NO,, o tubo foi fechado e sua massa
determinada para quantificagdo de NO, liquefeito no tubo. A massa do tubo foi
determinada, semanalmente, para calculo da taxa de permeacao.

Na Figura 4.5 encontra-se o sistema para a geragdo de padrdes gasosos de
NO,. Como a taxa de permeacao depende da temperatura, o tubo de permeagao

foi mantido em um banho de temperatura controlada. De acordo com o esquema
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da figura, ar ambiente foi previamente purificado por colunas contendo silica gel
e carvao ativado. Em seguida, o ar purificado foi dividido em duas por¢des: uma
para arrastar o NO, proveniente do tubo de permeacgdo e outra para ser utilizado
como diluente. As vazdes eram mantidas por um controlador de fluxo (MF) e a
concentracao de NO,, na saida do sistema, foi calculada de acordo com a

Equacao 3.2.

C (ppbv) = [(P/MW) *22.4] / (Fn + Fd).cecvvvineinnnnnnnnn. Equacao 4.2

Onde C ¢ a concentracao de NO, no gés, P ¢ a taxa de permeagdao, MW ¢ o peso

molecular, Fn ¢ a vazao do gés de arraste e Fd ¢ a vazao do gas diluente.

[< MF > Gas contendo
NO,

MF
Colunas de
silica gel r----- [ R
e carvao 1 1
ativado 1 1
1 - 1
1 1
I I
1 1
1
: \_I:—l—> Tubo de
1 ~
T LT T_ s Permeagéo
ar Banho de temperatura

controlada

Figura 4.5 - Sistema para geracio de padrdes gasosos de NO,. MF = controlador de fluxo.

4.2.4. Reagentes e solucoes

Solucdo absorvente: em um baldo de 100 mL foram adicionados 0,5 g de
acido sulfanilico, 5 mL de 4acido acético glacial e 5 mg de N-(1-Naftil)-
Etilenodiamina dihidrocloreto e agua desionizada até completar o volume.

Solucdo estoque de Nitrito de sodio: 2,03 g de nitrito de sodio foram
dissolvidos em 4gua desionizada e em seguida o volume foi completado para

1 L.
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4.2.5. Procedimento experimental

O ciclo analitico se iniciava com o a abertura da valvula solenoide (SV).
Por meio da forca da gravidade, o tubo poroso era preenchido com uma solugao
nova de reagente. Durante este periodo, os LED eram desligados para a medida
do sinal de escuro, Vd da Equagao 1. Apds um determinado periodo de tempo,
selecionado pelo operador, a valvula SV era desligada, interrompendo o fluxo
do reagente. Os LEDs eram acionados, de forma alternada, para o
monitoramento do composto colorido formado pela reacdao entre a solugdo de
Griss-Saltzman e o NO, difundido através do tubo poroso. Durante o tempo de
parada da solucdo do reagente, os sinais Vs e Vr eram registrados ao longo do
tempo pelo computador para posterior calculo da absorbancia. Terminado o
tempo de andlise, também determinado pelo operador, a valvula SV era

acionada, dando inicio a um novo ciclo analitico.

4.3. Resultados e Discussoes

4.3.1. Preparacao do tubo de permeacio

Depois de preparado o tubo de permeacao, de acordo com a diferenca de
massa, calculou-se que a quantidade condensada de NO, foi de 0,94096 g. O
tubo entdo foi colocado no banho de temperatura controlada, a 30 °C, e foi
permitida a passagem do gas de arraste a uma vazao de 0,2 SLPM (SLPM =L
min"' nas condi¢des normais de temperatura e pressio). Depois de 24 horas,
tempo esse suficiente para que atingisse o equilibrio térmico no tubo, a massa do
tubo foi novamente determinada. O valor obtido nesse experimento foi utilizado
como massa inicial para os calculos. Periodicamente (semanalmente), o tubo foi
pesado, e a taxa de permeagao foi determinada pelo coeficiente angular da curva
obtida empregando a massa do tubo em fung¢do do tempo. Na Figura 4.6 ¢
apresentado o grafico, através do qual determinou-se uma taxa de permeacao

igual a 160 ng min™".
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Figura 4.6 - Grafico da determinacdo da massa do tubo de permeacdo em func¢io do
tempo.

Utilizando-se a Equacdo 4.2, a uma vazao de 0,2 SLPM, determinou-se
uma concentragdo de NO, de 389 ppbv. Para efeito de comparagdo, a
concentracdo de NO, presente no gas de arraste foi também determinada pelo
método padrio de Griss-Saltzman,” utilizando um borbulhador. Por esse
método, determinou-se uma concentragdo de 383 ppbv de NO, para o gas de

arraste bombeado a mesma vazao.

4.3.2. Escolha da fonte de radiacao.

Na Figura 4.7, sdo apresentados os espectros de absor¢do do reagente de
Griss-Saltzman puro e misturado com nitrito de so6dio. Também na figura,
encontra-se o espectro de emissao dos LEDs de 536, 410 e 840 nm. O branco do
reagente ndao possui absorbancia significativa acima de 400 nm. Com a adi¢ao
de NO;, que forma o mesmo produto que a reacdo de NO,, observa-se uma
banda de absor¢do com méaximo em 540 nm. Ainda considerando a Figura 4.7, ¢
possivel observar que a banda de emissao do LED verde (Ap.x = 536 nm) mostra
uma excelente sobreposicdo sobre a banda de absor¢do do produto colorido.
Como o produto da reagdo estudada niao absorve radiagdao acima de 650 nm, o
LED de 840 nm torna-se ideal para ser usado como fonte de radiacdo de
referéncia. Esse segundo comprimento de onda ¢ importante para corre¢ao e
compensacao de problemas como microbolhas no percurso Optico, vibragdes,

etc.
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Para os experimentos inicias, o LED de 840 nm foi utilizado como
referéncia. Porém, devido a perda de 4gua por evaporacao/difusao da solugao de
reagente contida no tubo, um alto sinal de branco foi observado, isso, devido ao
aumento da concentracio do reagente. E importante ressaltar que, no ambiente
do laboratorio, este efeito ndo foi significativo, pois os padrdes gasosos tinham
sempre o mesmo valor de umidade. Porém, em uma andlise de campo, esse
efeito deve ser considerado como um possivel problema para nao se obter falsas
concentragdes de NO..

Para compensar e/ou minimizar este efeito, foi utilizado como fonte de
radiacdo de referéncia um LED com maximo de emissdao em 410 nm. Nesse
comprimento de onda, o valor de absorbancia ndo muda significativamente em
funcdo da concentragdo de nitrito (Figura 4.7). No entanto, toda mudanca de
absorbancia que ocorrer para a regido de 536 nm, que ndo seja a reacao de
formacdo do composto colorido, ocorrera para a regido de 410 nm.
Complementando isso, quando empregando o LED de 410 nm como referéncia,
mediante o aumento da absorbancia causada pela evaporagdo de agua, os valores

obtidos serdo corrigidos utilizando a Equagao 4.1.

<
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5 0,15 -
)
o]
<
-0,05 ‘ ‘ ‘
350 550 750 950
Comprimento de onda/nm

Figura 4.7 - Espectros. Linha preta ¢ o espectro de absorbancia do reagente de Griss-
Saltzman. Linhas rosas sdo os espectros de absorbancia do reagente de Griss-Saltzman com
nitrito de so6dio nas concentracdes 0, 2, 4, 6 ¢ 10 mmol L. Linhas azul, verde e vermelha sdo,
respectivamente, o espectro de emissdo do LED de 410 nm, 536 nm e 840 nm.
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4.3.3. Avaliacao do espectrofotometro de LED.

Para avaliar o desempenho do detector, foram utilizadas solucdes de
referéncia preparadas a partir de nitrito de sodio. Utilizando uma bomba
peristaltica e um injetor proporcional foi montado um sistema de analise por
injecdo em fluxo em linha Unica. Foi utilizado o proprio reagente como a
solucdo transportadora e, as solucdes de nitrito foram injetadas no sistema.
Como o intuito era de apenas avaliar o detector, varidveis como vazao da
solucdo transportadora, bobina de reagdo e comprimento da alga de amostragem
foram arbitrariamente selecionados. Na Figura 4.8 ¢ apresentado o resultado
obtido nesse estudo, e € possivel constatar que o detector pode ser utilizado para

o monitoramento da reagao de Griss.

1
s 0.8
2
5 0,6 1
2
o 0,4 -
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® 0,2 -
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Figura 4.8- Sinal transiente de solu¢des de nitrito de sdédio utilizando o
espectrofotdémetro LED desenvolvido. Da esquerda para direita 2, 4, 6 ¢ 10,0 mmol L™ de

nitrito de so6dio. Absorbancia calculada de acordo com a Equacdo 4.1. LED de referéncia =
840 nm.

4.3.4. Determinacao de NO,

Inicialmente, o detector de NO, foi construido utilizando o tubo de
polipropileno Acurel PP®. Porém, a medida que o tempo de parada de fluxo
aumentava, ocorria uma deposi¢do do reagente na parede interna do tubo,
limitando assim sua capacidade de transmitir luz. Isso era observado apds 5
minutos de parada do fluxo do reagente. Para contornar esse efeito, foi

adicionado um tenso ativo (Zonyl FSN) ao reagente. Contudo, ao utilizar essa
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solucdo, o tubo perdeu completamente a capacidade de transmitir luz. Isso
devido a penetragdao das moléculas do tenso ativo nos poros da membrana, que,
como conseqiiéncia, aumentou o indice de refragdo do tubo, até perda completa
da capacidade de transmitir luz.

Foi observado o mesmo efeito de deposi¢do do reagente nas paredes
internas quando foi testado o tubo Poreflon®. Porém, deve ser ressaltado que
1Ss0 sO era observado para tempos de parada de fluxo superiores a 30 minutos, o
que possibilitou a utilizagdo desse material para andlises com intervalos de
tempo inferiores a aqueles. Outra vantagem, ¢ a etapa de limpeza do reagente
aderido em suas paredes empregando agua, lembrando que para o tubo Acurrel®
foi necessario a utilizacdo de metanol.

Um dos fatores que afetam a sensibilidade é o comprimento do tubo.” A
medida que ha aumento no comprimento do tubo maior € a sensibilidade, isso,
devido ao aumento do percurso Optico e da area de transferéncia de massa pela
difusdo gasosa. Porém, como o tubo utilizado ndo ¢ propriamente dito um guia
de onda, como o teflon AF®, quanto maior o comprimento do tubo menor sera a
quantidade de luz que chegara ao detector. Dos LEDs utilizados o que tinha
menor luminosidade era o lede verde (536 nm), portanto, o aumento do
comprimento do tubo ficou limitado a esse LED. Até 6 cm de tubo foi possivel
obter uma transmissdo de luz em quantidade satisfatoria. Acima de 6 cm, a
quantidade de luz que chegava ao detector ndo tinha intensidade suficiente e,
dessa forma, comprometia a precisao dos resultados. Modificando o tipo de
fonte de reagdo, maiores comprimentos de tubos poderiam ser utilizados, porém,
como o objetivo do trabalho era a constru¢do de um instrumento portatil,
miniaturizado e de baixo custo, buscou-se outra forma para aumentar a
sensibilidade do método proposto.

Outro fator que afeta a sensibilidade ¢ o tempo de andlise, ou seja, o
tempo que € permitido para o reagente ficar na cela de fluxo. Quanto maior o

tempo maior sera a quantidade de NO, absorvida pelo reagente e,
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consequentemente, maior sera o tempo de reagdo. Fator esse muito importante,
visto que se trata de uma reagdo de cinética lenta, 15 min seriam necessarios
para completar a reagio.”*

Depois de constatada a possibilidade de utilizacdo do sistema analitico
para determinacdo de NO,, foi estudado o efeito do tempo de anélise. Na Tabela
4.1 encontram-se os resultados obtidos variando-se o tempo entre 5 e 30
minutos. Os resultados também podem ser observados na Figura 4.9, onde ¢
mostrado um registro tipico para concentracdo de NO, entre 5,0 e 40 ppbv para
um tempo de anélise de 15 minutos. Na Figura 4.10, ¢ mostrado o registro para
um tempo de andlise de 20 minutos. Nessa mesma figura ¢ possivel observar a
capacidade do sistema em distinguir pequenas diferencas de concentragdes de
NO, (4,7; 6.2 € 9,2 ppbv). A repetibilidade das medidas ¢ possivel ser observada

na Figura 4.11, onde ¢ mostrada varias determinagdes do branco e do padrao

gasoso de 5,0 ppbv.

Tabela 4.1 - Caracteristicas analiticas em func¢io do tempo de analise.

Tempo de Equacao da reta Faixa de Coeficiente de Limite de
analise y=ax+b concentracao correlacao deteccio
(min) (ppbv) linear. (R) (ppbv)
5 y =0,005x + 0,010 5,0 -40,0 0,9992 0,6
10 y=10,010x + 0,029 5,0-40,0 0,9999 0,5
15 y =0,022x + 0,037 4,7-9,3 0,999 0,3
15 y=0,019x - 0,014 5,0 -40,0 0,998 0,3
20 y =0,030x + 0,061 4,7-9,3 0,998 0,2
25 y =0,038x + 0,096 4,7-9,3 0,9997 0,2
30 y =0,047x + 0,129 4,7-9,3 0,9998 0,2

40 ppbv NO,
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Figura 4.9 - Registro tipico dos sinais transientes obtidos com padrdes gasosos de NO;.
Tempo de andlise = 15 min. LED de referéncia = 840 nm.
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Figura 4.10 - Registro tipico dos sinais transientes obtidos com padrées gasosos de NO;.
Tempo de andlise = 20 min. LED de referéncia = 840 nm.
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Figura 4.11 - Registro tipico dos sinais transientes para repetidas determinacdes do
branco e S ppbv de NO,. Tempo de andlise = 15 min. LED de referéncia = 840 nm.

Nota-se na Tabela 4.1 que apesar do aumento do coeficiente angular com
o aumento do tempo de andlise, o limite de detec¢do ndo diminui na mesma
propor¢do. Nesse caso, quanto maior o tempo de andlise maior também ¢ o
desvio padrao relativo das 20 medidas do branco (ar com auséncia de NO,).
Portanto, levando em consideragdo o compromisso entre sensibilidade e
freqiiéncia analitica, para os experimentos seguintes, foi adotado um tempo de
analise de 10 minutos. Com o sistema, foi obtido um desvio padrao relativo

igual a 2,4 % para 20 medidas de um padrao gasoso de 5,0 ppbv de NO, e
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devido ao baixo limite de detec¢ao obtido o sistema mostrou-se adequado para o
monitoramento de NO, na atmosfera. O sistema proposto apresentou ainda um
baixo consumo de reagente, em funcdo do baixo volume da cela de fluxo,
aproximadamente 50 pL.

