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Resumo

Resumo

Neste trabalho descreve-se, de uma forma pormenorizada, a construgio,
desenvolvimento e avaliagdo de sistemas de analise por injec¢do em fluxo com detecgdo
potenciométrica de sensibilidade aumentada, utilizando eléctrodos de membrana
cristalina homogénea.

Na construgdo dos eléctrodos de membrana cristalina homogénea as respectivas
misturas sensoras foram preparadas por precipitagdo de Ag,S, nos detectores sensiveis
a Ag(l) e S*, ou co-precipitagio de Ag,S e o correspondente sulfureto metalico
(MS/Ag;S, nos eléctrodos sensiveis a Cu (II), Cd (II) e Pb (II)) ou halogeneto de prata
(AgX/Ag,S (X =CI, Br e I)). Para a obtengido da membrana sensora foi utilizada uma
técnica de prensagem como forma de aglutinagido do sensor solido. Os eléctrodos foram
construidos com uma configuragdo tubular, em que cada corpo albergava uma ou duas
membranas sensoras.

Com a finalidade de se conseguir aumentar a sensibilidade da metodologia
potenciomeétrica, atendendo a que esta € razio da variagdo do sinal analitico (AS)
relativamente a variagdo da concentragdo do analito (AC), promoveu-se o acréscimo da
variagdo de diferenga de potencial medida pelo detector utilizado. Este aumento de
sensibilidade foi conseguido utilizando sistemas diferenciais, utilizando dois eléctrodos
tubulares, semelhantes, colocados sequencialmente; e sistemas tipo “soma” utilizando
um eléctrodo indicador tubular composto por duas membranas com igual sensor, em
que o sinal analitico resulta da soma das respectivas diferencas de potencial,
relativamente a um mesmo eléctrodo de referéncia.

Os ensaios de avaliagdo dos dois tipos de montagens de sensibilidade acrescida,
para todos os 10es mencionados, constavam da determina¢do dos pardmetros gerais da
curva de calibragdo, do efeito do pH nos valores de potencial, do tempo de vida dos
eléctrodos, da estabilidade dos potenciais ao longo de um dia de trabalho e da
determina¢do dos coeficientes de selectividade potenciométricos relativamente a
diversos interferentes.

Avaliou-se igualmente a possibilidade de aplicagdo de alguns dos sistemas de
detecgio de sensibilidade aumentada implementados a determinagdes analiticas de

diferentes parametros quimicos em aguas, vinhos e formula¢des farmacéuticas.
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Desta forma procurou-se demonstrar que os sistemas de analise por injecgdo em
fluxo com detecgiio potenciométrica de elevada sensibilidade poderiam ser vistos como

alternativas reais de automatizag@o, as respectivas metodologias de referéncia.




Abstract

A bstract

This work describes the construction, development and evaluation of increased
sensitivity potentiometric detectors for flow injection analysis systems, based on
homogeneous crystalline membrane electrodes.

The electrodes were obtained by high pressure pressing of Ag,S, MS / Ag,S, (M
= Cu (II), Cd (II) or Pb (II)) or AgX / Ag,S (X = CI', Br" and I')) sensor mixtures. The
tubular electrodes were constructed including one or two sensor membranes in each
electrode body.

The sensitivity of the potentiometric measurement is the ratio of the change in
the analytical signal variation (potential variation) to the change in the analyte
concentration that is measured. In order to increase the sensitivity the analytical signal
should be increased.

This work presents the construction and evaluation of two types of detection
systems designed for FIA, based on the use of tubular electrodes with homogeneous
crystalline membranes sensitive to chloride, bromide, iodide, sulphide, silver (I), copper
(II), cadmium (II) and lead (II). One of the systems displays two electrodes of the same
kind placed sequentially in a single channel FIA manifold, each one working
alternatively as reference of the other (SDS — sequential detection system). The other
system consists of tubular detectors constructed with two membranes, 3 mm apart,
totalling the potentials (vs the same reference electrodes) with an electronic summing
device (DMDS — double membrane detection system).

The general working characteristics of both increased sensitivity systems were
evaluated, namely calibration curve parameters, stability and life time, pH effect and
potentiometric selectivity coefficients.

In order to evaluate the performance and analytical usefulness of the detection

systems developed, water, wine and pharmaceutical products were analysed.
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R esumé

Dans ce travail nous decrivons la construction, le développement et évaluation
de systémes d’analyse par injection en flux avec détection potentiométrique de
sensibilité augmenté, utilisant des électrodes a membrane cristalline homogéne.

Pour la construction des électrodes de membrane cristalline homogeéne, les
mixtures sensorielles respectives ont eté préparés par precipitation de Ag,S dans les
détecteurs sensibles au Ag (I) et S*, ou co-precipitation de Ag,S et le correspondant
sulfur métallique (MS / Ag,S, dans les électrodes sensibles au Cu (1), Cd (I1) et Pb (1))
ou halogenate d’argent (AgX / Ag,S (X = CI, Br ou I). Pour I’obtention de la
membrane sensorielle, il a eté utilisée une technique de pressage comme forme
d’aglutination du senseur solide. Les électrodes ont eté construites avec une
configuration tubulaire, ou dans les corps étaient logées une ou deux membranes
sensorielles.

Avec la finalité¢ d’obtenir ’augmentation de la sensibilité de la méthodologie
potentiométrique on a proportioné I’accroissement de la variation de la différence de
potentiel mesuré par le détecteur utilisé. Cet’augmentation de la sensibilité a été obtenue
a travers des systémes différentiels, utilisant des eléctrodes tubulaires semblables, posés
sequentiellement, et des systémes du genre “somme”, employant un’ électrode
indicatrice tubulaire de deux membranes d’égale sensibilité, dont le signal analytique de
la somme des différences de potentiel respectives par rapport 4 une eléctrode de
référence.

Les essais d’évaluation des deux types de montage de sensibilité accrue por tous
les ions mentionés, consistaient de la détermination des parametres generaux de la
droite de calibration, de I’effect pH, du temps de vie des électrodes, de la stabilité des
potentiels et de la détermination des coefficients de séléctivité potentiométriques en
rapport avec des divers interferants.

Nous avons également évalué la possibilité d’application de quelques systémes de
détection de sensibilité augmenté a certaines déterminations analytiques de différents

parametres chimiques dans des eaux, des vins et des formulations pharmaceutiques.
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1 - Enquadramento e objectivos gerais do trabalho

A analise por injecgdo em fluxo (FIA), criada em 1975 por Ruzicka, provou ser,
ao longo de 2 décadas, uma técnica valiosa na automatizagdo dos procedimentos
analiticos, devido as suas caracteristicas de versatilidade, aliada a simplicidade, facil
operagdo, baixo custo das montagens e possibilidade de trabalhar com praticamente
qualquer tipo de detector.

A técnica FIA, quando associada 4 potenciometria, com eléctrodos selectivos de
130, permite que sejam melhoradas as suas caracteristicas de resposta, particularmente a
selectividade analitica e reprodutibilidade. Para além disso, proporciona a obtencio de
sistemas analiticos economicos, com elevados ritmos de amostragem e aplicaveis a
amplas gamas de concentragdo, sem perda de sensibilidade analitica. A possibilidade de
poder conferir aos detectores potenciométricos uma configuragdo tubular permitiu
rentabilizar ainda mais as potencialidades dos sistemas FIP (Flow Injection
Potentiometry) atendendo ao facto de ser possivel manter as caracteristicas
hidrodindmicas do fluxo inalteradas e permitir uma maior estabilidade mecénica dos
sistemas.