Porém, quando utilizando o LED de 840 nm como fonte de radiacao de
referéncia, o sistema ficou susceptivel a variacdo de umidade do ar atmosférico.
Quanto mais seco o ar amostrado pelo “cooler” maior serd a evaporacao de dgua
do reagente e, portanto, maior serd o acréscimo de sinal devido ao aumento da
concentracdo de reagente. Para corrigir essa interferéncia, utilizou-se como fonte
de radiacdo de referéncia um LED com maximo de emissao em 410 nm. Nessa
regido do espectro a absorbancia do reagente de Griss-Saltzman muda muito
pouco em funcdo da concentragdo de NO, (ou nitrito), porém, acompanha as
mudangas que ocorrem na regido de 536 nm, que ndo sdo provenientes da
formagcao do composto colorido. Com a estratégia adotada, o aumento na
concentracao do reagente, devido a evaporacao de agua, sera corrigida pelo LED
de referéncia, assim como as perturbagdes fisicas tais como vibragdes e
formacao de microbolhas.

Para avaliar a eficiéncia dessa estratégia, para corrigir o sinal devido a
evaporacdo de dgua, foram realizadas determinagdes de NO, com ar saturado
com H,O e com ar seco. Para gerar o ar saturado, o gas diluente foi borbulhado
em um frasco contendo dgua antes de confluir com o gas vindo do tubo de
permeagao.

Na Figura 4.12 ¢ mostrado um resumo dos resultados obtidos quando
utilizando ar saturado e ar seco. Na figura, ¢ mostrada a resposta do detector
para o branco e para concentracdes entre 5,0, 10,0 e 20,0 ppbv. O trago preto
representa a absorbancia calculada da forma tradicional (Equacdo 4.3 abaixo)
para o ar seco. O trago rosa idem, porém, para o ar saturado com H,0O. Observa-
se para essa ultima situagdo que quase nao existe sinal do branco, pois nao ha a

evaporagdo de dgua do reagente. Observa-se também que os sinais obtidos com
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0 ar seco sao maiores do que aqueles obtidos com o ar saturado, resultando em
falsas medidas de concentracdo. Ainda na Figura 4.12 encontram-se os tragos
azul e vermelho, que correspondem a absorbancia calculada com a Equagao 4.1
utilizando ar seco e ar saturado, respectivamente. E importante observar na
figura que ndo ha diferencas significativas entre tragos azul e vermelho.
Também quando comparado com o trago rosa (resultado obtido utilizando ar
saturado com H,0), os tragos azul e vermelho ndo apresentaram diferencas
significativos. Esses resultados mostram que a estratégia adotada para corrigir a

flutuacao do sinal em fun¢ao da umidade do ar foi eficiente.
Absorbancia = Log [(Va-Vd)/(Vs-Vd)]...cccervercurcsennens Equacio 4.3
onde Vs = sinal de resposta do fotodiodo com o reagente na cela de fluxo,

Va = sinal de resposta do fotodiodo com agua na cela de fluxo e Vd sinal de

resposta do fotodiodo com o LED desligado.

<- 0.29 == gr seco - Abs eq. 4.1
= ar saturado - Abs eq. 4.1 /
~ ar seco - Abs eq. 4.
S 019 - ar saturado - Abs eq. 4.3
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Figura 4.12 - Sinais obtidos com branco, 5, 10 e 20 ppbv NO,. Tracos preto e rosa
correspondem a absorbancia calculada de acordo com a equagao 4.3 utilizando,
respectivamente ar seco e saturado com H»O. Tracos azul e vermelho correspondem a
absorbancia calculada de acordo com a equagdo 4.1 utilizando, respectivamente ar seco €
saturado com H,O.

Uma vez definida a estratégia de compensagdo da evaporacao de dgua do
reagente, calcularam-se as figuras de mérito do sistema. O sistema de detec¢ao

de NO, foi operado continuamente durante 7 dias. Durante esse periodo,

utilizando os padrdes gasosos, foram construidas 4 curvas analiticas, em
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intervalos de 48 horas. Na Figura 4.13, ¢ apresentado o registro tipico de uma
dessas curvas. Na Tabela 4.2 encontram-se as equacoes da regressdo linear bem
como o coeficiente de correlagdo linear obtido para cada curva. Através das
equagdes da reta ¢ possivel observar a estabilidade do sistema, visto que ha
pouca diferenga entre os coeficientes. De acordo com esses resultados, o sistema

¢ eficiente por longos periodos de tempo.
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Figura 4.13 - Registro tipico dos sinais transientes obtidos com padroes gasosos de NO,.
Tempo de andlise = 10 min. LED de referéncia = 410 nm.

Tabela 4.2 - Curvas analiticas.

Curva Equacio da reta Coeficiente de
y=ax+b correlacao linear
1 y =0,0088x - 0,009 0,998
2 y =0,0093x - 0,008 0.9997
3 y =0,0092x - 0,006 0.997
4 y =0,0095x - 0,007 0,9992

Na Figura 4.14, sdo apresentados os resultados de vérias medidas do
branco e 5,0 ppbv de NO,, demonstrando a repetibilidade do sistema. Na Figura
4.15, também sao mostradas repeticdes para a determinagdo de 5 ppbv de NO,,
porém, para uma freqiiéncia de amostragem menor do que aquela apresentada na
Figura 4.14, mostrando a versatilidade do programa de controle, que pode ser

adaptado de acordo com as necessidades analiticas.
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Com o LED de 410 nm como fonte de radiagcao de referéncia, o sistema de
detec¢dao de NO, apresentou um desvio padrao relativo da ordem de 5 % para
gases com concentragao de 5,0 ppbv de NO, e limite de detecgdo igual a 0,5

ppbv de NO; para um tempo de andlise de 10 minutos.

0,08
0,06 -
0,04
0,02

Absorbancia / U.A.

'0,02 T T T T

Tempo / hora

Figura 4.14 - Registro tipico dos sinais transientes para repetidas determinacées do
branco e 5 ppbv de NO,. Tempo de analise = 10 min. LED de referéncia =410 nm.
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Figura 4.15 - Registro tipico dos sinais transientes para repetidas determinacdes de 5
ppbv de NO;. Tempo de andlise = 10 min a cada 20 min de intervalo. LED de
referéncia = 410 nm.
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4.4. Conclusoes

Nesta etapa do trabalho, foi desenvolvido um mini-dispositivo automatico
para a determinacao de NO, na atmosfera. A detec¢do baseou-se na reagdo
colorimétrica de Griss-Saltzman e para mensuracdo do produto colorido foi
construido um fotdmetro utilizando LEDs (Light Emitting Diode). O
instrumento ¢ compreendido de um coletor de gases, cela de fluxo, fonte de
radiacdo e fotodetector e todos os componentes foram condicionados na mesma
unidade, que resultou em um instrumento compacto. Além disso, o sistema
analitico, com dimensdes reduzidas, teve ainda como vantagem o baixo
consumo de reagente. Nesse caso, evidenciando que com a cela de fluxo de
aproximadamente 50 pl, para garantir a auséncia do efeito de memoria
(interferéncia causada pela amostra anterior), foram necessarios apenas 100 uL
da solucao do reagente em cada ciclo analitico.

Deve ser considerado ainda que o sistema apresentou um baixo custo, pois
ndo foram utilizados bomba peristaltica e espectrofotdmetro comercial
(equipamentos de maior custo em sistemas automaticos de analises quimicas).
Foram utilizados apenas componentes eletronicos simples, baratos e de facil
aquisi¢do, sendo o fotodiodo e a valvula solendide os componentes de maior
custo, ou seja, US$ 10,00 e US$ 50,00, respectivamente.

Deve-se ainda ressaltar que o sistema analitico desenvolvido realiza
automaticamente todas as etapas do procedimento de analises e pode ser
operado por longos periodos de tempo (~ 168 horas) sem a necessidade de
calibragdo ou de interferéncia do operador. Apesar das mudangas na capacidade
do tubo poroso em transmitir de luz, devido a deposicdo do reagente nas paredes
internas do tubo, o sistema analitico apresentou uma boa estabilidade devido a
utilizacao de uma fonte de luz de referéncia, que corrigiu, além das perturbagdes

fisicas, a flutuagao do sinal em funcao da evaporagao de agua.
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CAPITULO 5. DETERMINACAO DE L-ALANINA EM LINHA
DE SINTESE UTILIZANDO REACAO ENZIMATICA E
DETECCAO QUIMILUMINESCENTE

5.1. Introducao

A determinacdo da quantidade e do tipo de aminoacido ¢ extremamente
importante no campo da medicina e da bioquimica, auxiliando no diagnostico de
desordem do metabolismo’’ e doencas degenerativas.”” Recentemente, as
determinacdes destas espécies quimicas tém despertado interesse no campo da
tecnologia de alimentos, visto que os aminoacidos sdo uteis para a determinagao
de propriedades nutricionais, e estdo intimamente ligados as caracteristicas
sensoriais.”” Nas 4reas industriais e agro-industriais, a determinagio de
aminodcidos também tem sido explorada como meio de controle de qualidade de
produtos,80 sendo possivel a identificagdo de contaminacdo bacteriologica,
adulteracio e tempo de prateleira em produtos derivados de leite.*’

A cromatografia liquida de troca i06nica e mais recentemente a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna de fase reversa, tem sido
utilizada como principal técnica para separagdo e determinagdo de
aminoacidos.*” Porém, aminoacidos n3o sdo facilmente detectados diretamente
por meio de técnicas espectrofotométricas, pois a maioria dos aminoacidos
absorve radiagdo eletromagnética na regido ultravioleta, entre 220 ¢ 254 nm. Em
vista disso, € necessario o emprego de técnicas de derivatizagdo, “pre-column”
ou “post-column” para a detec¢do espectrofotométrica ou espectrofluorimétrica
de baixas concentra¢des.” Um dos métodos mais tradicionais, que utiliza a
derivatizagdo “post-column”, se baseia na reagdo com ninidrina.** O produto
resultante dessa reagdo apresenta uma coloragdo azul intensa. Apesar de

sensivel, esse método apresenta uma série de desvantagens, por exemplo,
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interferéncia causada pela amonia e por aminas primarias, o que resulta em altos
valores de branco.*

Outros reagentes tém sido sugeridos para a derivatizagao dos aminoacidos
pré ou post-column,* e dentre eles estdo o acido trinitrobenzenosulfénico
(TNBS), o ortoftaldialdeido (OPA), a fluorescamina, o fenilisotiocianato (PTC),
etc. Embora apresentem uma melhor sensibilidade em relacdo aos métodos sem
derivatizagdo, estes tém como desvantagens longo tempo para a determinacao
e/ou alto custo dos reagentes.®

A cromatografia em fase gasosa também tem sido empregada para a
determinacio de aminoacidos,™ porém, sdo necessarias etapas de isolamento dos
aminodcidos e de derivatizacao para a producdo de seus derivados volateis. Com
a proposta da eletroforese capilar, muitos trabalhos foram desenvolvidos
utilizando esta técnica para a determinacdo de aminoacido.*

Excluindo os métodos citados acima, para a determinacao
espectrofotométrica de um aminoidcido em uma mistura complexa, alguns
procedimentos descritos na literatura se baseiam em reagdes especificas com o
aminoacido alvo, para produzir um composto que possa ser detectado.”
Entretanto, sdo necessarias varias etapas de processamento da amostra, tornando
esses métodos muito morosos.

Recentemente, aminoacidos contendo grupos sulfidricos, como a cisteina
e a metionina, foram determinados indiretamente com a cloramina-T. O método
se baseia, na primeira etapa, na oxida¢do dos aminoacidos pela cloramina-T.
Posteriormente, o excesso de reagente remanescente era determinado,
considerando como sinal analitico a diminui¢do da concentra¢do da cloramina-
T.® Para a determinacéo da cloramina-T, foi utilizada a reacdo em solucdo acida
de iodeto, produzindo o ion tri-iodeto, detectado amperometricamente. O
sistema foi aplicado para formulacdes farmacé€uticas e veterindrias e apresentou

’ . r, e . . ~ —1 . 14
como caracteristicas analiticas limite de detec¢do de 0,06 mg L™ para cisteina e
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0,1 mg L' para metionina, coeficiente de variagdo menor que 1,1 % e uma
freqiiéncia analitica de 220 determinagdes por hora.

Os métodos baseados na diminuicdo da atividade catalitica de um ion
metalico na presenca de aminoacidos t€m sido propostos, os quais utilizam tanto
técnicas de detec¢do espectrofotométrica®” como quimiluminescéncia.”® Apesar
de apresentarem boa sensibilidade, esses métodos ndo sdo seletivos, sendo
portanto, empregados em analises em fluxo para a determinagdo da
concentragdo de aminoacido total,”’ ou como detec¢io “post-column” em
cromatografia liquida®™ e eletroforese capilar.”’*>

Aplicada a quimiluminescéncia, esta estratégia se baseia na supressdo de
radiacdo emitida pelo sistema luminol-H,O, utilizando Cu(II), Co(II) ou outro
metal de transi¢do como catalisador. Devido ao fato do catalisador complexado
ndo induzir a reacdo de quimiluminescéncia como o metal “livre”, um sinal
negativo era gerado devido a supressdao de luz, quando um aminoacido, ou
qualquer outro complexante, fosse injetado no fluxo transportador. Esta
estratégia foi, inicialmente, utilizada em 1975 para a determinacdo de
aminoacido total,” depois em 1985 empregando HPLC®® e mais recentemente,

1,92 % :
192 £ interessante destacar que,

1996 ¢ 1998 empregando a eletroforese capilar.
devido a diferenca entre as constantes de formacao do complexo entre o metal e
cada aminoacido, diferentes limites de deteccio e sensibilidades foram obtidas.*®

Também, explorando a supressdo na emissdo de luz, YANG et al.”
utilizaram a interferéncia causada pelos aminodcidos no sistema
quimiluminescente luminol-BrO, como forma de deteccdo indireta de
aminoacidos. Em meio alcalino, o BrO™ reagia com o luminol gerando uma
intensa luz azul. A presenga de um aminoacido, ou qualquer substancia que
reagia com o BrO™ causando uma diminui¢do de sua concentracdo, diminuia a
luz emitida na reagdo de quimiluminescéncia. A diferenca na emissao de luz era,

entdo, utilizada como sinal analitico. Devido a falta de seletividade, o método de
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deteccgdo foi utilizado em um sistema de eletroforese capilar para determinagdes
de aminoacidos em formula¢des farmacéuticas.

Uma forma de detec¢io direta de aminoacido por quimiluminescéncia®®
foi obtida empregando-se a reacdo com o tris(2,2’-bipiridil)ruténio(II)
(Ru(bipy);>"). Esse composto emite uma luz de cor alaranjada brilhante quando
oxidado em meio 4cido, passando para a forma Ru(bipy);’’, ¢ subseqiiente
redu¢do com hidroxido de sodio concentrado ou hidrazina,®® por exemplo. A
forma reduzida excitada ¢ responsavel pela emissao da radiagdo. Na Figura 5.1

encontra-se um esquema simplificado da reagdo deste composto com

aminoacidos.
*H;N-CRHCO, + OH > H,N-CRHCO; + H,0
H,NCRHCO, + Ru(bipy);* > H,N°*CRHCO, + Ru(bipy);**
H,N° ‘CRHCO, > H,NC°RCO, + H"
H,NC°RCO, + Ru(bipy)s** > HNCRCO, + [Ru(bipy);*]* + H"
HNCRCO, + H,0 > RCOCO; + NH;
[Ru(bipy)s* ] > Ru(bipy);** + hv

Figura 5.1 - Esquema simplificado da reacio entre aminoacido e Ru(bipy)32+. Ref.48.