A escolha de uma metodologia analitica é sempre feita atendendo a diferentes
factores, como a selectividade, frequéncia de amostragem, economia e também
sensibilidade (razdo da varia¢do do sinal analitico/ variagio da concentragio de analito)
proporcionada, jA que a precisdo dos resultados analiticos depende deste factor. No
caso da potenciometria, embora o valor de sensibilidade, relativamente a outras
metodologias, seja considerado elevado, é, no entanto, por vezes apontado como um
factor limitante a sua utilizagdo, particularmente na analise de espécies ioOnicas
divalentes. Este aspecto pode, contudo, ser solucionado de uma forma simples.

E objectivo desta dissertagdo o estudo e desenvolvimento de sistemas de analise

por injec¢io em fluxo com detec¢do potenciométrica de sensibilidade aumentada. Para a
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sua concretizagdo, foram explorados, quer sistemas de detec¢do diferencial, quer
sistemas tipo “soma”. Nos sistemas diferenciais, utilizavam-se dois detectores
potenciométricos tubulares semelhantes, colocados em linha, de forma a que cada um
deles actuasse como referéncia do outro alternativamente, sem recurso a um eléctrodo
de referéncia convencional. Nos sistemas tipo “soma” procedeu-se a construgdo e
desenvolvimento de detectores potenciométricos tubulares com duas membranas no
mesmo corpo do eléctrodo, com soma das respectivas diferengas de potencial,
relativamente a um eléctrodo de referéncia convencional, efectuada externamente
através de um sistema electronico construido para o efeito.

Procedeu-se ao estudo sistematico dos pardmetros de resposta dos sistemas de
detec¢do de sensibilidade aumentada implementados, visando avaliar o seu
comportamento, quando se trabalhava com detecgdo diferencial ou detec¢do com
eléctrodos de membrana dupla, comparativamente com outros anteriormente
implementados, que constavam de um detector tubular com uma membrana sensora
associado a um eléctrodo de referéncia convencional.

Avaliou-se igualmente a possibilidade de aplicagdo dos sistemas de detecgio
desenvolvidos a determinagdes analiticas de diferentes parametros quimicos em aguas,
vinhos e formulagdes farmacéuticas. Explorou-se as potencialidades que os sistemas de
fluxo oferecem no processamento das amostras, criando-se montagens que
incorporavam etapas de titulagio em linha, separagio de componentes gasosos
mediante a inser¢do de uma unidade modular de difusdo de gases, e pré-concentragio
do analito em linha, com separagdo de interferentes por intermédio de reacgdes de
complexagio.

Desta forma procurou-se demonstrar uma perspectiva alargada das
potencialidades que os sistemas de analise por injecgdo em fluxo com detecgdo
potenciométrica de elevada sensibilidade oferecem, por forma a poderem, no futuro, ser
vistos como alternativas reais de automatizagdo, s respectivas metodologias de

referéncia habitualmente seguidas nos laboratorios de controlo analitico.

2.3



Preambulo

2 - Organizagdo da Dissertagdo

O presente trabalho esta organizado em nove capitulos.

No primeiro capitulo faz-se uma revisdo dos trabalhos realizados em sistemas
de analise por injecgdo em fluxo (FIA) com detecgdo potenciométrica, pretendendo-se
mostrar a evolu¢do nos processos de construgdo dos eléctrodos, na forma como sio
inseridos nas montagens FIA e nas aplicagdes analiticas a que foram dedicados. A
analise do estado de conhecimento e evolugdo dos sistemas de analise por injec¢io em
fluxo, com detecgdo potenciométrica, servem para dar uma visao global da importancia
e versatilidade desta técnica de detec¢do como metodologia analitica, assim como
realgar as vantagens da utilizagio de sistemas FIA como forma de facilitar o

processamento, em linha, da amostra até ao detector.

No segundo capitulo, intitulado Aspectos gerais da parte experimental, faz-se
uma descricdo detalhada dos materiais e métodos comuns aos diferentes trabalhos

descritos na dissertagdo.

No Capitulo III apresenta-se o desenvolvimento de sistemas potenciométricos
de sensibilidade aumentada, baseados quer na colocagdo sequencial de eléctrodos, quer
na soma de potenciais decorrentes de duas membranas sensoras colocadas a uma
distancia minima, no mesmo corpo do eléctrodo. Apresenta-se a avaliagio comparativa
das caracteristicas de funcionamento dos sistemas de detec¢do desenvolvidos, com
destaque para o declive da curva de calibragdo, limite inferior de resposta linear,
repetitibilidade e estabilidade dos sinais analiticos, ritmo de amostragem, influéncia do
pH na resposta dos eléctrodos e coeficientes de selectividade. Os sistemas
desenvolvidos eram sensiveis a cloreto, brometo, iodeto, sulfureto, prata (T), cobre (II),

cadmio (II) e chumbo (II).

Nos Capitulos IV a VIII justifica-se a utilidade analitica dos sistemas de

detecgdo construidos, implementando-se montagens FIA para aplicagdo & analise de
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diferentes pardmetros quimicos a amostras reais. No Capitulo IV referem-se os
resultados comparativos obtidos quando 0 mesmo processo analitico - a determinagdo
de cloreto em éaguas - é efectuado utilizando-se um sistema de detecgdo diferencial ou

um sistema de detecgdo por soma.

O Capitulo V descreve o desenvolvimento de uma montagem FIA,
incorporando um sistema de detec¢@o constituido por eléctrodos tubulares de Ag,S de
membrana dupla, para determina¢do de anido cloreto em vinhos, recorrendo a um

procedimento analitico baseado na pseudo titulagdo do composto com catido prata (T),

No Capitulo VI desenvolve-se um sistema de fluxo para determinagdo de SO
em vinhos, utilizando-se uma etapa de separagdo por intermédio de uma unidade de
difusdo de gases. Neste trabalho descreve-se a utilizagdo de um sistema de detecgdo

baseado num detector tubular de Agl / Ag,S, de membrana dupla.

No Capitulo VII refere-se o desenvolvimento de um sistema de fluxo para
determinacgdo de catido cadmio (II) em aguas residuais, com separagdo e concentragio
em linha, por intermédio de uma coluna contendo uma resina de troca anidnica. Neste
trabalho descreve-se o recurso & complexagdo, como etapa de aumento da selectividade
analitica, e utiliza-se um sistema de detecgfio constituido por um eléctrodo tubular de

CdS / Ag,S, de dupla membrana.

O Capitulo VIII descreve uma montagem FIA incorporando um sistema de
detecgdo composto um detector potenciométrico de dupla membrana sensivel a Cu(Il),
para determinagdo de tetraciclina, oxitetraciclina e clortetraciclina em produtos
farmacéuticos comercializados no mercado portugués, recorrendo-se a uma titulagdo

com Cu (II).

Finalmente, o Capitulo IX € dedicado as conclusdes globais, fazendo-se um

comentario geral dos resultados obtidos ao longo desta dissertagio.
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Detectores potenciométricos para sistemas FI4, evolugdo e aplicagdo

CAPITULO I

D etectores potenciométricos para sistemas de andlise

por injecgio em fluxo, evolugdo e aplicagdo.

I



Detectores polenciométricos para sistemas FIA, evelugdo e aplicagdo

I -1 - Introdugdo

As amostras para analise quimica sdo geralmente de proveniéncias diversas e
procedentes de matrizes de grande complexidade composicional. Tendo em conta que
muitos dos sistemas de detecgio ndo apresentam selectividade e sensibilidade suficientes
para a sua determinagdo directa, ¢ necessario muitas vezes recorrer a métodos de
analise que decorram por etapas, que poderdo ser de separagdo, conversdo quimica,
diluicdo ou concentragdo dos analitos, para tratamento das amostras .

A necessidade premente de obviar alguns dos problemas inumerados, visando a
obtengdo de resultados mais precisos e fiaveis, bem como de fomentar a automatizagao
dos procedimentos que precedem a determinagio analitica, de forma a efectuar as
analises em tempos mais reduzidos, justifica que alguns autores lhes tenham dedicado
particular atengdo nestes ultimos 40 anos. Assim, tendo em conta que a maior parte dos
processos de separagdo e conversio quimica se realizam em fase aquosa, deu-se o
primeiro passo no desenvolvimento de uma metodologia baseada em fluxo continuo
segmentado (SFA), proposta por Skeggs [1] em 1957, com monitorizagao continua dos
pardmetros em analise em fluxo. Durante cerca de duas décadas, para promover analises
continuas de amostras, recorreu-se ao uso da segmentagdo, por intercalagdo de bolhas
de ar ou de azoto entre as amostras, como forma de evitar a dispersdo, e
consequentemente, mantendo a identidade de cada amostra evitando-se a mistura de
sucessivas zonas de analito.

Foi apenas em 1975 que surgiu o conceito de andlise por injec¢do em fluxo (FIA),
no qual, pequenos volumes de amostra, rigorosamente medidos, eram introduzidos de
forma intermitente/discreta num fluido transportador, que a arrastava através de um
sistema de fluxo ndo segmentado [2]. No decurso desse transporte, a amostra poderia
sofrer uma série de transformagdes fisico-quimicas, desde dilui¢fio, reacgdo quimica,
tamponagao, extracgdo, etc, em unidades modulares adequadas, intercaladas em linha.

As determinagdes em sistemas FIA apresentavam como grandes vantagens,
particularmente em relagdo ao fluxo segmentado, a possibilidade de efectuar as
determinagdes em condigdes de ndo equilibrio fisico ou quimico e permitiam

adicionalmente um processamento de dados mais versatil (facultando a analise da altura,
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area e largura de pico ou distancia entre picos). Aliado a este facto, destaca-se ainda a
possibilidade de a esta técnica poder ser acoplado virtualmente qualquer sistema de
detecgdo.

Embora a metodologia FIA seja uma das mais recentes técnicas baseadas em
fluxo, a sua aplicagdo compreende ja mais de 5000 artigos publicados, abrangendo
desde analitos inorgénicos a enzimaticos, desde ides a proteinas, desde quantidades
vestigiais a altas concentragdes, podendo ser utilizada em meios aquosos ou nao
aquosos [3, 4]. O proprio conceito e definigdo de analise por injecgdo em fluxo tem
vindo a sofrer alteragdes desde o seu inicio, decorrendo este facto quer das
potencialidades que a técnica foi oferecendo ao longo dos tempos, quer da sua grande
versatilidade de aplicagdo.

Foram alias Ruzicka [5-7] e Pungor [8-10] que, ao se aperceberem da utilidade
analitica dos sistemas FIA, exploraram também a possibilidade de os aplicar
conjuntamente com a detecgdo potenciométrica, sugerindo o desenvolvimento dos
sistemas denominados FIP (Flow Injection Potentiometry).

Segundo a definicio da TUPAC [11], os eléctrodos selectivos de ido (ESI) sao
sensores electroquimicos cujo potencial depende linearmente do logaritmo da actividade
de um ido em solucdo, sendo baseados em filmes finos ou membranas selectivas como
elementos de reconhecimento. Os eléctrodos selectivos de ido funcionam pois como
detectores de superficie, pelo que a natureza do processo electroquimico, que
geralmente decorre & superficie do sensor, os torna especialmente atractivos para
sistemas de fluxo [12]. E ainda de salientar a simplicidade da aparelhagem que lhes esta
associada, tornando-os particularmente indicados para processos de controlo analitico,
como alternativa as normalmente morosas e dispendiosas metodologias convencionais.
Adicionalmente, sio de facil construgdo, as suas medigdes ndo sdo afectadas pela
coloragio ou turvagio das amostras, e ndo necessitam da adicdo de um reagente
especifico de desenvolvimento de cor para a determinagdo do analito, como acontece
muitas vezes com o método espectrofotométrico.

Para que possam ser incorporados em sistemas FIA, de forma a serem obtidos os
melhores resultados experimentais possiveis, os eléctrodos deverdo apresentar certos

requisitos, dos quais se destacam, uma rapida velocidade de resposta, reduzido ruido
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eléctrico, repetitibilidade de resposta, compatibilidade com os restantes componentes da
montagem FIA e facilidade de adaptagdo a mesma.

A insercdo deste tipo de detectores em sistemas de analise por injecgdo em fluxo
contribui igualmente para uma melhoria das suas caracteristicas operacionais,
apresentando, por isso, inimeras vantagens relativamente ao uso das mesmas unidades
de configuragio classica em técnicas potenciométricas convencionais [13, 14].
Destacam-se como vantagens o uso reprodutivel de pequenos volumes de injecgdo
(proporcionado pelo uso de diferentes configuragdes das unidades potenciomeétricas,
particularmente a tubular, como sera posteriormente referido), a reprodutibilidade do
sinal analitico, a velocidade rapida de resposta e o condicionamento continuo da
membrana sensora. Também pode contribuir para minimizar o problema de
deslizamento de potenciais, para uma melhoria da selectividade analitica, uma
eliminagio da contaminagdo resultante do eléctrodo de referéncia, pouco ou nenhum
pré tratamento da amostra, ja que este pode ser feito em linha, obtengdo de elevados
ritmos de amostragem e economia e facilidade de automatizagdo dos métodos analiticos
[14].

Pelas vantagens inumeradas resultantes da utilizagio desta metodologia
compreende-se que a potenciometria tenha sofrido um grande desenvolvimento nas
ultimas duas décadas, tendo-se estabelecido novos tipos de sensores potenciométricos,
novos processos de construcio e diferentes tipos de acoplamento aos sistemas de fluxo.
Estes desenvolvimentos tiveram como finalidade, dar resposta aos problemas e
limitagdes que foram sendo encontrados e, desta forma, vieram trazer um novo
interesse pela potenciometria como metodologia analitica de elei¢ao.

Muito embora num artigo de revisio apresentado [15] ja em 1993, se tenha dado
uma panorimica sobre o tipo de eléctrodos utilizados em sistemas FIA, sua
classificagdo, processos de construgdo e formas de acoplamento, o aparecimento de
novas situagdes analiticas justificou que, desde entdo, novos modelos fossem
aparecendo.

Neste capitulo tenta-se, de uma forma exaustiva descrever e tipificar o estado de
desenvolvimento dos sistemas FIP o qual serviu de base e orientagdo para o trabalho

desenvolvido no decurso desta dissertacgio.
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I-2 - Tipos de eléctrodos usados em sistemas de fluxo

Os sistemas FIP tém tido um crescente desenvolvimento e uma grande aplicagio
como metodologia analitica nestes ultimos anos (Figura 1), como consequéncia directa
das vantagens operacionais anteriormente referidas. A sua utilizagdo ¢ particularmente
relevante desde 1993, atingindo desde entfio mais de 50 % das referéncias citadas neste

capitulo.
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Figura 1 - Distribuicdo de publicagées referentes a sistemas FIP nas duas filtimas

décadas.

A classificagdo dos eléctrodos em grupos perfeitamente definidos nem sempre €
um procedimento facil, suscitando algumas duvidas dadas as peculiaridades de que se
revestem, quer relativas ao modo como sdo construidos quer ao mecanismo de

funcionamento e composi¢do das suas membranas sensoras. Um bom exemplo disso € 0 -
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que se vem observando com as normas e recomendagdes propostas pela [UPAC, que
desde 1976 passou a aceitar, para a classificagdo das unidades potenciométricas, outras
caracteristicas para além da composigdo restrita e do estado fisico da membrana. Esta
alteragdo na classificagio resulta das melhorias que se foram introduzindo nos
eléctrodos, no sentido de melhor responderem as necessidades analiticas concretas,
assim como da evolugdo dos conhecimentos tedricos € também do crescente interesse
analitico por esta metodologia.