Além de aminoacidos, com este sistema de quimiluminescéncia, €
possivel também determinar diretamente compostos organicos que reduzam a
forma Ru(bipy);>", como por exemplo, acidos carboxilicos.” Esta caracteristica
¢ extremamente vantajosa, ¢ tem sido utilizada como meio de deteccdo em
cromatografia liquida.

Porém, devido a instabilidade do complexo Ru(bipy);’", 0 mesmo deve
ser gerado imediatamente antes da andlise, ou gerado em linha, para
cromatografia liquida ou andlise por injecdo em fluxo. No caso citado acima, a
oxidagdo do complexo em linha foi realizada por via eletroquimica,” com o
acoplamento dos eletrodos na cela de fluxo, o que melhorou a sensibilidade do

método, pois a luminescéncia s6 era gerada na cela de detecgao.
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Ainda em rela¢do a quimiluminescéncia, o reagente N-bromosuccinimida
(NBS) em meio alcalino foi utilizado para determinacdo de amino-compostos.”*
A reagdo ¢ intensificada na presenca de aldeidos, porém, foi observado que
acido huimico intensificava seletivamente a reagdo de NBS com glicina, teonina
e arginina. A reacdo de quimiluminescéncia foi empregada em sistemas de
analises em fluxo e aplicada para determinagdo desses trés aminoacidos em
formulagdes farmacéuticas. O sistema analitico mostrou-se rapido e simples,
podendo ser analisadas 115 amostras por hora.

Recentemente, COSTIN et al.”’ estudaram os melhores reagentes de
quimiluminescéncia e as melhores condigdes experimentais para a determinacao
seletiva de prolina, tirosina, fenilalanina e triptofano, utilizando sistemas de
analises em fluxo. Segundo os autores, prolina foi o Gnico aminoacido a emitir
radiagdo na reagdo com tris(2,2’-bipiridil)ruténio(Ill), enquanto que a histidina
catalisava seletivamente a reagdo entre luminol e Mn(II). Permanganato de
potassio reagiu seletivamente com tirosina em pH 6,75. Utilizando uma coluna
de C18, foi possivel determinar simultaneamente fenilalanina e triptofano com a
reagdo de quimiluminescéncia envolvendo Cu(Il)-aminoéacido e peroxido de
hidrogénio. Todos os métodos apresentaram um coeficiente de variacdo melhor
que 5 % e foi possivel a determinacao seletiva de cada aminoacido citado acima
em uma mistura sintética de 20 aminoacidos.

Atualmente os métodos analiticos baseados em reagdes enzimaticas tém
despertado grande interesse, especialmente devido a alta seletividade. Esses
métodos, na maioria das vezes, sdo baseados em enzimas especificas, que
resultam em um produto que pode ser facilmente determinado. Geralmente, sdo
utilizadas as enzimas do tipo oxidase, que apresentam alta estabilidade, longo
tempo de vida util e ndo necessitam de coenzimas ou cofatores, como € o caso
das enzimas do tipo desidrogenase.” O principal produto da reacdo do substrato
com sua respectiva oxidase ¢ o perdéxido de hidrogénio, o qual pode ser

: o : . ~ 79,82 - -
determinado utilizando diversas técnicas de detecgdo:”** potenciometria;
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amperometria; espectrofotometria; fluorimetria e quimiluminescéncia. Aliado ao
processo de analises por injecdo em fluxo, os métodos enzimaticos apresentam
ainda como vantagens, alta freqiiéncia analitica e alta sensibilidade.™

Porém, no caso da determinacao de aminoacidos, ainda nao foi encontrada
uma enzima especifica para cada espécie, sendo utilizada uma enzima que reage

81,97 ~
€ sao

com o maior numero de aminoacidos, a L- ou D- aminoacido oxidase,
encontradas na maioria dos trabalhos envolvendo aminoacidos. Essas oxidases,
abreviadas aqui de L-AAOX e D-AAOX, sdo flavoproteinas, que catalisam a
oxidacdao de um aminoacido formando entre outros produtos,98 NH," e H,0,. Na

Figura 5.2 € mostrado um esquema simplificado desta reacao.

] ?
Hc|:-NH§ +H,0+0, & §=o NH; + H,0,
COO COO

Figura 5.2 - Esquema simplificado da oxidacio de um aminoacido catalisada pela
AAOX. Ref. 99.

Na verdade, a reacdo da Figura 5.2 ocorre em duas etapas. Na primeira,
ocorre a reducdo da enzima pelo aminoacido e na segunda, a reoxidacdo da
enzima pelo oxigénio molecular. Na presenga de baixas concentracdes de
oxigénio ou altas concentragdes de aminoacido, a enzima reduzida, na primeira
etapa, pode reagir com mais de um aminoacido, para depois ser oxidada
lentamente pelo oxigénio.”

Na Tabela 5.1, sdo mostrados os valores de atividade relativa da enzima
L-AAOX para diferentes aminoacidos, em relacao a L-fenilalanina, obtidas com
um sistema para deteccdo do H,O, formado por quimiluminescéncia. Como
pode ser observado, a maior desvantagem da utilizagdo de AAOXs nao
especifica ¢ que, dependendo do aminoacido, diferentes atividades serdo obtidas,
o que impossibilita a determinacdo de aminoacidos totais.®' Portanto, a maioria
dos trabalhos que utilizam tanto a L-AAOX como D-AAOX tem como

finalidade a determinagdo da razdo L-aminoacido/D-aminoacido (indicador de
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contaminacao bacteriologica),” o monitoramento de fermentagdes (produgao de

100 101

queijo, por exemplo), =~ como detector em cromatografia liquida™™ ou outro

método de separagio.”’

Tabela 5.1 - Atividade relativa da enzima L-AAOX para diferentes L-aminoacidos,
usando L-fenilalanina como referéncia.

Substrato Atividade Relativa® (%)
L-leucina 153,6
L-arginina 134,8
L-fenilalanina 100,0
L-isoleucina 88,4
L-metionina 79,7
L-lisina 56,5
L-valina 42,0
L-triptofano 31,3
L-asparagina 28,4
L-histidina 14,8
L-cisteina 13,9
L-tionina 2,1
Glicina 1,6
L-serina 0,8
L-prolina 0,0°
L-hidroxiprolina 0,0°
L-aspartato 0,0°
L-glutamato 0,0°

*_Condi¢des de reacdo: 25 mL de 1,0 x 10®* mol L' de substrato para 0,21 unidade de enzima;
®_ nio foi observada atividade por quimiluminescéncia .

Dentre os trabalhos encontrados na literatura que empregam a L-AAOX
para a oxidacao de aminodacidos, todos utilizam a enzima de forma imobilizada.
Dessa forma, a enzima pode ser reutilizada varias vezes. A técnica de
imobilizagdo utilizada na maioria dos trabalhos ¢ a imobiliza¢do covalente. Esta
técnica consiste em ligar um aminodcido ndao essencial da estrutura da enzima
em um suporte ativado como, por exemplo, celulose, polimeros sintéticos ou
vidro.'” Segundo MOTTOLA,'** esta ¢ a técnica de imobiliza¢io mais utilizada
em sistemas de analise em fluxo.

Quanto a técnica de deteccdo dos produtos da reagdo enzimatica, foram
utilizadas: detec¢do amperométrica;® detec¢do potenciométrica'®” com eletrodo
sensivel a NHj; deteccao potenciométrica104 com eletrodo modificado sensivel a

~ . . . ~ . 105
NH;; e deteccao do H,O, por quimiluminescéncia.
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No caso especifico de determinacdo de L-alanina, esse aminoacido tem
sido seletivamente determinado através do emprego da enzima alanina
desidrogenase. Como produto da reacdo enzimatica obtém-se NH; em
quantidade proporcional a concentracdo de L-alanina. Para a determinagdo da
amoénia foram empregadas diversas técnicas de detec¢do, tais como:
amperométrica,'”® potenciométrica (com eletrodo sensivel a amonia)'”’ e
espectofotométrica.'” Para essa tltima, foi utilizado um sistema de analises em
fluxo empregando uma camara de difusdo gasosa. A amoOnia gerada na reagao
enzimatica difundia para uma solu¢do aceptora, onde era determinada utilizando
o reagente o-ftaldeido (OPA). Essa ultima estratégia de deteccao apresentou um
limite de detecgdo 0,01 mmol L™ de L-alanina e uma freqiiéncia analitica de 15
determinacdes por hora. Porém apresentou como desvantagem uma severa
interferéncia de amonia e a necessidade de utilizar um cofator NAD" para o
desenvolvimento da reacdo enzimatica.

Empregando enzimas do tipo desidrogenase, L-leucina foi seletivamente
determinada com deteccdo quimiluminescente. O método se baseava,
primeiramente, na reagdo do aminoacido com L-leucina desidrogenase na
presenca de NAD', com a formacio de NADH entre outros produtos. Em
seguida, a partir da oxidagdo do NADH pela enzima NADH oxidase, era
formado o peroxido de hidrogénio. O H,O, formado, por sua vez, reagia com o
luminol na presenca da enzima peroxidase, emitindo luz proporcional a
quantidade do aminoacido. As trés enzimas eram imobilizadas juntas em
suportes poliméricos que foram condicionados na cela de fluxo. O sistema de
fluxo foi aplicado para amostras de plasma e apresentou uma freqiiéncia
analitica de 25 amostras por hora e limite de detec¢do de 10 nM. A desvantagem
deste procedimento ¢ a necessidade de utilizacdo de pelo menos duas enzimas
para a producdo de peroxido de hidrogénio, o que encarece o custo da

determinacao.
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Visando facilitar o controle do processo de sintese de L-alanina nesta
etapa do trabalho ¢ proposto um procedimento analitico automatico para a
determinagdo deste aminoacido em linha de produgdo. Para a determinagdo de
L-alanina foi utilizada a enzima L-aminoacido oxidase, devido as vantagens
expostas nesta introducdo. Para a detec¢do do peroxido de hidrogénio formado
na reacao de oxidagdo do aminoacido pela enzima, foi empregando a rea¢dao de

quimiluminescéncia do luminol catalisada pelo hexacianoferrato de potéssio.

5.2. Parte Experimental

5.2.1. Equipamentos

Além dos equipamentos descritos no capitulo 2 e do detector descrito no
capitulo 3, para a montagem dos modulos de analises foram utilizados duas
colunas 15 mm x 5 mm d.i. construidas em acrilico para condicionamento da
resina anionica forte AG1-X8 e da enzima imobilizada, esferas de vidro
modificadas com aminopropil e banho com temperatura controlada Nova

Técnica, NT 245.

5.2.2. Solucoes

Solugdo tampdo carbonato 0,2 mol L™ foi preparada dissolvendo-se 13,8 g
de K,CO3; em 500 mL de agua destilada, e ajustando-se o pH para 10,5 com
solugdo 0,1 mol L™ de HCL.

Solu¢des de tampao fosfato com concentragdes entre 0,01 e 0,3 mol L'e
com pH entre 7,0 e 8,0 foram preparadas a partir de uma solucao estoque de 1,0
mol L de KH,PO, ¢ 1,0 mol L' NaOH.

Solugdes de tampao borato pH 8,5 € 9,0 foram preparados a partir de uma

solucao estoque de 0,1 mol L' de H3BO; e 0,1 mol L™ de NaOH.
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Solucdes 1,0 — 10 mmol L de luminol, foram preparadas dissolvendo-se
de 0,035 a 0,350 g de 3-aminoftalidrazida (sigma) em solu¢ao tampao carbonato
0,2 mol L™ até o volume de 200 mL.

Solugdes 10 - 100 mmol L' de K;[Fe(CN)s], foram preparadas
dissolvendo-se 0,659 — 6,590 g deste sal em 200 mL de H,O.

Solugdes 0,01, 0,001 ¢ 0,0001 mol L' de acido bromopropidnico foram
preparadas a partir de uma solugao 0,1 mol L'l, a qual foi preparada dissolvendo-
se 1,53 gem 100 mL de H,O.

Solugdo estoque 1,0 mol L de L-alanina foi preparada dissolvendo-se 8,9
g de L-alanina (Merck) em 100 mL de H,O. As solugdes de referéncia foram
preparadas a partir da solugdo estoque por dilui¢des apropriadas em H,O ou em
0,15 mol L de NaOH. Quando néo estavam sendo utilizadas, as solu¢des eram
conservadas sob refrigeragao.

Solugio estoque 1 x 107 mol L de perdxido de hidrogénio foi preparada
a partir de uma solucio 30 % v/v (Merck). As solu¢des de referéncia 1 x 10° —
1x10° mol L de H,0, foram preparadas a partir da solugdo estoque por
dilui¢des sucessivas. Quando ndo estavam sendo utilizadas, as solugdes eram
conservadas sob refrigeragao.

Solugdo de glutaraldeido 2,5 % v/v foi preparado por adicao de 2,5 mL de
glutaraldeido 50 % (Merck) em solugio tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) até

o volume de 50 mL.

5.2.3. Procedimento para imobilizacado da enzima
L-aminoacido oxidase.

Para o desenvolvimento do procedimento e determinagdo de L-alanina, foi
utilizada a enzima L-aminoacido oxidase, obtida do veneno da cobra crotalus
adamanteus (cascavel americana). Nessa etapa, luvas e madascaras foram

utilizadas para evitar o contato com o material bioldgico.
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A enzima foi imobilizada de acordo com o procedimento descrito
anteriormente por PUCHADES ef al.'” Em uma primeira etapa, 0,1 g de esferas
de vidro de aminopropil (200-400 mesh) foram ativadas com 3 mL de uma
solucdo de glutaraldeido 2,5 % (v/v) em solucdo tampao fosfato pH 7,0. A
mistura foi condicionada em um frasco, onde foi borbulhado argoénio durante 30
minutos para remog¢ao de oxigénio. Apds esse intervalo de tempo, o frasco foi
fechado, deixando a reagdo ocorrer por mais 30 minutos. Em seguida, as esferas
de vidro foram lavadas com agua destilada utilizando um filtro de vidro
sinterizado. Na segunda etapa, foi misturado 3 mL de tampao fosfato 0,1 mol L™
(pH 7,0) com 10 mg da enzima e, posteriormente, essa mistura foi adicionada
sobre as esferas ativadas. A mistura foi condicionada em um frasco colocado
dentro de um banho de gelo e novamente para remocdo de oxigé€nio, foi
borbulhado argénio durante os primeiros 30 minutos. Em seguida, o frasco foi
fechado e deixado na geladeira por 2,5 horas. Apds este tempo, as esferas
contendo a enzima imobilizada foram lavadas com tampao fosfato (pH 7,0) a 4
°C e colocadas em uma coluna de 1,5 cm de comprimento e 0,5 cm de didmetro

interno. Quando ndo estava sendo utilizada, a coluna era mantida na geladeira a

4°C.