Em 1976, a IUPAC [16] definiu dois grandes grupos para a classificagdo dos
eléctrodos selectivos de idio, um correspondendo aos eléctrodos primarios, onde se
incluiam os cristalinos e ndo cristalinos, e fazendo parte de um segundo grupo os
eléctrodos selectivos de 3o sensibilizados.

Posteriormente, em 1994 a TUPAC [11] renovou a sua proposta, passando a
englobar os eléctrodos em trés categorias. Na primeira integravam-se os eléctrodos
selectivos de ido primario, nos quais se incluiam os eléctrodos cristalinos, homogéneos
e heterogéneos, e os eléctrodos ndo cristalinos, de matriz rigida e de condutor movel.
Na segunda categoria encontravam-se os eléctrodos selectivos de compostos ou
membrana multipla, que abrangiam as unidades sensiveis a gases e os eléctrodos de
substrato de enzima; por fim, os eléctrodos selectivos de ido de contacto metalico ou
"all solid state", que se caracterizam pela auséncia de solugdo de referéncia interna e
que dependiam simultaneamente da condutividade idnica e electronica (condutores
mistos).

Contudo, a continua evolugdo deste tipo de detectores é de tal forma rapida, que,
em muitos casos, se torna dificil o seu enquadramento em qualquer tipo de
classifica¢@o, tornando-a muitas vezes limitante ou ambigua.

No sentido de poder dar uma certa continuidade a revisio ja anteriormente
efectuada [15], que admitiu uma classificagio em eléctrodos cristalinos, de matriz
rigida, condutor movel, redox, 1* e 2* espécies, ISFET e sensibilizados, tentar-se-a,
tanto quanto possivel, respeita-la.

Visando este objectivo, procedeu-se a um estudo, cujos resultados sdo
apresentados na Fig. 2, onde se representa a distribuigdo relativa dos diferentes tipos de
eléctrodos surgidos na literatura nestes ultimos vinte anos e que tém sido usados em

sistemas de analise por injec¢do em fluxo.
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A analise do diagrama apresentado leva a concluir que os eléctrodos selectivos de
membrana cristalina, juntamente com os condutor mével, sio os que mais tém sido
utilizados em analises automaticas em sistemas de fluxo, representando cerca de 70 %
dos artigos referidos na literatura, desde 1975. Os eléctrodos de 2* espécie sdo
responsaveis por 9 % das referéncias bibliograficas, enquanto que os sensibilizados
abrangem cerca de 6 % da totalidade dos artigos descritos. Os eléctrodos de matriz
rigida, os ISFET’s e eléctrodos de 1* espécie sdo mencionados em apenas 4 % das
referéncias. Os eléctrodos redox estdo praticamente em desuso em sistemas de fluxo

continuo, representando menos de 2% dos artigos.
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Figura 2 - Representagdo estatistica dos diferentes tipos de eléctrodos utilizados em

sistemas FIA desde 1975.

Na Tabela I resumem-se e agrupam-se os diferentes tipos de detectores referidos

na literatura consultada.
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Tabela I. Tipos de detectores potenciométricos utilizados em sistemas FIA

Tipos de eléctrodos Referéncias
Eléctrodos cristalinos 14, 17-112

Eléctrodos de matriz rigida 44,55, 113-124

Eléctrodos de condutor movel 7, 56-60, 125-245, 320
Eléctrodos sensibilizados 23,61,62, 211, 247-262

ISFET (transistores de efeito de campo) 263-275

Eléctrodos Redox 89, 276 — 281
Eléctrodos de 1° espécie 220, 282-294
Eléctrodos de 2% espécie 60, 63-64, 220, 295-319

Os eléctrodos de membrana cristalina, responsaveis por 30 % das referéncias,
poderdo ser classificados como sendo de membrana homogénea ou entdo de membrana
heterogénea [41 - 43], sendo estes ultimos cada vez menos utilizados (menos de 5% da
totalidade das unidades cristalinas) pelo facto de apresentarem, de uma forma geral,
como desvantagem uma menor velocidade de resposta, conduzindo a sistemas FIP com
baixa frequéncia de amostragem.

Desde a sua introdugdo, em 1965, por Frant e Ross [321] que o AgS é
considerado como composto de escolha para utilizagdo na tecnologia convencional de
preparagdo, por prensagem, de membranas de eléctrodos sensiveis a halogenetos e
metais pesados. Estes detectores sio maioritariamente constituidos por sulfureto de

prata, halogenetos de prata ou sulfuretos metélicos, sendo predominantemente sensiveis
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a halogenetos, sulfureto, prata (I), cobre (II), cadmio (II), chumbo (II), cianeto e
mercurio (II). Apesar das reconhecidas vantagens de utilizagdo deste tipo de sensores
[322], estes apresentam algumas limitagbes, nomeadamente a instabilidade provocada
pela corrosdo em meio fortemente acido e a forte interferéncia provocada pelo catido
Hg (II). Estes problemas motivaram a procura de alternativas tecnologicas
relativamente a novos materiais para utilizagdo na prepara¢do de membranas sensoras,
surgindo detectores baseados em calcogenideos [65, 95, 100, 108, 109], obtidos por
electrodeposi¢@o catodica de membranas de calcogenideos metalicos (selenetos e
teluretos) num substrato electrocondutor. O recurso a sais de mercurio também se
mostrou uma alternativa legitima, tendo como vantagem a obten¢do de unidades com
limites de detec¢io muito baixos, devido a baixa solubilidade dos seus sais,
comparativamente com outras preparadas com os sais de prata correspondentes. Em
contrapartida, o mercurio devido a sua elevada toxicidade tem sido preterido
relativamente a compostos de menor perigosidade, pelo que a descrigdo deste tipo de
unidades € cada vez menos frequente [23, 90].

Nos eléctrodos de membrana cristalina sdo maioritarias as referéncias a utilizagio
de eléctrodos selectivos a anides, particularmente a fluoreto [14, 18, 20-22, 32, 33, 36-
39, 44-46, 48, 51, 55, 58, 60, 64, 69, 74, 86, 94, 96, 99, 104, 106] e a iodeto [25, 28,
42, 43, 49, 54, 59, 67, 68, 72, 73, 83, 85, 87, 98, 101, 107] incorporados em
montagens FIA destinadas a4 determinagdo dos respectivos ides primarios nas mais
variadas matrizes. Muitos destes detectores cristalinos sio também utilizados em
sistemas de fluxo para determinagdo indirecta, envolvendo reacgdes de complexagéo ou
precipitagdo, por exemplo na determinagio de aluminio [14], sulfito [23, 110], ides
metalicos [34], sulfato, ortofosfato e trifosfato [35], cloreto [41, 111], cianeto [42],
fosfato [52], tioureia [68], acido acético [70], sulfato [91, 109], tidis [94] e cisteina
[98], ampliando assim desta forma a sua aplicabilidade analitica.

As unidades baseadas em membranas cristalinas apresentam como principais
caracteristicas a durabilidade, muitas vezes superior a trés anos, facilidade de
construgdo, e caracteristicas de selectividade notorias.

Nestes ultimos anos tem-se assistido a um crescente uso de eléctrodos de
membrana cristalina (Fig. 3), tirando-se partido de todas as vantagens que lhe estdo

associados e que foram referidas. Tém no entanto, como inconveniente, o facto de a sua
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construgdo estar limitada pelo nmimero de compostos com caracteristicas de
solubilidade, condutividade e grau de compressibilidade adequados para a preparacio
deste tipo de membranas. Por esta razdo, o aparecimento de unidades sensiveis a novas
espécies esta de certa forma restringido, e actualmente estuda-se preferencialmente a
sua aplicagdo em determinagdes indirectas [14, 23, 34, 35, 41, 42, 52, 68, 70, 91, 94,
98,109 - 111].

Pelo contrario, a existéncia de um grande nimero de sistemas permutadores, que
possibilitam a construgdo de eléctrodos sensiveis a praticamente qualquer espécie idnica
explica um uso tdo generalizado de detectores com membrana baseada em condutor
movel. Além disso, o processo de construgdo deste tipo de unidades, muito simples e
economico, podendo ser implementado em qualquer laboratdrio quimico, justifica a
generalizagdo do seu uso que se reflecte em cerca de 40 % da totalidade das
publicagdes citadas nos ultimos 20 anos (Fig. 2). Estes detectores apresentam como
principais vantagens, a sensibilidade a inimeros analitos, a facilidade de construcgio e o
facto de o corpo do eléctrodo ser facilmente reciclavel, tornando-se o processo de

construgdo versatil e econémico.
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Apesar da grande diversidade de sistemas sensores possiveis, os detectores com
membrana baseada em condutor movel, sensiveis a espécies inorganicas continuam a ser
preponderantes. Existe um grande numero de referéncias bibliograficas que descrevem a
utilizagdo de eléctrodos sensiveis a Ca®’ [56, 57, 125, 127, 128, 134, 141, 151, 152,
169, 170, 177, 182, 196-198, 225, 230] para determinagdo directa deste id0. Também
muito mencionados sdo os eléctrodos sensiveis a NH," [129, 130, 152, 157, 171, 175,
177, 203, 208, 211, 212, 215, 217, 227, 231, 240, 241], em que a maioria das
montagens recorrem a sistemas de separagdo do gas, algumas delas com o objectivo de
determinag¢do da ureia [208, 215, 217, 240]. Sdo também diversos os trabalhos que
citam detectores sensiveis a nitrato, utilizados quer na determinagao de mitratos [7, 126,
128, 135, 137, 139, 152, 154, 175, 191, 196, 221, 224, 242] quer de nitritos [139, 154],
assim como unidades sensiveis a potassio [7, 131, 132, 150, 152, 156, 159, 163, 169,
171, 177, 224, 232] utilizadas na quantificagio analitica desse mesmo 130.

Curiosamente, s60 em 1986 surge a primeira referéncia a utilizagdo de um
eléctrodo para compostos orginicos especificamente construido para incorporagio
numa montagem FIA, com configurag@o tubular. O eléctrodo sensivel a salicilato [140]
era preparado com uma membrana de condutor movel e mostrou ser um detector com
excelentes caracteristicas para aplicagdo em ensaios de controlo serologico. A partir dai
a generalizacdo desses sistemas sensores para uma grande variedade de espécies
orgdnicas passou a ser possivel. Surgiram descritos na literatura eléctrodos sensiveis aos
mais diversos compostos organicos, caso do benzoato [158], 5,5-dietilbarbiturato [161],
tripelenamina [190], picrato [193], prometazina [243], vitaminas [165], alcaloides [176,
184, 192], etc.

Com o objectivo de superar algumas das dificuldades encontradas na utilizagio
dos detectores de condutor movel foi proposto o recurso a fotopolimerizagio de
membranas baseadas em acrilatos [150, 225, 230, 235, 239], originando unidades
denominadas "photo-cured electrodes". Este sistema de construg¢@o origina membranas
sensoras consideradas mecanicamente mais fortes e robustas, mais hidrofébicas, e
consequentemente com menores problemas de adesdo ao contacto solido [225] do que
os encontrados com a maioria das membranas de PVC. No entanto, também o

desenvolvimento de diferentes composi¢gdes da membrana e estudo de diversas
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proporgbes dos varios componentes integrantes das misturas sensoras das membranas
de PVC [143, 159, 173, 185, 190, 199, 210, 241, 243, 245], permitiram a obtengdo de
unidades com melhores caracteristicas operacionais, nomeadamente no que diz respeito
a selectividade analitica, limite de detecgdo e tempo de vida. Citam-se como exemplos,
o estudo de diferentes solventes mediadores [190, 199, 243], aditivos [173, 229] e
ionoforos [143, 185, 241, 245] que permitiram a obtengdo de unidades com melhores
caracteristicas operacionais.

As razdes citadas justificam a grande popularidade destas unidades e a evolugdo
por que tém passado, na procura de solugdes que lhes confiram maior selectividade e
robustez mecénica, e permitem compreender a sua crescente utilizagdo nestes ultimos
anos (Fig. 3).

Os eléctrodos de 2" espécie foram igualmente muito utilizados, particularmente
até 1993 (Fig. 2 e 3), dada a facilidade da sua construgio e obtenc¢ao. Trojanowicz [60,
63, 64, 295, 296, 312] e Van Staden [298-303, 305-309, 311, 313, 316], foram
responsaveis por grande parte dos artigos publicados com este tipo de eléctrodos, sendo
na sua maioria unidades aplicadas a determinag¢do de halogenetos [296, 298-301, 303,
304, 306, 311, 312, 316]. A sua utilizagdo tem, contudo, vindo a decrescer desde entdo,
fruto dos bons resultados e da resolugdo dos inconvenientes de perturbagdes de
fenomenos redox, obtidos com os eléctrodos de membrana cristalina correspondentes.
Consequentemente, actualmente sdo poucas as referéncias que descrevem a utilizagdo
deste tipo de eléctrodos (Tabela I), em sistemas FIP, dado que, para as espécies a que
sdo sensiveis existem ESI’s de boa qualidade e com muito maior selectividade. So se
compreende ainda uma utilizagdo de eléctrodos de 2% espécie pelo facto de, em
condigdes de fluxo, ocorrer uma limpeza e condicionamento constantes da superficie da
membrana sensora. Atendendo a que nos sistemas de fluxo continuo as medig¢hes
analiticas se efectuam num periodo de tempo fixo e reprodutivel, é possivel reduzir
substancialmente os problemas referidos, inerentes a este tipo de unidades.

Os eléctrodos sensibilizados, com uma percentagem de utilizagdo de cerca de 6%
(Fig. 2), poderdo incluir eléctrodos sensiveis a gases e sensiveis a substratos
enzimaticos. Este tipo de unidades, englobadas num grupo de certa forma heterogéneo,
¢ 0 que mais modificagdes tem sofrido nestes ultimos anos e, consequentemente, onde a