5.2.4. Modulo de analise e Procedimento

Os experimentos iniciais para a determinacdo de L-alanina por
quimiluminescéncia utilizando a enzima L-aminodcido oxidase imobilizada,
foram realizados com o sistema mostrado na Figura 5.3. Nessa configuragdo, o
injetor (I) esta na posicdo de amostragem. Apos o preenchimento da alca de
amostragem (L), o injetor era comutado para a posicao de injecdo. Em seguida, a
solucdo de amostra (A) era transportada pelo fluido transportador (Cs) passando
através da coluna contendo a enzima. Na confluéncia x era adicionada a solucao
de luminol (R1) e na confluéncia y a solucdo de hexacianoferrato (R2), como

catalisador da reacdo entre o luminol ¢ o peroxido de hidrogénio formado na



66

reagdo enzimatica. O sinal gerado, em fun¢do da radiacdo detectada, era lido

pelo computador através da interface analdgica/digital.

lixo < A
L
CS .......... T T D

R1 R2 lixo

Figura 5.3 - Diagrama de fluxo do médulo de analise utilizado para estudos das
variaveis experimentais para a determinacio de L-alanina por medidas de
quimiluminescéncia. Cs = tampao fosfato, R1 = luminol e R2 = hexacianoferrato. L. = alca
de amostragem. As Setas na figura indicam o sentido do bombeamento

Devido as condi¢des extremas do meio de sintese da alanina (25 % de
NHs;), para nao desnaturar a enzima, as amostras eram diluidas e o pH ajustado.
Para realizar esse tratamento da amostra automaticamente em linha, a técnica
proposta por REIS et al.'” da reamostragem foi utilizada (zone sampling). Para
1sso, utilizou-se o sistema de fluxo apresentado na Figura 5.4. Nesse sistema, foi
utilizado um injetor automatico controlado por um microcomputador.

Apo6s o preenchimento da primeira alca de amostragem (L 1), o injetor era
comutado para a posi¢ao de injecdo, conforme mostrado na Figura 5.4. Em
seguida, a solucdo de amostra era transportada pelo fluido diluente (Fd), através
de uma bobina (Bd). Nessa bobina, devido aos fenomenos de dispersdo, a
amostra era diluida e o pH ajustado. Depois de um determinado intervalo de
tempo, quando o injetor era comutado para a posicao alternativa, parte da zona
de amostra era selecionada pela segunda alga de amostragem (L2), e entdo, o
contetido desta alga seguia para uma coluna (de 1,5 cm de comprimento e 0,5
cm de didmetro interno) preenchida com uma resina anionica forte AG1-X8
(para eliminacdo de espécies interferentes) e em seguida para determinacao de

alanina, similarmente ao sistema mostrado na Figura 5.3.
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Fd —@—— -
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lixo «—— - — amostra Bd
lixo <
(3,4 ml min') m
-1 1 >l
Cs \D/ lixo
(2,0 ml min-) AX1-x8 L-AAOX

R1 R2

(1,0 ml min-") (1,0 ml min-1)

Figura 5.4 - Diagrama de fluxos do sistema para determina¢io de L-alanina por
medidas de quimiluminescéncia utilizando etapa de dilui¢io em linha. Cs = tampao
fosfato, Fd = fluido de diluente, R1 = luminol, R2 = hexacianoferrato ¢ Bd = bobina de
dilui¢do de 1000 pL; L1 = al¢a de amostragem de 10 uL, L2 = al¢a de reamostragem de 100
nL. Setas indicam o sentido do bombeamento das solugdes.

5.2.5. Sintese de alanina

Para a realizacdo da sintese do aminodcido marcado, foi utilizado o
procedimento descrito na referéncia 110. Para a sintese foram utilizados os
reagentes nas seguintes proporcoes: 1 g de (NH;),COs;, 5 g de 4cido
bromopropidnico e 100 ou 150 mL de "NH; 25 % (v/v). Os reagentes foram
misturados em um baldo de fundo redondo, e deixado por 48 horas sob leve
agitacdo. Depois de 48 horas, o baldo foi colocado em um evaporador rotativo,
para a recuperagdo da amonia marcada e concentracao da L-alanina. Em seguida,
para precipitacdo do aminoécido, foi adicionado metanol na solucdo resultante.
O aminoacido foi lavado e recristalizado trés vezes para eliminagdo de
impurezas. Depois da ultima lavagem, o aminoacido foi seco em um dessecador
a vacuo e, posteriormente, pesado.

Segundo OLIVEIRA,'"® o excesso de NH; (100 a 150 mL) é necessario
para deslocar a amilacdo do a-halodcido, para a formacao de aminas primarias,

garantindo assim o maximo de rendimento na produ¢do de alanina.
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5.3. Resultados e Discussoes

Para a determinagdo de L-alanina foi utilizada uma coluna preenchida
com a enzima L-AAOX. Esta enzima oxida os L-aminoacidos resultando, como
produto, o H,0,, que foi determinado com a reacdo de quimiluminescéncia
envolvendo o luminol e catalisada pelo hexacianoferrato de potassio.

Inicialmente, antes da utilizacao da enzima, as concentracoes das solucoes
de luminol e hexacianoferrato foram otimizadas de forma a obter o menor limite
de deteccao possivel. Solugdes de referéncia de peroxido de hidrogénio foram
processadas em um sistema de fluxos semelhante ao da Figura 5.3, porém, sem a
utilizagdo da coluna preenchida com a enzima imobilizada. Para esse estudo, foi
adotada uma vazdo de 3,0 mL min™' para o transportador e 1,0 mL min™' para os
outros dois reagentes. Foi utilizado ainda um volume de solugdo de referéncia de
250 pL, os resultados podem ser observados na Tabela 5.2. De acordo com os
resultados mostrados na tabela, pode-se observar que com excecdo da
concentracio do catalisador de 10,0 mmol L™, ndo houve diferenca significativa
entre os limites de detec¢ao calculados para as solucdes de luminol com
concentra¢ao entre 1,0 ¢ 10,0 mmol L. Portanto, para os demais experimentos,
foi adotada a concentra¢do de luminol de 1,0 mmol L™. Em relacéo & solucdo de
hexacianoferrato, a concentracdo adotada foi de 50,0 mmol L', pois, como
comentado acima nao foram obtidos bons resultados com concentragdes de 10,0

mmol L™ do catalisador, quando utilizando 1,0 mmol L' de luminol.

Tabela 5.2 - Resultado dos limites de deteccio de peroxido de hidrogénio obtidos
variando a concentracio de luminol e hexacianoferrato de potassio.

Concentragao de luminol Concentragcido de hexacianoferrato Limite de detecc¢ao
(mmol L) (mmol L) (umol L)
1,0 10,0 10,5
1,0 50,0 1,25
1,0 100,0 1,50
50 10,0 0,64
50 50,0 0,95
50 100,0 1,13
10,0 10,0 1,01
10,0 50,0 0,52

10,0 100,0 0,89
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Depois de definidas as concentracoes dos reagentes de
quimiluminescéncia, iniciou-se o estudo das variaveis do sistema de fluxo
apresentado na Figura 5.3. A primeira varidvel estudada foi a vazdo da solugdo
transportadora, pois esta desempenha um papel vital no procedimento, definindo
o tempo disponivel para a oxidacdo do aminoacido. Para este experimento foi
utilizada uma solugdo 0,1 mol L' de tampdo fosfato a pH 7.5 como fluido
transportador. Os demais parametros tais como vazao da solucdo de luminol e
hexacianoferrato e volume da alga de amostragem foram fixados em 1,0 mL
min" ¢ em 50 pL, respectivamente. Na Figura 5.5 sdo mostrados os resultados
obtidos variando-se a vazao da solugdo transportadora em 0,4, 1,0, 1,6 ¢ 2,0 mL
min”'. Na figura sdo mostrados também, entre parénteses, 0 tempo necessario
para a limpeza do sinal analitico, ou seja, o intervalo de tempo entre 0 maximo
do sinal analitico até o seu retorno a linha de base. Pode-se observar que, quando
empregando vazdes menores, foram obtidos sinais maiores, devido ao tempo
disponivel de reacdo entre a enzima e o substrato. Porém, o tempo requerido
para a limpeza foi excessivamente longo. Devido ao compromisso entre
sensibilidade e freqliéncia analitica, a vazao de 2,0 mL min” foi selecionada

para a solugdo transportadora.

1000

750

500

250

Maximo de emissdo / mV

T T (60s) (40s)

T T T T T T
0.5 1.0 1.5 2.0

Vaz3o do carregador / mL min™

Figura 5.5 - Estudo da vaziio da solugdo transportadora. Curva I — 50 mmol L de L-
alanina; Curva Il — 5 mmol L™ de L-alanina. Valores entre parénteses referem-se ao tempo de
limpeza do sinal transiente.
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Na etapa seguinte, o volume da algca de amostragem foi avaliado entre 10
e 150 puL, e os resultados desse experimento encontram-se na Figura 5.6. Na
figura, pode-se observar que o sinal € crescente até¢ o volume de 75 uL, e a partir
disso o ganho de sinal ndo foi significativo. Contudo, solugdes com
concentragdes abaixo de 0,5 mmol L foram detectadas quando se empregaram
volumes de amostra maiores que 100 pL. Considerando-se esse resultado, o

valor do volume da al¢a de amostragem foi selecionado em 100 pL.

1000 . I .
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Volume da alga de amostragem / uL

Figura 5.6 - Estudo do volume da al¢a de amostragem. Curva I — 50 mmol L' de L-
alanina; curva II — 5 mmol L' de L-alanina; curva I1I — 0,5 mmol L' de L-alanina.

Em seguida, foram avaliados os efeitos da concentracao hidrogenionica e
da concentragio da solucdio tampdo utilizada como solugdo transportadora. E
interessante salientar que, para esses experimentos, a concentracdo do tampao
carbonato, utilizado para preparar a solu¢do de luminol, foi aumentado para 0,5
mol L™, para garantir que qualquer diferenca observada no sinal analitico fosse
gerada pelas diferentes condi¢des experimentais da reacdo enzimatica. A
atividade da enzima foi avaliada variando-se o pH da solucdo transportadora,
como pode ser observado na Figura 5.7. Para a realizagdo desse experimento, foi

utilizada uma solucao de 10,0 mmol L' de L-alanina. Na figura, nota-se que, a
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magnitude de sinal analitico foi maior quando utilizado uma solugdo
transportadora com pH 8,5. Porém, foi observado que nesse valor de pH, a
atividade da enzima cessou rapidamente, com menos de 500 determinagdes, isto
devido a instabilidade das esferas de vidro modificadas em valores de pH
maiores que 8,5.'” Utilizando as solu¢des transportadoras com pHs menores
que 8,0, foi possivel utilizar a coluna por mais de 1000 determinagdes. Portanto,
visando utilizar cada coluna com o maior nimero de determinagdes possiveis,

como fluido transportador foi empregado tampao fosfato em pH 8,0.

1100 /-\
1000
900

800

700

Maximo de emissédo / mV

600

500 T T T T T T T T
7.0 75 8.0 8.5 9.0
pH da solugéo transportadora

Figura 5.7 - Estudo do efeito do pH da solucio transportadora. Dados obtidos com uma
solucdo de referéncia 20 mmol L™ de L-alanina preparada em H-O.

Em relacdo a concentragdo do tampao, na Figura 5.8 sdo apresentados os
resultados obtidos variando-se a sua concentra¢do entre 0.01 e¢ 0,3 mol L.
Observa-se que, com o acréscimo da concentracdo do tampao fosfato, houve um
decréscimo na emissdo de luz. Esse resultado é comparavel com a literatura''’,

quando utilizada esta mesma enzima.
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Figura 5.8. Estudo do efeito da concentracio de fosfato da solucio transportadora.
Dados obtidos com uma solugéo de referéncia 20 mmol L' de L-alanina preparada em H,O.
Para avaliar se esse decréscimo no sinal em func¢do do aumento da
concentracdo do tampao fosfato era conseqiiéncia do aumento da forga i0nica,
solugdes de referéncia de 20,0 mmol L' foram preparadas com diferentes
concentracdes de KBr. Os resultados podem ser observados na Figura 5.9. Na
Figura 5.9A, como solugdo transportadora foi utilizada a solugdo de tampao
fosfato 0,01 mol L' e na Figura 5.9B, tampéo fosfato 0,1 mol L. Como pode
ser observado nas figuras, o sinal decresce como o aumento da forca idnica,
indicando que a diminui¢do do sinal, em fun¢do do aumento da concentragao do
tampao, ¢ devido ao efeito da forga i0nica. Adicionalmente, esse efeito ¢ menos
expressivo quanto maior a concentragdo de fosfato no carregador. Como pode
ser observado na Figura 5.9B, ndo ha diferenca significativa entre os sinais das
solugdes de referéncia preparadas em 4gua, 0,001 e 0,01 mol L' de KBr.
Conclui-se que, quando a forga i0nica da amostra for menor que a forga idnica
do transportador ndo hé interferéncia na reagdo enzimadtica, no entanto, quando a
forca i6nica for igual ou maior que a forca iOnica do transportador, sera

observado um decréscimo do sinal.
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Figura 5.9 - Estudo do efeito da forca idonica na reacio enzimatica. Solucdo transportadora
A - tampdo fosfato 0,01 mol L (pH 8,0); B - tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 8,0).

Foi avaliada a influéncia da temperatura, para finalizar os estudos das
variaveis que influenciam na reagdo enzimatica. Uma curva analitica foi
processada no sistema de fluxo com a coluna a temperatura ambiente (25 °C) e
imersa em um banho de temperatura controlada a 35 °C. Foram calculados os
limites de detec¢do para as duas situagdes e os resultados foram: LOD (25°C) =
0,35 mmol L™'; LOD (35°C) = 0,15 mmol L Apesar de ter sido obtido um
limite de detecgdo duas vezes melhor utilizando a coluna a 35 °C, para os demais
experimentos foi utilizada a coluna enzimdtica a temperatura ambiente, com

objetivo de manter a configuracdo do sistema o mais simples possivel.

5.3.1.1. Estudo das espécies concomitantes

Depois de dimensionado o sistema de fluxos, avaliou-se o efeito de cada
componente da matriz na oxidagdo enzimatica da L-alanina.

A primeira espécie estudada foi (NH4),CO;. Na Figura 5.10 ¢ apresentado
o resultado de solucdes de referéncia de L-alanina, para solugdes com e sem
adi¢ao de carbonato de amdnio, na figura denominada de concentragdo igual a 0.
Para assegurar que nenhuma diferenca de sinal fosse causada pela diferenca de
pH, todas as solugdes foram ajustadas em pH 8,0. Foi utilizada uma solugao

transportadora contendo tampdo fosfato com concentragio 0,01 mol L.
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Observando-se a figura pode-se concluir que, a interferéncia causada por esse
~ . -1 ;.
sal, para concentragdes acima de 0,05 mol L™, deve-se ao acréscimo da forga

10nica.
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§ 100 4 M ala 50 mmol/L| |
'f,‘z 80 | Oala 5 mmol/L | |
8 60 A v

s 40 %

0 0,001 0,005 0,05 0,1

concentagio de carbonato de amonio / mol L™

Figura 5.10 - Estudo do efeito da concentracao de (NHy4),COs.

O mesmo estudo foi repetido utilizando-se NH4H,PO, no lugar de
(NH4),CO3;. Foram utilizadas as mesmas concentragcdes do experimento
anterior, e os resultados obtidos foram semelhantes ao apresentado na Figura
5.10.

Outra substancia utilizada na sintese de alanina, e aqui avaliada, foi o
acido bromopropidnico. Solugdes de referéncia de L-alanina de 50 mmol L
foram preparadas em 10,0, 1,0 e 0,1 mmol L™ de 4cido bromopropiénico. Os
resultados sdo apresentados na Figura 5.11. E possivel observar que houve uma

queda no sinal analitico para todas as concentragdes do acido.