aplicagdo de qualquer tipo de classificagdo de eléctrodos se torna mais ambigua. A sua
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incorporagdo em sistemas FIP tem crescido significativamente (Fig. 3), apesar de lhe
estar associada uma tecnologia dispendiosa. E no entanto uma das areas em que a
potenciometria mais se podera vir a expandir, pela diversidade de enzimas disponiveis e
pela variedade de areas em que € aplicavel [323]. Verifica-se que em quimica analitica
tem havido um interesse crescente na utilizagdo das propriedades cataliticas das enzimas
em areas de andlises de ambito industrial, médico, farmacéutico e alimentar [323]. As
reacgOes catalisadas por enzimas podem ser utilizadas para determinar a propria enzima,
o seu substracto ou qualquer activador ou inibidor da reac¢do enzimatica [323]. No
entanto, uma das limitagdes a utilizagio de enzimas para fins analiticos tem sido a perda
de actividade catalitica, como resultado da sua instabilidade em solugdes aquosas. Dai
surgir a ideia de as imobilizar em matrizes inertes, proporcionando uma actividade
enzimatica mais prolongada. Uma das solugdes consiste na utilizagdo de eléctrodos
selectivos de ido, recobertos com um filme enzimatico, que causa a reaccdo de um
substrato orgénico ou inorganico produzindo uma espécie & qual o eléctrodo é sensivel
[248, 252, 253, 254, 255, 257 - 259, 261, 262]. Salienta-se a utiliza¢cdo das enzimas
glucose oxidase (GOD) [254, 259], utilizada na determinagfo simultinea de maltose e
glucose [254] e glucose [259], e da urease, utilizada na determinagio analitica de ureia
[217, 240, 248, 255, 257]. Alternativamente, o sensor pode ser recoberto por uma
camada de substrato que reage com a enzima, co-factor ou inibidor em ensaio. Os
sistemas constituidos por eléctrodos selectivos de iio recobertos com um filme
enzimatico, apresentam como grande vantagem, relativamente aos sistemas com
intercalagdo da enzima num canal da montagem FIA ou mesmo a sua imobilizagdo numa
coluna reactora, a economia de reagente enzimatico. Em contrapartida, estes sistemas,
apesar da boa selectividade analitica que proporcionam, tém um tempo de vida
relativamente curto e tornam-se bastante mais dispendiosos que os que utilizam ESI’s
de fabrico laboratorial inseridos em montagens FIA, com etapa de difusio de gases, no
qual a libertagdo do componente gasoso ocorre por intermédio de uma reacgio quimica.

Existem ainda sistemas em que a determinagdo analitica se baseia na medida, por
intermédio de um eléctrodo selectivo ao ido, de um gas libertado por reacgdo quimica,
ou ainda convertido enzimaticamente numa espécie a que o eléctrodo seja sensivel [115,
119, 121, 124]. Neste tltimo caso é comum a libertagdo de protdo cuja determinagio é

efectuada por intermédio de um eléctrodo tubular de vidro.
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Encontra-se um numero pouco significativo de referéncias a eléctrodos de matriz
rigida, que constituem 4 % do valor total das unidades descritas na literatura (Fig. 2).
Estas unidades sdo constituidas por eléctrodos selectivos de ido cuja composi¢do
quimica da membrana, de polimero fino ou de vidro, é determinante na sua
selectividade. Encontram-se descritos eléctrodos selectivos a catido amonio, sodio e
potassio, sendo no entanto o eléctrodo mais estudado e mais frequentemente usado em
FIA o sensivel ao protdo [55, 89, 97, 113 - 120, 122, 124]. Este tipo de unidades, pela
sua limitagdo relativamente ao numero reduzido de espécies a que € sensivel, nunca teve
um uso muito significativo em montagens FIP (Fig. 3), sendo actualmente notoria a sua
substitui¢do por eléctrodos de condutor movel correspondentes [133, 136, 138, 155,
160, 178, 245], de muito menor custo e facil construgio.

Os transistores de efeito de campo sensiveis a ides (ISFET) representam cerca de
4 % das unidades descritas (Fig. 2). Este tipo de montagem foi inicialmente proposta
por Bergveld em 1970 [324], sendo constituido por um semi-condutor electronico, no
qual € depositado, directamente, o material activo da membrana, imobilizado em PVC.
A maior parte das referéncias bibliograficas a este tipo de detector referem-se a pH-
ISFET [263, 266, 267, 271-273], utilizados na monitorizagdo do pH, ou a eléctrodos
sensiveis a potassio [263, 264, 269, 270, 274]. Sdo também descritas montagens FIA
que incorporam BioFET's, (transistores de efeito de campo, biomodificados
enzimaticamente) [265, 268], que permitem a determinagio de variagdes de pH
provocadas por reac¢des enzimaticas, fundamentalmente destinadas ao controlo de
processos biotecnologicos e clinicos. As grandes vantagens dos FET (transistores de
efeito de campo), quando aplicados a sistemas de fluxo, resultam da possibilidade de
miniaturizagdo e da facilidade de incorporagdo em sistemas portateis. A miniaturizagio
permite mesmo a sua incorporagdo numa agulha hipodérmica ou noutro tipo de sonda,
possibilitando determinagdes in vivo [273]. No entanto, estas vantagens sio restringidas
pela impossibilidade de utilizagdo de um eléctrodo de referéncia com caracteristicas
similares aos ISFET, nomeadamente no que diz respeito & miniaturizagio. Dai ter
surgido a ideia de associar o ISFET a um microeléctrodo baseado em condutor mével
[271] ou mesmo utilizar um sistema diferencial ISFET/REFET [273], no qual se propde
a utilizacdo de dois ISFET semelhantes mas em que um deles funciona

permanentemente como eléctrodo de referéncia, por inser¢do num canal contendo uma

14



Detectores potenciométricos para sistemas FI4, evolugdo e aplicagdo

solugdo tampdo de pH constante. Desta forma tiram-se todas as vantagens da
possibilidade de miniaturizagio das unidades potenciométricas, particularmente em
determinagdes in vivo.

Também raramente referidos, sdo os sistemas que integram eléctrodos de 1°
espécie (Fig. 2), que respondem a variagdes de concentragdo dos ides do metal que
constitui o eléctrodo. Estas unidades s3o fundamentalmente utilizadas em
determinagdes indirectas, onde a falta de selectividade ndo € limitante, sendo referidos
como exemplos o uso do eléctrodo de cobre na determinagdo de metais (Mg, Ca, Pb,
Co, Cu, Ni, Mn, Ba e Zn) [282], de pirofosfato, cianeto, sulfureto, iodeto e tiocianato
[283] ou aminoacidos e peptideos [287]. Também se refere a utilizagdo de um eléctrodo
de prata, utilizado na determinagdo de cianeto [284], bem como o de tungstato, na
determinagio de metais de transi¢do [289] e acidos carboxilicos [291]. As principais
vantagens destes detectores, relativamente aos restantes eléctrodos, sdo a grande
disponibilidade de obtengdo de metais na natureza, facil miniaturizagdo, longos tempos
de vida, procedimentos de manutengdo minimos e baixo custo [286]. Sao
particularmente uteis nas determinagdes de elementos para os quais ndo existam ESI’s
adequados, por exemplo o A" [286], que normalmente ¢ determinado indirectamente
com um ESI sensivel a F. Nas poucas montagens FIP referentes a eléctrodos de 1*
espécie, sdo citados eléctrodos de cobre [220, 282, 283, 287, 290] ou de prata [284,
285, 294], normalmente inseridos no sistema com uma configuragao filiforme [282-285,
294]. O potencial de resposta potenciométrica destas unidades ndo € selectivo e sdo
susceptiveis a presenc¢a de substancias oxidantes e redutoras, estando dependentes da
presenga de complexantes, dai serem invariavelmente pouco utilizados (Fig. 3).

Os eléctrodos redox, pontualmente referidos (Fig. 2), sdo fundamentalmente
utilizados em FIA como eléctrodos indicadores em titulagdes redox para monitorizagdo
da variagdo transiente de potencial na proximidade do ponto de equivaléncia. Os pares
de oxidag¢do-redugio maioritariamente utilizados sdo o Fe (III) / Fe (II) [89, 277 - 279,
281] e Ce (IV) / Ce (IIT) [89, 276, 280].
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I - 3 - Tipos de configuragiio do detector e forma de insercfio nos sistemas

FIA

Nos sistemas de fluxo com detec¢do potenciométrica, para se conseguir obter
melhores resultados analiticos, devera ser prestada a maxima atengdo a configuragio da
célula detectora e ao seu processo de construgdo bem como a sua geometria, area de
contacto com as solu¢des e volume interno [135, 305]. A forma como o sistema de
detecgdo € acoplado a restante montagem FIA pode ser responsavel por inimeros
problemas, salientando-se o aparecimento de volumes mortos, formagdo e retengio de
bolhas de ar e alteragdes de estabilidade, reprodutibilidade de potenciais e variagdes no
tempo de resposta da membrana sensora [135, 305], com consequéncias negativas na
resposta analitica obtida. As dificuldades de insergdo dos detectores potenciométricos
nos sistemas de analise por injec¢do em fluxo foram no inicio, alias, apontadas como as
principais razdes responsaveis pela fraca implementagéo e aceitagio que este método de
detecgdo teve por parte da comunidade cientifica. Dai ter resultado que, até 1983,
apenas 14% dos trabalhos publicados sobre FIA fossem referentes a sistemas FIP [325].