120

F 100

80

60 -
40

0
0 0,1 1 10

Altura de pico

Concentragao de acido bromopropiénico / mmol L’

Figura 5.11 - Estudo do efeito da concentracio do acido bromopropionico.
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Para avaliar se esta interferéncia era devida a reagdo enzimatica ou a
reacdo de quimiluminescéncia, o mesmo teste foi realizado sem a coluna
contendo a enzima e utilizando-se solu¢des de referéncia de perdxido de
hidrogénio com 4cido bromopropionico. Contudo, ndo foi observada a mesma
supressao no sinal analitico examinado na Figura 5.11, concluindo, entdo, que se
tratava de uma inibi¢ao enzimatica.

Para contornar esta interferéncia, varias estratégias foram utilizadas, como
por exemplo, o uso de uma coluna com uma resina XAD-4, para reter o acido.
Porém, a interferéncia so6 foi eliminada com o uso de uma coluna preenchida
com a resina anionica AG1-X8, adaptada antes da coluna enzimadtica. Na Figura
5.12 ¢ apresentado o resultado obtido com as mesmas solugdes utilizadas para a
confec¢do da Figura 5.11. Na figura, nota-se que a influéncia do 4cido

bromopropidnico foi praticamente eliminada.
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Figura 5.12 - Estudo do efeito da concentracdo do acido bromopropionico utilizando
coluna com resina anionica forte no sistema de fluxo.

Solugdes de referéncia com diferentes concentracoes de KBr, NH,H,POy4
¢ (NH,4),COs; foram novamente processadas no sistema analitico, mas utilizando-
se a coluna anionica antes da coluna com a enzima imobilizada. Na Figura 5.13
sdo apresentados os resultados, podendo-se observar que o efeito causado pela
diferencga da forga idnica entre as solu¢des foi praticamente eliminado, visto que

nao houve diferenca significativa entre as alturas dos picos.
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Figura 5.13. Estudo do efeito da concentracdao de diferentes sais no sinal analitico
utilizando coluna com resina aniénica forte no sistema de fluxos.

5.3.1.2. Preparo de amostra no sistema de analises em
fluxo.

O meio de sintese ¢ constituido por 100 mL de NH; a 25 % (v/v), além
do 4cido bromopropidnico ¢ do carbonato de amonio. Caso fosse injetada uma
aliquota da solugdo de sintese diretamente no sistema de fluxos, provavelmente,
ocorreriam danos para a enzima L-AAOX.

Para tornar a solugdo de amostra em condigdes mais apropriadas para a
reagdo enzimatica, a amostra foi diluida 100 vezes e o pH ajustado. Para que o
sistema fosse totalmente automatico, estas etapas analiticas foram realizadas no
sistema de analises em fluxo utilizando-se a estratégia de reamostragem (“zone-
sampling”).'” Essa estratégia consiste em injetar uma aliquota da solugdo de
amostra em um fluxo transportador e devido aos fendomenos de dispersao da
zona de amostra, serd formado um gradiente de concentracdo ao longo do
percurso analitico. Depois de um determinado intervalo de tempo, a zona de
amostra passa por uma outra alga de amostragem no percurso analitico, capaz de
coletar diferentes por¢cdes da zona de amostra. Esta operacdo foi realizada
utilizando o sistema de fluxos apresentado na Figura 5.4. Na Figura 5.14, ¢
apresentado um registro utilizando este sistema de fluxo. Foi utilizada uma alga
de amostragem de 10 uL. em L1, L2 permaneceu em 100 pL, Bd foi estabelecida

em 200 cm. A vazdo de aspiragao da solucdo de diluicdo foi estabelecida a



7

maior possivel e mantida em 3,4 mL min"'. Com a valvula V, (Figura 5.4) foi

possivel economizar esta solugdo e, conseqiientemente, gerar menos efluente.

0,7 4 500,0

0,6
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20s
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0,1 1
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Figura 5.14. Registro dos sinais transientes. Registro I — sinais gerados com o sistema da
Figura 5.3; nimeros indicam a concentragio da solugdo de referéncia em mmol L. Registro
II — sinais gerados com o sistema da Figura 5.4 e solucdo de referéncia de 500 mmol L';
numeros indicam intervalo de tempo aguardado antes da reamostragem.

Na Figura 5.14 encontram-se dois conjuntos de registros de sinais. O
primeiro foi obtido com solucdes de referéncia de L-alanina e o sistema da
Figura 5.3. O segundo foi obtido com uma solucdo de referéncia de 500
mmol L de L-alanina e foi variado o tempo de espera para o acionamento do
injetor, reamostrando, assim, diferentes partes da zona de amostra. Comparando
o registro I com o registro II, pode-se afirmar que, com o tempo de 30 s de
reamostragem foi possivel diluir em 100 vezes a solu¢ido de 500 mmol L™.

Bobinas de menor (100 cm) e de maior (300 cm) comprimento foram
também avaliadas. No caso da bobina de 100 cm foi necessario um tempo de 25
s para se obter o mesmo fator de dilui¢do. Porém, os resultados obtidos nao
foram tdo precisos como os resultados mostrados na Figura 5.14. Com a bobina
de 300 cm foi possivel obter um fator de diluicao de 100 vezes com tempos de

25 s e 50s. Com o tempo de 25 s foi coletada da zona de amostra a porgao

anterior ao maximo de concentragdo, e com 50 s foi coletada a por¢do posterior.
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Segundo REIS et al.,'” sinais mais precisos sdo obtidos quando reamostrada
porcoes da zona de amostra posterior ao maximo de concentragdo, ou seja, a
cauda do sinal. Com o compromisso entre precisao e freqliéncia analitica foi
entdo selecionado o tempo de 30 s empregando a bobina de 200 cm.

Para garantir o ajuste de pH das solugdes de amostra, como solucao de
dilui¢io (Fd — Figura 5.4) foi utilizada 0,18 mol L' de KH,PO,. Estudos
paralelos mostraram que essa concentragao foi suficiente para ajustar o pH das

solucdes de amostra em aproximadamente 8,0.

5.3.1.3. Aplicacao para amostras reais

O sistema analitico, para a determinacao de L-alanina, foi projetado para a
determinacao do aminoacido em linha de sintese. Porém, como a linha de sintese
ainda nao se encontra em funcionamento, o sistema foi aplicado para sintese em
escala laboratorial.

Foram realizadas 3 sinteses, como descrito no item 5.2.5. Devido ao fato
da linha de sintese ndo estar em operacdao, nao foi possivel uma amostragem
periddica ao longo do periodo de sintese, sendo possivel somente a coleta de
amostra do baldo de reagdo em dois momentos: apos 48 horas do inicio da
sintese e apds a extragdo de amonia. Como as aliquotas foram coletadas e
diluidas manualmente, utilizo-se portanto o sistema de fluxos mostrado na
Figura 5.3, porém inserindo-se também no percurso analitico a coluna

preenchida com a resina AG1-X8.

Na Figura 5.15 sdo apresentados os sinais transientes obtidos. Na Figura
5.15A encontram-se os sinais obtidos com amostras coletadas antes da extracao
de amonia e na Figura 5.15B os sinais obtidos com as amostras coletadas depois
da extrag¢do. Na Tabela 5.3 encontram-se os resultados obtidos com a analise das

amostras reais e sintéticas, solu¢des onde foram simulado a solucao de amostra.
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Figura 5.15 - Sinais transientes das solucdes de referéncias e das amostras de L-alanina.
A — amostras coletadas depois de 48 horas de sintese. B — amostras coletadas depois da
extragdo de NHj;. Nos dois registros sao mostradas as solugdes de referéncia seguidas pelas
solucdes de amostra e depois novamente pelas solugdes de referéncia. Os numeros indicam a
concentragdo em mmol L™.
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Tabela 5.3 - Resultados obtidos.

Amostras L-alanina L-alanina Recuperacéo
adicionada encontrada
(mmol/L) (mmol/L) (mL)
1 1,21 £ 0,04
2 1,46 £ 0,04
3 1,06 + 0,04
1 0,64 1,72 £ 0,07 93%
2 0,31 1,69 + 0,04 95%
3 0,70 1,85+ 0,03 105%
4> 2,13 1,99 £ 0,07 88%
5* 1,62 1,69 £ 0,06 104%
6* 1,75 1,59 + 0,03 91%
7 1,57 1,50 + 0,01 96%
8 6,17 £ 0,06
9 4,87 £ 0,01
10 59+0,1
11* 5,54 5,82 £ 0,03 105%
12* 5,43 5,59 £ 0,07 103%

* amostras sintéticas

Como caracteristicas analiticas obteve-se com o procedimento proposto
uma faixa de linearidade entre 0,5 e¢ 25 mmol L' de L-alanina com um
coeficiente de correlagdo linear igual a 0,9998, um limite de detec¢do igual 0,08
mmol L' de L-alanina, um coeficiente de variagio menor que 4 % para 10
medidas de uma solu¢do 1 mmol L de L-alanina e um consumo de 0,2 mg de
luminol e 16,4 mg de hexacianoferrato por determinagdo. Foi ainda observado
uma recuperacao na faixa de 88 — 105 % de L-alanina nas amostras sintéticas e
nas amostras reais nas quais foram adicionado o analito. Como freqiiéncia
analitica, com o sistema proposto foi possivel o processamento de 44 amostras
por hora.

Como o luminol e o hexacianoferrato reagem entre si emitindo radiagdo
de quimiluminescéncia, nao foi possivel o emprego de valvula solendide para
economia de reagente durante as etapas de dilui¢do. Isso porque nao foram
obtidos sinais estaveis de linha de base com o acionamento intermitente das
valvulas. Segundo VAN DER LINDEN,'? o estabelecimento de uma linha de

base ¢ importante para compensar flutuagdes nos sinais analiticos. Ainda,
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segundo os autores, o estabelecimento de uma linha de base ¢ uma das
vantagens do emprego da andlise por injecdo em fluxo sobre métodos continuos
de anélise. Porém, para economia de reagente, quando o sistema ndo estivesse
sendo utilizado, o programa responsavel pelo controle do procedimento analitico
e aquisicio de dados desligava a bomba automaticamente, mediante
comunica¢ao com a porta serial RS 232 do computador.

Outra caracteristica favoravel do sistema proposto foi a estabilidade da
linha de base. Ligando e desligando o sistema cinco vezes, em um periodo de 8
horas, ndo foram observadas diferengas superiores a 5 % na medida dos sinais
analiticos das solugdes de referéncia e a diferenca relativa no valor da linha de
base, para este mesmo periodo, foi inferior a 7 %. Essas caracteristicas sdo
extremamente desejaveis, principalmente quando o analisador ¢ destinado para

1 112
auxilio no controle de processos.

5.4. Conclusoes

O sistema de analises em fluxo proposto para a determinagao de L-alanina
mostrou-se adequado para a quantificacao deste analito obtendo-se boas taxas de
recuperacao do aminodcido. As interferéncias das espécies presentes no meio
reacional foram suprimidas mediante ao uso de uma coluna anidnica forte.
Ainda com o uso da resina no sistema de fluxos foi possivel minimizar a
influéncia das varidveis experimentais na reagdo enzimatica, por exemplo, a
forca i6nica, o que tornou o procedimento mais robusto.

O sistema mostrou-se estdvel durante um longo periodo de tempo ¢ a
enzima imobilizada em esferas de vidro com porosidade controlada pode ser
utilizada por pelo menos dois meses. Apesar da etapa de coleta e preparo da
amostra ter sido realizada manualmente, o sistema proposto ¢ capaz de realizar a
etapa de diluicdo e ajuste de pH automaticamente explorando a estratégia de

reamostragem.
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CAPITULO 6. DETERMINACAO DE iONS BROMETO EM
AMOSTRAS DE L-ALANINA

6.1. Introducao

O bromo existe em amostras ambientais principalmente na forma de ion

130 brometo

brometo e exerce uma consideravel influéncia na flora e na fauna.
pode contaminar pocos de dgua através da intrusdo de dgua de mar, ou através
da polui¢do''* e, durante o tratamento de 4gua para o consumo humano, pode ser
oxidado a bromato, que por sua vez ¢ suspeito de ser uma substincia
carcinogénica.'"”

Em seres humanos o brometo atua no sistema nervoso central.
Antigamente era utilizado como hipnoético, substancia que determina o grau
variado de depressdo do sistema nervoso central tal como os 4lcoois
benzoazepinicos e barbituricos. Porém, atualmente seu uso esta condenado pelas
autoridades médicas, devido aos efeitos colaterais que produzem, por exemplo
irritagdo gastrintestinal e lesdes de pele, decorrentes do poder cumulativo. No
sistema nervoso central, este ion substitui o ion cloreto e, conseqlientemente, vai
modificando as funcdes das células nervosas.''® Sua ingestdo continuada pode
causar brominismo, uma doenca que pode acarretar a perda de memoria, entre
outros sintomas.'"’

ApoOs a sintese da alanina, mesmo depois de purificada, o brometo ainda
pode permanecer presente no produto final em baixas concentragdes. Portanto,
para fins de consumo humano ou animal, ¢ de grande importancia o
conhecimento da quantidade do brometo presente no aminoacido.

Para a determinagao de brometo, além do método classico de titulacao de

119,120

e~ 118 S . ‘o .
precipitagao ou potenciometrica, existem varios outros meios. O

emprego de eletrodos ion-seletivos € o procedimento mais utilizado para este

121,122
fim.
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M¢étodos  espectrofotométricos normalmente  possuem adequada
sensibilidade para determinagdo de brometo em baixas concentragdes
(0,1 mg L") e sdo muito utilizados em aplicagdes praticas, porém, quando
utilizados em procedimentos em batelada, a anélise pode demorar de 1-2 horas
por determinacdo.' "

O procedimento baseado na reacdo com o vermelho fenol ¢
provavelmente o método espectrofotométrico mais comum para determinacao de
brometo, e aliado a técnica de andlises por inje¢do em fluxo, pode determinar-se

. 114,123
até¢ 80 amostras por hora, ™

além de proporcionar meios para a eliminagdo ou
diminuicdo de interferéncias causadas por ions cloreto, amOnio e material
organico dissolvido. O procedimento se baseia na oxidacdo do brometo a bromo
por hipoclorito, ou mais recentemente por cloramina-T, que em seguida reage
com vermelho fenol em meio acido, formando um composto colorido (azul de
bromofenol) proporcional a concentracdo de brometo.'**

Outro procedimento espectrofotométrico para a determinacdo de ions
brometo ¢ através da exploracao de seu potencial catalitico em reagdes de 6xido-
reducdo. Varios sistemas quimicos foram utilizados, como por exemplo, a
oxidacdo do violeta de pirocatecol por peréxido de hidrogénio;'* ou oxidacdo

de 4,4'-bis(dimetilamino)difenilmetano por cloramina-T."*°

Esses procedimentos
foram realizados em fluxo, ¢ obtiveram adequado limite de detec¢do (4 ¢ 1
ng L) e, com excecdo do iodeto e amonio, os demais fons ndo apresentaram
interferéncia dentro das concentragdes que estes ions normalmente se encontram
em aguas naturais.

M¢étodos espectrofluorimétricos também tém sido propostos na literatura.
Assim como o procedimento do vermelho fenol, o procedimento fluorimétrico ¢
baseado na reacdo com o bromo gerado na oxidacdo do brometo. No caso do
trabalho proposto por VILCHEZ et al.'*’ o brometo foi oxidado por hipoclorito,

seguida da reacdo do bromo gerado com fluoresceina, diminuindo assim a

quantidade deste em solu¢do. O decréscimo de fluorescéncia foi utilizado como
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sinal analitico. O método apresentou um limite de detecgdo de 3 pug L' e foi
aplicado para determinagdo de brometo em dguas naturais.

Com respeito a métodos instrumentais de andlises quimicas, a
cromatografia i6nica pode ser utilizada para a determinacdo de brometo, com

um bom limite de detec¢do (10 pg L™).'"

Apesar de ser um método conveniente
de separacdo de ions, quando a matriz possui muitos elementos, a eficacia da
técnica ¢ geralmente diminuida, necessitando de etapas de pré-extragdo do
analito ou compatibilizagdo de matriz.'*® A eletroforese capilar também tem sido
empregada' > e com bons limites de detecgdo (15 pug L™).

Em sistemas de analises em fluxo, analitos volateis podem ser separados
dos interferentes e outros componentes da matriz da amostra e transportados em
um fluxo aceptor de composi¢do bem definida através do uso de membranas de
difusdo gasosa. Diferentes condi¢des de reagdo para otimizagdo da separacao
gas-liquido e para a deteccdo da espécie separada podem entdo ser realizadas
separadamente. Como na maioria dos sistemas em fluxo, essas separacdes gas-
liquido ndo sdo realizadas em condi¢des de equilibrio, os valores de taxa de
transferéncia de massa se situam entre de 5 e 20%. Apesar desta baixa
transferéncia comprometer a sensibilidade, o uso de membranas de difusdo
gasosa para separagdo gas-liquido compensa pelo ganho na seletividade,
principalmente quando é explorada a discriminagdo cinética.® No caso de
haletos, o processo de difusdo utilizando membranas de TPFE foi aplicado para
determinacio indireta de cloreto.'” O cloreto foi oxidado pelo permanganato de
potassio em meio acido a 50°C e o Cl,, produto da reagdo de oxidagdo, foi
detectado amperometricamente na solugdo aceptora. O limite de detecg¢ao obtido
foi 0,36 mg L' de CI' e o sistema analitico foi utilizado para determinacdo deste
haleto em aguas minerais. Sistema semelhante foi utilizado para brometo e
iodeto, porém com deteccido espectrofotométrica de Br, e I,."°

Em relagdo aos métodos explorando reacdes quimiluminescentes, poucos

trabalhos sdo encontrados na literatura para a determinacdo de brometo. Isto
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porque o brometo, como os outros haletos, ndo reage e tdo pouco catalisa as
reagdes mais comuns de quimiluminescéncia. E necessario transformar o
brometo em uma espécie ativa na reagao de emissao de luz.

PILIPENKO et al.'” desenvolveram um método sensivel (limite de
determinacio igual a 1,3 pg L) e seletivo para a determinacdo de brometo em
aguas por quimiluminescéncia. O procedimento foi baseado na oxidagao seletiva
deste ion por dicromato de potassio em acido sulftrico. O Br, produto da reagao
de oxidagdo era em seguida extraido da solu¢do oxidante por um fluxo de gés
(N,), que o transportava em direcdo a um frasco contendo luminol em meio
alcalino e posicionado dentro de um luminémetro. Como resultado, uma luz
intensa gerada era proporcional a concentragdo de brometo. O mesmo grupo
desenvolveu procedimentos para determinacdo de cloreto™' e iodedo,'"” baseado
na mesma estratégia, mas com oxidantes diferentes. Porém, a necessidade de
vidrarias especiais torna o0 método pouco atrativo.

Outro  procedimento  para  determinacdo de  brometo  por
quimiluminescéncia foi apresentado por SHAKIR ¢ FAIZULLAH."* Segundo
os autores, o método era baseado na catdlise homogénea do bromo, gerado a
partir do brometo, na reagdao de oxidagdao do luminol por peroxido de hidrogénio.
A diferenga deste método para os demais consistiu na oxidagdo do brometo por
bromato em meio acido, que segundo os autores, nao participa da reagdo com o
luminol, ndo sendo, portanto, necessaria sua prévia separa¢ao. Porém, o método
proposto sofria severas interferéncias de ions metalicos, que atuam como
catalisador da reacdo de quimiluminescéncia, sendo necessdrio um lento e
trabalhoso procedimento em batelada para separacdo desses ions, ou seja, 45
mim sob agitacdo com resina cationica forte, além de uma coluna contendo a
mesma resina no percurso analitico do sistema de fluxo. Comparado com o
método proposto por PILIPENKO et al.,'"” este método apresentou uma menor
tolerancia a ions cloreto, a interferéncia deste ion foi observada apenas com

concentragdes cinco vezes maior que a de brometo, € uma severa interferéncia
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de iodeto observada para concentragdes 10 vezes menor que a do analito de
interesse. Também, a faixa de trabalho das solucdes de referéncia foi 1000 vezes

113 r
[, ” além do

mais concentrada que o método proposto por PILIPENKO et a
sistema nao ter sido aplicado a amostra real.

Para a determinacao de varios anions com o luminol, entre eles o brometo,
sem a necessidade de sua transformacdo em uma espécie ativa, como nos
trabalhos anteriormente citados,'">"** é descrita por COOPER e SPURLIN.'”
Neste trabalho, o luminol foi imobilizado em uma coluna contendo uma resina
anidnica e, mediante a passagem de anions pela coluna, o luminol era liberado,
reagindo com peroxido de hidrogénio e hexacianoferrato. Portanto, a radiagdo
emitida era proporcional a quantidade de luminol liberado pelos anions
presentes em solugdo. Devido a falta de seletividade, a reagao foi utilizada como
deteccao "post-column" em cromatografia id6nica. O método foi aplicado para
determinacao de CI', NO,, NOs", Br e SO42', ¢ apresentou um limite de detecgao
de 1,0 x 10° mol L' para esses ions.

Uma reacdo ndo muito comum de quimiluminescéncia foi utilizada por
SAKALI et al."”* para a determinacdo de varios anions, entre eles o brometo. A
emissdo de radiagdo eletromagnética, na faixa do vermelho e infravermelho, era
resultante da reagdo de neutralizacdo de acido nitrico com hidréxido de potassio
na presenca de Fe(Ill). Com a adigdo de anions inorganicos a emissdao era
suprimida. Devido a falta de seletividade, a reacdo foi utilizada como deteccao
"post-column" em cromatografia i6nica. O método nao apresentou um bom
limite de detecgio para brometo, 100 pg L™ e, apesar de realizados estudos para
determinacao de Br, NO,, NOs, CI, e SO,?, 0 método foi aplicado somente
para determinagdo dos trés ultimos anions em aguas de rio e subterranea.

Devido a necessidade de quantificagdo dos subprodutos da sintese de
aminoacido, pois estes afetam a qualidade do produto final, nesta etapa do
trabalho foi desenvolvido um procedimento automatico para a determinagdo de

ions brometo com deteccdo quimiluminescente, de forma que fosse quantificado
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com o detector descrito no capitulo 3. Para a viabilidade do procedimento, o
brometo foi “ativado” mediante a sua oxidacdo a Br; e posterior reagdao deste

halogénio com luminol.

6.2. Parte Experimental

6.2.1. Equipamentos

Para a montagem dos modulos de andlises foram utilizados os
equipamentos descritos no capitulo 2, como valvulas solendides, injetor
comutador automatico, bomba peristéltica e tubos de polietileno para confec¢ao
das linhas de fluxos, alcas de amostragem e bobinas de reacdo. O detector
utilizado ¢ o mesmo descrito no capitulo 3, Figura 3.8. Também foram
utilizados uma coluna 15 mm x 5 mm d.i.construida em acrilico para
condicionamento da resina anidnica forte AG1-X8. Para realizacdo de alguns
experimentos foram utilizados ainda banho de temperatura controlada Nova
Técnica, NT 245 e uma camara de difusdo gasosa construida em acrilico

equipada com uma fita de Teflon®, DuPont.

6.2.2. Solucoes

Solugdo 1,0 x 10” mol L™ de luminol, preparada dissolvendo-se 0,035 g
de luminol (sigma) em solugdo tampdo 0,02 mol L' carbonato até o volume de
200 mL.

Soluc¢do de permanganato de potassio foi preparada dissolvendo-se uma
massa deste sal suficiente para saturar 200 mL de H,O. Esta solu¢do saturada foi
fervida por aproximadamente 30 min e entdo filtrada em vidro sinterizado para
remocao de MnO, e excesso de KMnO,4. Em seguida, em um balao de 200 mL,
100 mL desta solucdo foi acidificada com 33 mL de 4acido sulftrico
concentrado. O volume final completado com o restante da solugdo saturada,

resultando em uma solu¢ao 3 mol L' de H,S0,.
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Solugio estoque 1,0 mol L™ de NaOH foi preparada dissolvendo-se 20,00
g de NaOH em 500 mL de H,0. Solugdes de NaOH foram preparadas a partir de
apropriadas dilui¢des desta solugdo.

Solu¢do 0,1 mmol L' de H,SO, a partir de uma solu¢do estoque 1,0
mol L™ deste 4cido.

Solug¢des 0,01, 0,10, 1,00, ¢ 2,00 % de cloramina-T (m/v) foram
preparadas dissolvendo-se , respectivamente, 0,1, 1 e 2 g de cloramina-T tri-
hidratado (Merck) em agua destilada e em seguida completando-se o volume
para 100 mL.

Solucdo de estoque 100,0 mg L' de Br foi preparada a partir de KBr
(Merck). Inicialmente, o sal foi secado por 2 horas em uma estufa a 70 'C. Em
seguida, foi resfriado em temperatura ambiente empregando um dessecador a
vacuo, e pesaram-se 0,1489 g para 1000 mL de H,0. Dessa solucao, as solugdes
de referéncia foram preparadas por dilui¢cdes apropriadas em agua ou em 0,1 %
de L-alanina.

As amostras foram preparadas dissolvendo-se 0,1 g de L-alanina

sintetizada em 100 mL de H,O e processadas diretamente no sistema analitico.

6.2.3. Procedimento experimental e diagrama de fluxos

6.2.3.1. Sistema utilizando permanganato de potassio e
camara de difusdo gasosa

A primeira tentativa para a determinacdo em fluxo de baixas
concentracdes de brometo por medidas de quimiluminescéncia, foi realizada
utilizado o sistema de fluxos mostrada na Figura 6.1. A estratégia adotada foi a
da MulticomutagéoB.

Como mostrado na Figura 6.1, todas as valvulas estdo desligadas, de
modo que, somente a solugdo transportadora esta sendo bombeada pelo sistema.
O ciclo analitico inicia-se mediante ao acionamento simultaneo das valvulas V-

V3 durante um intervalo de tempo. Com isso, o fluxo transportador ¢
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interrompido ¢ as solugdes de amostra e de oxidante sdo introduzidas no ponto
X, ¢ transportadas para a camara de difusdo gasosa, onde parte do Br, formado
ird se difundir para a solugdo aceptora (NaOH). Depois de um intervalo de
tempo preestabelecido, as valvulas V4 e Vs sdo acionadas, permitindo que as
solucdes de luminol e aceptora confluam no ponto y, onde se iniciara a reagao
de quimiluminescéncia entre o luminol ¢ o Br,. Durante o periodo que as
valvulas V4 e V5 sdo acionadas, o sinal proveniente do fotodiodo ¢ registrado
pelo computador para futuro tratamento de dados, sendo uma leitura realizada a

cada 0,1 s.

Rec V 4

luminol —»@

Vs

Figura 6.1 - Diagrama de fluxos proposto para determinacio automatica de Br por
quimiluminescéncia. B — bobina de reacdo, CD — camara de difusdo gasosa, PTFE —
membrana de teflon, D — detector de quimiluminescéncia, Rec — recuperacao da solugdo, Vs
— valvulas solenoides de trés vias, x e y — pontos de confluéncia.

Com o intuito de otimizar o sistema analitico da Figura 6.1 e obter
maximo de sensibilidade e consumo minimo de reagentes, varios parametros
foram estudados. Com relagdo a reacdo de oxidacdo, foram avaliadas as
concentragdes dos reagentes, propor¢des no sistema de fluxos, tempo e
temperatura de reacdo. Com relagdo a reagdo entre o Br, formado na solugdo
doadora e o luminol, foram estudas a composi¢ao da solucdo aceptora e a
concentracdo da solucdo de luminol. Também foi estudado o tempo de
enriquecimento, sendo este pardmetro intimamente ligado & sensibilidade, ao

tempo de anélise e ao consumo de amostra e reagente.
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6.2.3.2. Sistema utilizando Cloramina-T

Diante das dificuldades encontradas para determinagdo de brometo em
amostras de alanina utilizando o sistema de fluxos mostrado na Figura 6.1, foi
estudada a viabilidade de determinacdo de brometo por quimiluminescéncia
utilizando a cloramina-T como oxidante. Os experimentos iniciais foram
conduzidos em um sistema classico de analises por inje¢cao em fluxo com duas
confluéncias, similar ao mostrado na Figura 3.9, porém aplicado para
determinacdo de brometo por quimiluminescéncia. Na configuracdo que ¢
mostrado na figura, o injetor (I) estd na posicdo de amostragem. Apds o
preenchimento da al¢a de amostragem (L), o injetor era comutado para a posi¢ao
de injecdo. Em seguida, a solugdo de amostra (A) era transportada pelo fluido
transportador (Cs) e na confluéncia x era adicionada a solu¢do de cloramina-T
(R1). A reacdo de oxidagdo ocorria durante o transporte da zona de amostra
através da bobina (B1). Na confluéncia y a solu¢gdo de luminol (R2) era
adicionada, iniciando a reag¢do de quimiluminescéncia. O sinal gerado, em
funcdo da radiagdo detectada, era lido pelo computador através da interface
analdgica/digital.

Depois de definidas as melhores condi¢des experimentais, foi utilizado o
sistema de fluxos apresentado na Figura 6.2. Esse sistema utiliza uma coluna
preenchida com uma resina anidnica forte para a concentragdo de brometo e
eliminacdo da interferéncia gerada pela alanina. Neste sistema foi utilizado um
injetor automatico e valvulas solenoides controlados por um microcomputador.
ApO0s o preenchimento da al¢a de amostragem (L), o injetor era comutado para a
posicdo de injecdo, posi¢do mostrada na figura. Em seguida, a solucdo de
amostra era transportada através da coluna pelo fluido transportador (4dgua),
onde o brometo era retido. Depois de um determinado intervalo de tempo, o
injetor era comutado para a posicdo de amostragem, as valvulas V; e V, eram

acionadas (permitindo o fluxo de cloramina-T e luminol, respectivamente) e o
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conteudo retido na coluna era eluido e transportado pelo sistema de fluxos para a

deteccao dos ions brometo.

Agua »—
(3,0 ml min-1)
. amostra
lixo
S
NaNO .
31 @—> lixo
(1,0 ml min)
\4 Vs
Rec Rec

cloramina-T luminol
(0,4 ml min-") (0,4 ml min‘")

Figura 6.2 - Diagrama de fluxos do sistema para determinacio de brometo por medidas
de quimiluminescéncia utilizando etapa de pré-concentracio.