Contudo, apesar de ser importante a forma como a célula potenciométrica é
inserida no sistema FIP, ja que influencia os resultados analiticos obtidos, é curioso
constatar que sdo muito raras as referéncias a estudos comparativos de diferentes tipos
de configuragio dos detectores potenciométricos acoplados a sistemas FIP [276, 305,
326]. O mesmo se passa relativamente ao estudo e analise da influéncia das dimensdes
das células de fluxo utilizadas [45, 85, 305] nos resultados analiticos proporcionados.

Os detectores potenciométricos descritos na literatura podem apresentar
diferentes formas de incorporagdo nos sistemas FIA em que se inserem (Tabela 1),
podendo consistir numa adaptagdo de eléctrodos de configuragio convencional, ou
entdo, serem construidos especificamente para esse fim, sendo-o maioritariamente com
uma configuragdo tubular. A percentagem para cada tipo de arranjo referido na

literatura citada esta representada no grafico esquematizado na Fig, 4.
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Tabela II. Forma de acoplamento de detectores potenciométricos nas montagem

FIA

Tipo de arranjo/configuragdo Referéncias

Cascata 7, 18, 20, 23, 30, 40, 53, 63, 95, 113, 126,
127, 131, 296

Capsulas de fluxo (flow-through caps) 22, 24, 26, 28, 30, 34-36, 38, 44, 49-52,
54-56, 59, 61, 62, 65, 69, 71, 72, 74, 86,
92 - 94, 100, 109, 114, 120 - 123, 125,
136, 137, 144, 146, 149-151, 159, 166,
172, 173, 176 - 179, 181, 183, 185, 200,
201, 203, 204, 212, 213, 220, 221, 223,
224, 227, 228, 230, 234, 236, 237, 247-
249, 256, 261, 265, 266, 268, 270 - 273,
280, 281, 284, 286, 290 - 292, 294, 295,
297, 336, 365

Membrana com papel de filtro 33,317,327, 328

Fio no circuito 136, 142, 143, 145, 148, 149, 152, 160,
174, 186, 276, 282-285, 288, 312, 315

Arranjo em jacto (wall-jet) 14, 21, 27, 31-33, 37, 39, 45, 46, 48, 60,

64, 85, 87, 88, 90, 96, 99, 156, 163, 171,
205, 211, 218, 219, 225, 229, 233, 250,
251, 263, 264, 269, 277, 287, 304, 315

Tubulares 17, 19, 25, 41 - 43, 47, 58, 67, 68, 73, 75
— 84,98, 102, 105, 107, 110 — 112, 115-
119, 128-130, 132 - 135, 138 - 141, 147,
153-155, 157, 158, 161, 162, 164, 165,
167, 168, 180, 182, 184, 187 - 199, 202,
208, 215, 217, 222, 232, 240 - 245, 253,
267, 298-303, 305, 307-311, 313, 314,
316 - 318, 320
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Existem inimeras referéncias a adaptagdes de eléctrodos convencionais para
inser¢cio em sistemas FIA, sendo a capsula de fluxo (flow-through cap) a mais
vulgarmente utilizada, em 35 % da literatura analisada (Fig. 4). Menos frequentemente
utilizados sdo os arranjos em jacto, que englobam 14 % dos artigos referidos, e em
cascata, com apenas 5% das referéncias. As configuragdes tubulares representam 39 %

das referéncias enquanto que o fio inserido no circuito € indicado em apenas 6 % dos

artigos.
Memb. papel filtro
o 1% Cascata
Fio circuito 59
Caps.fluxa
35%

Arranjo jacto
14%

Figura 4 - Grdfico de distribuicd@o das diferentes formas de acoplamento dos

detectores potenciométricos aos sistemas FIA

Tal como acontecia com os processos de construgdo dos detectores
potenciométricos, também as formas de incorporagdo nos sistemas FIA, sofreram uma

evolugdo relativamente aos dados obtidos até 1993 [15], com uma acentuada
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diminuigdo do recurso a sistemas em cascata e fio inserido no circuito (Fig. 5). O
decréscimo da utilizagdo destes dois sistemas de acoplamento esta relacionado com a
valorizagdo da utilizagdo de arranjos que permitam rentabilizar ao maximo as
potencialidades dos sistemas FIP, particularmente no que se refere a forma tubular e as
capsulas de fluxo. Os arranjos tubulares e de capsula de fluxo induzem menores
alteragdes nas caracteristicas hidrodindmicas do fluxo que as provocadas pelos restantes

arranjos potenciomeétricos, tornando-se por isso particularmente vantajosos.
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Figura 5 - Distribuicdo relativa das diferentes formas de acoplamentos de detectores

potenciométricos em sistemas FIA ao longo do tempo

rig
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Os primeiros trabalhos de potenciometria em FIA, desenvolvidos por Ruzicka e
Hansen [7] empregaram arranjos em cascata. Nesta configuragdo, o detector
encontrava-se obrigatoriamente em fim de linha;, o trogo de amostra passava
tangencialmente sobre a superficie do detector e continuava o seu percurso escorrendo
sobre o eléctrodo de referéncia ou entdo, era recolhido num recipiente de esgoto onde
se encontrava localizado o eléctrodo de referéncia. Este arranjo € ainda por vezes
utilizado (Fig. 5) particularmente porque n3o € necessario introduzir quaisquer
modificagdes aos eléctrodos de configuragdo convencional existentes. Tem, no entanto,
como grandes desvantagens, a alteragdo das condigdes hidrodinamicas do fluxo ao
longo da membrana, que conduzem a instabilidade mecanica, com consequente
oscilagio dos potenciais. Além disso ocorrem frequentemente perdas de contacto
electrolitico entre o eléctrodo indicador e o de referéncia. Estas razdes justificam a
baixa frequéncia de utilizagdo deste tipo de arranjo, em apenas 5 % das referéncias
citadas.

As primeiras tentativas de superar os arranjos em cascata, recorreram a adaptagdo
dos extremos sensiveis dos eléctrodos de configuragdo convencional a capsulas de fluxo
(flow-through caps). Estas permitiam a facil inser¢do de detectores convencionais em
sistemas de fluxo continuo nfo segmentado, justificando assim a sua grande
popularidade de utiliza¢do (Fig. 5). As capsulas de fluxo tém, contudo, como principal
limitagdo a formagio de uma camara de diluigdo, com volumes variaveis entre 25 e
1500 pL [326], ficando as caracteristicas operacionais do eléctrodo bem como os
resultados analiticos obtidos prejudicados, dado que contribuem para uma maior
dispersdo do segmento de amostra intercalado no sistema. Os detectores em sandwich
[137, 146, 159], constituidos por duas pegas justapostas, em que uma delas contem uma
cavidade que inclui a membrana sensora e a outra condiciona o percurso tangencial do
fluxo sobre o sensor, poderdo também ser incluidos como uma variante as capsulas de
fluxo podendo, por vezes, também alojar o eléctrodo de referéncia. Estas unidades
tinham como principal vantagem a facilidade de substituigdo da membrana sensora e
uma maior estabilidade mecénica relativamente a apresentada pelas capsulas de fluxo

convencionais. Em contrapartida, a dificuldade de controlar o ruido eléctrico, levou a
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que houvesse pouca adesdo a utilizagdo deste processo de inser¢do de detectores em
fluxo.