6.3. Resultados e Discussoes

6.3.1.0xidaciao com permanganato de potassio

Como reagente oxidante, inicialmente, foi utilizado o permanganato de
potassio, porém antes da reagdo de quimiluminescéncia, foi necessario o uso de
uma camara de difusdo gasosa para a separagdao do Br, formado, pois o meio
oxidante era muito extremo e com isso inviabilizava a rea¢do com o luminol.

Foi entdo utilizado o sistema de fluxos mostrado na Figura 6.1. Nesse
sistema, a estratégia de multicomutacao foi utilizada, a qual permitia, com o uso
de valvulas, a insercdo das solucdes somente durante a etapa em que elas eram
necessarias. A estratégia de amostragem binaria"> ndo foi utilizada, devido ao
uso da camara de difusdao gasosa. Caso as solugdes fossem aspiradas, a vida ttil
da membrana de teflon ficaria comprometida, assim como a eficiéncia da
separacao gas-liquido, que ¢ maior quando os dois lados da membrana tém a
mesma pressdo. Adicionalmente, devido a alta viscosidade da solucdo do

oxidante (preparada em H,SO, entre 1 ¢ 6 mol L) o mecanismo de insercdo de
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pequenas aliquotas de amostra e oxidante ficou impreciso, obtendo-se desvios
padrao relativos da ordem de 30 %.

Escolhendo arbitrariamente vazdes iguais para amostra e¢ oxidante (1
mL min") e aproximadamente um tempo de 30 s para o desenvolvimento da
rea¢do (200 cm da bobina B, Figura 6.1), experimentos mostraram que, quanto
maior a concentracdo de permanganato maior foi o sinal obtido. Portanto, para
um ganho de sensibilidade, foi utilizada uma solug¢do saturada. Em relagdo a
acidez, concentragdes de 4cido sulfirico maiores que 3 mol L resultaram em
solucdes instaveis, sendo observado a evolucdo de oxigénio proveniente da
decomposicao do permanganato de potassio. Como as bolhas de gas no sistema
de fluxos atrapalhavam o procedimento, a concentracdo de H,SO, foi mantida
em 3 mol L.

Em relagdo a estudos da reagdo de Br, com luminol, pouco, ou quase nada
foi encontrado at¢ o momento na literatura, porém, em relacdo a reagao
Cl—luminol, varios trabalhos sdo encontrados. Segundo MARINO e INGLE",
como no pH 6timo para o desenvolvimento da reacdo de quimiluminescéncia a
razao [CIO’])/ [HCIO] ¢ méaxima, os autores propdem que a espécie responsavel
pela reagdo com o luminol € o ClO". Porém, segundo GONZALEZ-ROBLEBO
et al."*, baseados na razdo de formacdo, o acido hipocloroso é o responsavel
pela reagdo com o luminol em uma primeira etapa, formando um intermediario
que, posteriormente, em meio alcalino formard um composto que emitira luz.

135,136
Segundo os autores,

a melhor solu¢do aceptora ¢ a que possui pH
entre 3 e 5, pois em valores de pH menores a reagdo com o luminol ndo se
desenvolvia e em valores de pH mais elevados o hipoclorito em baixas
concentragdes “virtualmente desaparecia” quase que instantaneamente. Outros
trabalhos utilizando outros meios de detec¢do, preferiram os aceptores acidos ao
bésicos.'”’ Porém, para o caso do Br,, no presente trabalho, sé foram obtidos

sinais quando a solu¢do aceptora era preparada em pH maior que 7.
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A vazio da solugio aceptora também foi variada entre 0,5 mL min™' e 2
mL min™. Quanto maior a vazio da solugdo aceptora maior foi o sinal analitico
obtido. Isto provavelmente se deve a reacdo de quimiluminescéncia, pois quanto
maior a vazao, a mistura entre as solugdes ocorrerd de forma mais vigorosa e
conseqiientemente, maior sera a emissao de luz. Porém, no caso de vazdes muito
altas, ocorria facilmente a ruptura da membrana de teflon e, devido a baixa
repetibilidade obtida com vazdo de 2 mL min”, a vazdo foi mantida em 1 ml
min™.

Ganhos de sensibilidade foram obtidos com o aumento da temperatura até
45 °C. Acima dessa temperatura ndo foi observado nenhum ganho de
sensibilidade e acima de 80 °C, devido a decomposi¢cdo do permanganato ¢
conseqiiente liberacdo de substincias que reagem com o luminol, altos valores
de branco foram observados ( > 1 V), impossibilitando a determinacdo de
concentragdes menores que 100,0 mg L™ de Br’.

Em relagdo a concentracdo do luminol, assim como nos trabalhos

135,136
°° neste trabalho

encontrados na literatura para determinacdo de hipoclorito,
foi observado que a quantidade de luz emitida € crescente a medida que cresce a
concentracdo de luminol. Porém, em concentracdes acima de 1,0 x 10~ mol L™
de luminol pouco ganho no sinal analitico foi observado. Portanto, para a
obten¢do do méximo de sinal com o minimo gasto possivel de reagente, a
concentracio de luminol adotada foi de 1,0 x 10~ mol L™

Com as condicdes descritas acima, foi possivel a determinagdao de Br™ na
faixa de concentracdo entre 10 ¢ 100 mg L' com um volume de 100 pL de
solucao de amostra. Com enriquecimento de Br, na solugdo aceptora, a detecg¢ao
de concentragdes menores foi possivel, proporcionalmente ao volume de
amostra utilizado. Maior magnitude de sinal foi obtido com 3 mL de solugdo de
amostra, 3 minutos de abertura das valvulas V;-V; (Figura 6.1), portanto foram

necessarios 240 s para passagem completa da zona de amostra. Maiores volumes

de amostra implicariam em um aumento do tempo de analise, porém, para nao
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sacrificar a freqiiéncia analitica e obter um boa sensibilidade, o volume da
solucao de amostra foi fixado em 3 mL.

Segundo MILOSAVLJIVIC et al,"’ o transporte de massa da solucio
doadora para a solugdo aceptora ¢ mais eficiente quando a ultima estd em
movimento. Utilizando uma das principais vantagens da estratégia da
multicomultagdo, que € a inser¢ao discreta de uma solugao, por meio da abertura
programada da valvula solendide, pulsos da solu¢ao aceptora foram inseridos no
sistema de fluxos durante o periodo de enriquecimento. Com esta estratégia, foi
possivel renovar a solugdo em contato com a membrana. O resultado ¢
apresentado na Figura 6.3, na qual pode ser observado um ganho de ca. 50 % na
altura de pico quando utilizada esta estratégia em relacdo a solucdo aceptora

estatica.
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100 H
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Figura 6.3 - Comparacio do sinal transiente obtido com a solu¢io aceptora estatica
(curva I) com o sinal obtido com a solucdo aceptora pulsada (curva II) durante o
periodo de enriquecimento. Foi utilizado o sistema da Figura 6.1 com bobina de 100 cm em
banho com temperatura controlada a 40 °C e uma solugdo 100 mg L de Br solugdo de
amostra.

Utilizando solu¢des de referéncia, uma curva analitica foi obtida na faixa
de concentracdo entre 1,0 ¢ 200,0 ug L' de Br, com um coeficiente de
correlacdo linear r = 0,999 e obtendo-se um limite de deteccdo de 0,8 pg L' de

Br. Com uma curva na faixa de concentracio entre 0,1 e 50,0 mg L também
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foi observado uma boa linearidade, sendo obtido um r = 0,999. Na Figura 6.4 ¢
apresentado um grafico dos sinais transientes obtidos com solucdes de referéncia
de Br utilizando o procedimento proposto. Na Figura 6.4a ¢ apresentado a
emissao de quimiluminescéncia quantificada pelo detector em fung¢do do nimero
de leituras, enquanto na Figura 6.4b, ¢ apresentado em funcao do tempo. Devido
ao longo tempo de enriquecimento, a op¢ao de mostrar os sinais transientes em
funcdo do niamero de leitura foi adotada para poder exibir um grande niumero de
sinais analiticos sem que eles ficassem distorcidos. Na Figura 6.4b ¢ possivel
observar o surgimento de 1 pico a cada 300 s, sendo este o tempo de cada ciclo
analitico( 240 segundos para a etapa de oxidacdo/enriquecimento e 60 s para a

etapa de deteccao quimiluminescente).

Emissédo / V
emissdo / V

o] i o “

T T T T T T T
0 5000 10000 15000 0 300 600

Leitura tempo /s

Figura 6.4 - Sinais transientes obtidos com o procedimento proposto para determinacao
de Br' empregando o permanganato de potassio como oxidante. a — em fun¢do do niimero
de leituras; da esquerda para direita os sinais sdo referentes a trés inje¢des de 1,0; 5;0; 25,0;
50,0; 75,0; 100,0, 200,0 ¢ 400,0 ug L™ de Br.. b — em funcdo do tempo (s) trés sinais obtidos
com uma solugdo de referéncia 5,0 ug L™ de Br.

6.3.2. Oxidacao pela cloramina-T

No item 6.3.1 foi proposto um procedimento automatico em fluxo para
determinagdo de fons brometo na faixa de concentragdo entre 1,0 e 200,0 pg L™
utilizando medidas por quimiluminescéncia. O procedimento baseou-se na

oxidacdo de Br™ a Br,, seguida da separacdo desse do meio oxidante através de
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uma membrana de difusdo gasosa. No fluxo aceptor, o Br, era transportado em
direcao a cela de fluxos, onde reagia com o luminol, emitindo luz como produto
da reagdo. Porém, apesar do bom limite de detec¢do obtido (0,8 pg L), o
sistema se mostrou extremamente lento e quando empregado para determinacao
de brometo em amostras reais, a presen¢a de alanina suprimiu totalmente o sinal
analitico.

Com o objetivo de contornar as limitagdes apresentadas pelo sistema
descrito na Figura 6.1 e simplificar o sistema, outros agentes oxidantes foram
testados. A cloramina-T foi o reagente que apresentou melhores resultados. Este
por sua vez ¢ um reagente empregado em diversos procedimentos que
necessitam de uma etapa de oxidagdo.*® Por meio de testes preliminares, foi
observado que em certas condigdes experimentais este reagente interagia pouco
com o luminol, emitindo uma fraca radiacdo, produzindo uma linha de base
estavel e de baixo valor em torno de 5 mV. Portanto, foi possivel monitorar a
reacao de quimiluminescéncia entre Br; e o luminol na presenca da cloramina-T.

Nos estudos preliminares foi utilizado um sistema classico de analises por
inje¢do em fluxo similar ao representado na Figura 3.9. Porém, para controle dos
tempos envolvidos em cada etapa da analise e para economizar os reagentes, foi
utilizado o sistema apresentado na Figura 6.2. Esse sistema possui um injetor
proporcional e valvulas solendides controladas por um computador. O emprego
do injetor proporcional se justifica devido a utilizacao da coluna de troca—ionica,
a qual requer mudangas no sentido dos fluxos durante as etapas de concentracao
e de eluicdo. A maneira mais eficiente para realizar esta inversao de fluxos ¢
obtida utilizando o injetor proporcional.'*®

Para gerar pouco efluente, as vazdes foram arbitrariamente selecionadas
como 1,0 mL min" para o fluido transportador (Cs) e 0,4 mL min" para as
solucdes de cloramina-T (R1) e de luminol (R2). Os experimentos iniciais foram
conduzidos utilizando uma solu¢ao de referéncia de brometo com concentracao

de 10 mg L™ e uma al¢a de amostragem de grande volume, 500 pL, para evitar



97

influéncia dos efeitos de dispersdao. As demais variaveis do sistema analitico
foram estudadas pelo método univariado e os estudos de cada pardmetro sao
mostrados a seguir.

A primeira varidvel a ser estudada foi a concentracdo da solugdo de
cloramina-T. A concentragdo desse reagente foi variada entre 0,01 € 2 % (m/v) e
os resultados podem ser observados na Figura 6.5. De acordo com a figura, ¢
possivel observar que o méximo de sinal analitico foi obtido com uma solugao
de cloramina-T com concentracoes de 0,1 %.

Apesar do potencial de oxidagdo da cloramina-T aumentar com o aumento
da concentra¢do hidrogenidnica,” quando o reagente foi preparado em tampao
acetato (pH = 4,7), foi observado uma diminuicao do sinal, devido a alteracao do
pH otimo da reacdo do luminol (10,5). Como nao havia variacdo no pH das
solucdes de amostras, a solucdo do reagente oxidante ndo precisou ser

tamponada, sendo entdo este reagente preparado em agua destilada.

200
E 100 o 4
0 ) ) ) )
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
cloramina-T (%)

Figura 6.5 - Estudo da concentracio da solu¢ao de cloramina-T.

A concentracdo do luminol foi variada entre 1 x 10°e 1 x 102 mol L. Os
resultados obtidos, empregando solucdo de referéncia de 10,0 e 20,0 mg L™ de
brometo, respectivamente, sdo mostrados na Figura 6.6. Como pode ser
observado na figura, o sinal é crescente até a concentracdo de 1 x 10 mol L™,
acima desse valor de concentragdo de luminol, ndo houve ganho de sinal
analitico. Este resultado ¢é concordante com o resultado observado anteriormente

no sub-item anterior (6.3.1), e também nos trabalhos encontrados na literatura,
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para determinagdo de hipoclorito."”>"

Portanto, para a obtencdo do méximo de
sinal com o minimo gasto possivel de reagente, a concentracdo de luminol

adotada foi de 1,0 x 10> mol L.

el |

maximo do sinal / (mV)

Log da concentragio de luminol em mol L"

Figura 6.6 - Estudo da concentragiio da solugiio de luminol. I — 10,0 mg L™ de Br, II —
20,0 mg L' de Br.

Com respeito ao comprimento da bobina de reacdo, na Figura 6.7 ¢
apresentada a influéncia desse parametro em relacdo ao sinal analitico. Como
pode ser observado na figura, a oxidacdo do brometo com a cloramina-T ¢ uma
reagdo de cinética rapida, pois nao houve diferenca significativa entre os sinais
analiticos variando-se o comprimento da bobina entre 0 e 250 cm. Com a
auséncia da bobina de reagdo, nao foram observados problemas de mistura entre
as solucoes de amostra ¢ cloramina-T, ¢ o valor do coeficiente de variacao
obtido foi menor que 2 %. Portanto, somente um tubo de 10 cm foi utilizado
como percurso entre a confluéncia x e y, da Figura 3.9 e, conseqiientemente, da

Figura 6.2.
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Figura 6.7 - Estudo do comprimento da bobina de reagao.
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Com as variaveis do sistema de analises em fluxo otimizadas, foram
processadas as solucdes de referéncia entre 0 ¢ 100,0 mg L™ ¢ com os resultados
analiticos foi estimado coeficiente de correlagdo linear R = 0,999 (n = 7),
coeficiente de variacdo menor que 2 %, para uma solugdo de referéncia de 10,0
mg L' e um limite de deteccdo de 0,5 mg L' de Br. Apesar de ser estavel e
preciso, o sistema ndo apresentou uma sensibilidade adequada para as
concentracdes de brometo, considerando aquelas encontradas na amostra (< 1
mg L™"). Como ndo havia separacio entre a solucdo oxidante ¢ a solucdo de
luminol, qualquer tentativa de melhorar o limite de detec¢do, mediante a
otimizag¢dao de outras variaveis experimentais, como temperatura, por exemplo,
aumentava a interagao entre a cloramina-T e o luminol e, conseqiientemente, o
procedimento era inviabilizado.

Apesar da baixa sensibilidade, testou-se a viabilidade da determinacdo de
brometo na presenga do aminodcido, assim solugdes de 10, 20 € 30 mg L' deBr
foram preparadas em 0,1 % de alanina. No entanto, com as solu¢des contendo
alanina, o sinal de quimiluminescéncia foi totalmente suprimido, provavelmente,
devido a reagdo do Br, com o0 aminoacido, prejudicando a reagao com o luminol.
De fato, esta supressdo de quimiluminescéncia ja foi proposta na literatura como
meio de deteccdo de aminoacidos.”

Considerando o discutido acima, para pré-concentrar o brometo e eliminar
a interferéncia causada pela alanina, foi utilizada uma coluna preenchida com
uma resina AG1-X8 (anidnica forte).

Para pré-concentrar e separar os ions brometo da matriz da amostra, foi
utilizado o diagrama de fluxos apresentado na Figura 6.2. Inicialmente, foi
estuda a influéncia do volume da amostra considerando as varias caracteristicas
analiticas. Variando-se o comprimento da al¢a de amostragem (L-Figura 6.2), o

volume de amostra foi de 1,5, 3,0, 4,5 e 6,0 mL, respectivamente. Para esse
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experimento, foram utilizadas solu¢des de referéncia preparadas em dagua
destilada.

Como descrito no procedimento experimental, a alga de amostragem era
preenchida com as solucdes de referéncia e injetadas no sistema analitico.
Quando todo conteudo da alca de amostragem passasse pela coluna, o injetor
imediatamente voltava ao seu estado original, para que o analito fosse eluido. Na
Tabela 6.1 encontram-se as caracteristicas analiticas obtidas com o sistema
proposto. De acordo com os dados da tabela, ¢ possivel notar que com o
acréscimo do volume de amostra, melhor ¢ a sensibilidade, porém, com um
acréscimo na geracdo de efluente e um decréscimo na freqiiéncia analitica.
Como a concentracdo de brometo nas solugdes de amostras encontravam-se na
faixa de 0,1 e 1 mg L optou-se por manter o volume de 1,5 mL de amostra, ou

seja, 300 cm de alca de amostragem.

Tabela 6.1 - Caracteristicas analiticas em fun¢iao do volume de amostra.

Caracteristica Volume de amostra

Analitica 1,5mL 3,0 mL 4,5 mL 6,0 mL
Equacao da reta y =0,034x + 0,120 y=0,128x + 0,738y = 0,264x + 0,532Y = 0,322x + 1,82
Faixa linear (ug L) 100 — 1000 50 - 1000 10 — 500 10 — 500
Lim. de deteccao* (ug L'1) 8,95 2,35 1,13 0,93
Amostras por hora 40 30 24 20

Vol. luminol (mL) 0,4 0,4 0,4 0,4

Vol. Cloramina-T(mL) 0,4 0,4 0,4 0,4

Vol. NaNOz(mL) 1,5 2 2,5 3,0

Vol. Total(mL) 2,3 2,8 3,3 3,8

* limite de deteccio calculado de acordo com as recomendacdes da [UPAC®

E interessante salientar que, o gasto das solu¢des de luminol e de
cloramina-T foi o mesmo para todos os estudos, pois estas solugcdes s6 foram
utilizadas na etapa de eluicao do analito, mediante ao acionamento das valvulas.

Definido o volume de amostra, que resultou em adequada sensibilidade, o
sistema foi estudado com uma solugao de 0,5 mg L' de brometo em 0,1 % de
alanina. Os resultados obtidos nesse estudo foram comparados com aqueles

obtidos com uma solucdo de Br preparada em agua. Aplicando-se a mesma
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estratégia empregada no estudo acima, ou seja, comutando o injetor assim que
todo contetdo da alca de amostragem passasse pela coluna, nao foi obtido
nenhum sinal de quimiluminescéncia. Entdo, foi avaliado um intervalo de tempo
para que o fluxo de 4gua que transportava a amostra, lavasse a coluna,
eliminando assim a alanina remanescente.

Os resultados de recuperacdo, em fun¢do do intervalo de tempo para
limpeza da coluna, encontram-se na Figura 6.8. Observa-se que com o
acréscimo do tempo de limpeza, houve um acréscimo na recuperagdo do
brometo até se estabilizar a partir de 150 s. Porém, as recuperagdes ndo
ultrapassaram a taxa de 88 %, provavelmente, devido ao fato de que parte da
alanina presente na solucdo de amostra estava desprotonada, ficando também
retida na coluna anidnica. Para contornar esse problema, substituiu-se o
transportador dgua por um transportador contendo acido. Contudo, mesmo
empregando solucdes de acidos diluidos, devido ao efeito da acdo das massas, o

brometo retido da coluna foi eluido pelos anions desse acido.
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Figura 6.8 - Estudo do tempo de limpeza.

Para melhoria do fator de recuperagdo, as solugdes de referéncia de
brometo foram preparadas em 0,1 % de alanina. Na Tabela 6.2 sdo apresentados
os resultados de recuperagdo obtidos. Para comparacdo, na Tabela 6.3 também
sdo apresentados os resultados obtidos com solugdes de referéncia preparadas

em agua. Nessa ultima tabela, pode-se observar que ndo foi obtido fator de
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recuperacdo maior do que 84 %, enquanto que, para solu¢des preparadas em

alanina foram obtidos valores entre 94 ¢ 104 % (Tabela 6.2).

Tabela 6.2 - Teste de recuperacio de brometo com soluc¢des de referéncia preparadas em
0,1 % de alanina.

Amostra Br naamostra  Br adicionado(mg/l) Br  encontrado Recuperagéao
1 0,451 0,100 0,555 104,4%
2 0,221 0,100 0,317 96,0%
2 0,221 0,250 0,474 101,2%
3 0,352 0,100 0,456 104,0%
4 0,331 0,100 0,425 94,0%

Tabela 6.3 - Teste de recuperacio de brometo com solugdes de referéncia preparadas em
H,O0.

Amostra Br na amostra  Br adicionado(mg/l) Br  encontrado Recuperacao

2 0,190 0,100 0,273 83,0%

3 0,293 0,100 0,373 80,0%

4 0,273 0,100 0,357 84,0%
0.5 0,000 0,500 0,392 78,4%
04 0,000 0,400 0,336 84,0%
0.2 0,000 0,200 0,155 77,5%

6.3.3. Determinacido de Brometo em amostras reais

Com a definicdo de todas as varidveis experimentais, o sistema foi
aplicado para a determinacdo de brometo em amostras de L-alanina, sintetizadas
no laboratorio de Isotopos Estaveis do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura. Foi dissolvido aproximadamente 0,1 g de amostra em 100 mL em
agua destilada e, posteriormente, processadas no sistema de fluxos apresentado
na Figura 6.2. O tempo para que cada etapa do procedimento fosse realizado
encontra-se descrito na Tabela 6.4. E interessante salientar que, cada ciclo
analitico corresponde a todas as etapas necessarias para a realizacdo do
procedimento, e o tempo total de cada ciclo ¢ de 180 s, ou seja, o sistema ¢
capaz de executar 20 determinagdes por hora. Contudo, devido a presenga das

valvulas V| e V,, os reagentes cloramina-T e luminol s6 fluem pelo percurso
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analitico durante 60 s, entre t = 150 s e t = 210 s, isto é, t = 30 s do proximo
ciclo. Durante todo o ciclo de analise, o computador realiza a aquisi¢ao de

dados.

Tabela 6.4- Tempo para que cada etapa fosse realizada no procedimento de
determinacao de brometo

Etapa Eventos que ocorrem nesta etapa Posicao do Tempo
Injetor* (s)

1 Preenchimento da alga de amostragem A -

2 Comutagéao do injetor para deslocar a amostra em diregédo a B 0
coluna, para concentragao e limpeza.

3 As valvulas V, e V; sdo desligadas (caso ndo seja o primeiro B 30
ciclo analitico)

4 Volta do injetor a posicdo de amostragem para elui¢do do analito A 150

da coluna e para o preenchimento de uma nova amostra na alga
de amostragem. Também, nesta etapa, sédo acionadas as
valvulas V, e V, das solugdes de cloramina-T e luminol,
respectivamente.

5 Comutagéao do injetor para deslocar uma nova amostra em B 180
direcdo a coluna, para concentragao e limpeza, dando inicio a
um novo ciclo analitico.

* A = injetor na posi¢do de amostragem; B = injetor na posigdo alternativa (como mostrado na Figura 6.2).

Na Figura 6.9 sdo apresentados os sinais transientes obtidos com solugdes
de referéncia de Br’, e os sinais obtidos de algumas amostras. Na Tabela 6.5 sdo
apresentados os resultados obtidos na analise de 7 amostras. Com o
procedimento proposto, obteve-se uma faixa de linearidade entre 0,100 e 1,00
mg L' de Br com um coeficiente de correlagio linear igual a 0,999. O limite de
deteccdo foi de 8,95 pug L' de Br. Outras caracteristicas analiticas foram um
coeficiente de variagdo igual a 3,0 % para 10 medidas de uma solug¢ao 0,100
mg L de Br'e um consumo de 0,07 mg de luminol e 0,4 mg de cloramina-T por
determinacgdo. A exatidao foi comprovada pelo método de adi¢ao de padrdo, e

foi observada recuperacdo de brometo na faixa entre 94 e 104 % (Tabela 6.5).
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Figura 6.9 - Sinais transientes obtidos com o sistema proposto para determinacao de Br’

Foi utilizado o sistema da Figura 6.2. Numeros no grafico indicam a concentra¢do de Br" em
-1

mg L.

Tabela 6.5 - Concentracio de brometo encontrado nas amostras.

Amostra Br (mg L'1) Massade ALA(g) mgdeBrem1gALA CV*(%)
1 0,451 + 0,006 0,1032 0,437 + 0,006 1,3
2 0,221 + 0,003 0,0939 0,235 + 0,004 1,5.
3 0,352 + 0,003 0,1020 0,345 + 0,003 0,9
4 0,331 + 0,006 0,1010 0,328 + 0,006 1,7
5 0,47 + 0,01 0,1000 0,47 + 0,01 2,5
6 0,305 + 0,003 0,1002 0,305 + 0,003 1,1
7 0,153 + 0,002 0,0963 0,160 + 0,002 1,3

*CV = coeficiente de variagao

6.4. Conclusoes

O sistema de fluxos proposto para da determinagdo de brometo utilizando
a cloramina-T como agente oxidante apresentou um bom desempenho analitico
e mostrou-se adequado para a determinacao desse anion em amostras de alanina.

O sistema realiza as etapas do procedimento automaticamente. Uma vez
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fornecidos os parametros experimentais, o programa de controle e aquisi¢ao de
dados executava o procedimento sem a necessidade de intervencdo do operador.
Além disso, a automagdo do procedimento analitico possibilitou uma economia
de reagente, pois mediante o uso de valvulas solendides os reagentes s6 eram
inseridos no sistema de fluxos quando eram necessarios, resultando em menor

geragdo de efluente e, conseqiientemente, um menor custos por analise.
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CAPITULO 7. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS
FUTURAS

Face ao exposto, pode-se dizer que a utilizagcdo de um computador para o
controle de sistemas de andlises em fluxo permitiu o desenvolvimento de
procedimentos analiticos automaticos, além de contar com caracteristicas
vantajosas no que se refere ao gasto de reagente e facilidade operacional. Isso
foi demonstrado nos capitulos 4, 5 e 6, para os sistemas de determinagdo de
NO,, L-alanina e brometo, os quais apesar de requererem uma série de etapas
analiticas, tais como, parada de fluxo, diluigdo, pré-concentraciao, limpeza da
amostra, etc, todas elas foram realizadas automaticamente sem a necessidade de
interferéncia do operador. Outra vantagem patente do uso desses sistemas
analiticos € a adi¢do controlada de reagentes, que ¢ economicamente atraente.

Com respeito aos sistemas de detecg¢do, descritos nos capitulos 3 e 4,
concluiu-se que ambos sdo adequados para a utilizacdo em sistemas de analises
em fluxo. O projeto destes se destacam pela simplicidade e baixo custo. Este
trabalho reforgou o conceito que a utilizacdo do computador permitiu a
substituicdo de sistemas eletronicos complexos para o monitoramento, a
aquisi¢do e tratamento dos dados analiticos. No caso do analisador de NO,,
conforme no capitulo 4, foi possivel utilizar dois LEDs com acionamento
intermitente para medida de absorbancia. O computador era responsavel pelo
acionamento dos LEDs e pela aquisi¢ao de dados, separagdo dos sinais e calculo
do valor de absorbancia. Foi possivel assim corrigir interferéncias tanto fisicas
como quimicas, ou sejam, vibragdes, microbolhas, efeito Schlieren e deposicao
do reagente nas paredes da cela de fluxos, etc. E interessante salientar que essas
operagdes poderiam ser realizadas sem o auxilio de um computador, contudo,
seria necessario um conhecimento profundo em eletronica para o
desenvolvimento de um sistema capaz de realizar todas as etapas descritas

acima.
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Em relagdo a utilizacdo de enzima no sistema de analises em fluxo
proposto para determinacdo de L-alanina, esta se mostrou vantajosa, pois, como
a enzima nao sofreu interferéncia de amdnia, foi possivel o desenvolvimento de
sistemas mais simples, sem a necessidade de separagdo dessa espécie da matriz
da amostra, como ¢ o caso dos métodos espectrofotométricos, visto que os
reagentes cromogénicos para determinagao de aminoacidos também reagem com
a amonia.

Em continuidade aos trabalhos propostos, sugere-se a determinagdo de
glicina em linha de sintese. A determinagdo deste aminodcido foi proposta no
projeto de pesquisa original, porém, a glicina reage muito pouco com a
L-aminoacido oxidase, a sua determinagdo por reagdo enzimatica e deteccdo
quimiluminescente foi inviabilizada. Para que isso ocorra, serd desenvolvido um
procedimento espectrofotométrico utilizando a ninidrina como reagente
cromogénico. Como esta substancia também reage com amonia, serao estudadas
diversas formas de ou separacdo desta espécie da matriz da amostra. Neste
aspecto, em estudos preliminares, devido a alta solubilidade da amonia em
temperatura ambiente, os resultados ndo foram promissores quando
alcalinizando a amostra e posterior borbulhamento com gés inerte para remog¢ao
do NH3

Uma outra alternativa seria o aquecimento até o ponto de ebulicdo da
amostra alcalinizada e posterior borbulhamento com gas inerte. Porém, devido a
perda de agua, no processo de ebulicdo sera necessario usar uma substancia
estavel como tracador, para compensar o efeito de concentracdo do analito
devido a perda de agua. Também sera estudado o uso de membranas de difusao
gasosa para separagao da amoénia. Como o processo de difusdo ndo ¢ eficiente,
serd usada a estratégia de aprisionamento quimico (“chemical trapping”), para

aumentar a eficiéncia do processo.
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