A utilizagdo de membrana com papel de filtro [33, 317, 327, 328] situa-se um
pouco entre os arranjos em cascata e capsula de fluxo, referidos anteriormente. Estes
arranjos baseiam-se na intercalagdo de uma membrana de papel entre o eléctrodo
indicador e o de referéncia controlando o percurso da solugdo sobre a membrana
sensora, permitindo desta forma ultrapassar a desvantagem de um arranjo em cascata.
Assim promove-se a estabilidade mecanica da ligagdo ionica entre os dois eléctrodos.
Estes sistemas estdo, no entanto, limitados pelo aumento da diluigdo do segmento de
amostra e por uma baixa frequéncia de amostragem, pelo que a sua utilidade analitica é
reduzida (correspondendo a apenas 1% dos artigos citados (Fig. 4)), particularmente
em sistemas de rotina onde o ritmo de amostragem se torna um parametro crucial.

Encontram-se também descritos arranjos denominados de “fio no circuito”. Estes
poderdo estar localizados em condutas miniaturizadas [136, 142, 143, 145, 148, 149],
baseadas nos conceitos de circuitos electronicos integrados, nos quais os sistemas de
canais s3o colocados numa superficie planar ou numa superficie multi-camada de muito
pequenas dimensdes. Também poderdo localizar-se no centro do fluxo transportador
[276, 282, 283, 312, 315]. A composi¢do da membrana sensora pode ser muito
diversificada, sendo constituida apenas por um fio metalico, recoberto por halogenetos
de prata e sulfuretos, ou ainda por uma membrana plastificada de condutor mével. Este
arranjo € de muito fécil construgdo e incorporagdo, dai a sua grande utilizagdo,
particularmente até 1988 (Fig. 5). O decréscimo de utilizagdo deste tipo de inser¢do do
detector esta directamente relacionado com o facto da maioria dos detectores com
configuragdo filiforme ser constituida por eléctrodos de 1* e 2* espécies, que também,
pela sua inespecificidade, estdo em desuso.

O arranjo em jacto (wall-jet), no qual a solugdo € espalhada uniformemente sobre
toda a membrana sensora, permite uma facil utilizagdo dos eléctrodos comerciais em
sistemas FIA, sendo descrito, como se representa na Fig. 4, em 14 % dos artigos
revistos. Este arranjo permite dispensar o uso de capsulas de fluxo, tornando-se
portanto mais economico e versatil. Apresenta, no entanto, como principal limitagdo a
destrui¢do do trogo de amostra bem como a impossibilidade da sua utilizagio em

sistemas de paragem de fluxo (stopped-flow).
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Com o objectivo de superar as dificuldades e limitagdes impostas por cada um dos
arranjos anteriormente referidos, e de forma a rentabilizar as potencialidades dos
sistemas FIA, foram desenvolvidos eléctrodos com geometrias mais apropriadas e com
acoplamentos que proporcionavam montagens mecanicamente mais estaveis aos
modulos de analise. Das geometrias propostas [17, 129, 130, 132, 134, 135], destaca-se
a tubular, na qual as solugdes atravessam a membrana sensora incorporada no corpo do
eléctrodo por intermédio de um canal talhado de pequenas dimensdes. Este tipo de
configuragdo permitia a construgdo do eléctrodo indicador, com um didmetro igual ao
do percurso analitico, evitando a dispersdo da amostra na sua passagem pelo detector e
garantindo a manutengio das caracteristicas hidrodinimicas do fluxo. Esta forma de
configuragdo permitia a obtencdo de unidades com didmetros internos de 0,8 a 2 mm e
comprimentos na ordem dos 5 / 20 mm, consequentemente com volumes internos muito
reduzidos. Esta ultima caracteristica reveste-se de particular importincia em montagens
nas quais se coloquem detectores em série, viabilizando determinacBes
multiparamétricas. Em 1990 foi também proposta uma variante aos arranjos referidos
para as montagens FIA, que consistia em incorporar, num s6 bloco, o eléctrodo tubular
e 0 de referéncia, de forma a simplificar as montagens e torna-las mais econémicas, ja
que se dispensava o recurso a um dispositivo adicional para alojar o eléctrodo de
referéncia convencional [162].

Apesar de todas as vantagens evidenciadas pela configuragio tubular, houve
inicialmente pouco interesse no seu desenvolvimento. Este facto deveu-se a dificuldade
de encontrar um processo de construgdo versatil, que permitisse conferir ao eléctrodo a
forma tubular. A dificuldade de construgdo de eléctrodos tubulares cristalinos explica
alias que, até 1993, a maior parte das referéncias a eléctrodos tubulares se restringisse
praticamente a eléctrodos de 2* espécie [298-303, 305, 310, 311, 313, 314, 316] e de
condutor mével [128-130, 132, 135, 138, 141, 147, 153-155, 157, 158, 161]. A partir
do final da década de 80, o forte empenho de alguns grupos de investigagio no
desenvolvimento de processos de construgdo mais flexiveis, viabilizados pelo recurso a
resinas epoxidicas com caracteristicas moldaveis [329], permitiu atribuir aos detectores
as mais variadas formas, e conduziu a um grande desenvolvimento de detectores

cristalinos e de condutor movel com configuragio tubular (Tabela IT e Fig. 5).
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Actualmente a configuragdo mais correntemente utilizada, nos sistemas analiticos
desenvolvidos para aplicagdo com a técnica FIA, é precisamente a tubular, abrangendo
39 % das referéncias.

A evolugio das técnicas de construgdo dos eléctrodos e da sua incorporagio nas
montagens FIA permitiu a exploragdo de sistemas muito variados. As caracteristicas
proporcionadas pela utilizagio de unidades com pequeno volume morto permitiu que,
empregando conjuntos de unidades distintas, os chamados “arrays”, se efectuasse a
avaliagdo simultdnea de diferentes pardmetros analiticos, sem que o segmento de
amostra sofresse uma dispersao significativa na passagem por multiplos detectores [177,
203, 207, 220, 224, 226]. A grande estabilidade mecanica proporcionada por estas
montagens permitiu inclusivamente a construg@o de sistemas de fluxo portateis (peso <
10 kg) para monitorizagdo da poluigdo ambiental in /oco, utilizando diferentes tipos de
detectores [87, 220, 224, 236]. O pequeno volume morto e a manutencdo das
caracteristicas de fluxo permitiram igualmente o desenvolvimento de eléctrodos com
corpos contendo mais do que uma membrana sensora, com o objectivo de obter
sistemas de detecgdo de sensibilidade aumentada.

Além disso a facilidade de acoplamento do detector potenciométrico na
montagem, e a pequena dispersdo por ele provocada, permitiu o desenvolvimento de
sistemas de detecgdo saltitante [189]. Estes permitiam uma remogdo sequencial de
zonas singulares do segmento de amostra, dirigindo-as para canais especificos e
independentes, nos quais se inseriam sistemas de detecgdo adequados, proporcionando
determinagdes multiparamétricas. Nestes sistemas, a baixa dispersdo sofrida pelo
segmento de amostra ao passar pelo detector potenciométrico e a sua solida e estavel

incorporagdo na montagem, s sdo viaveis com a utilizagdo de detectores tubulares.

I - 4 - Desenvolvimento de sistemas de analise por injeccio em fluxo com

detec¢iio potenciométrica e sua aplicacfio analitica

Poder-se-a constatar que a detec¢@o potenciométrica, dada a grande diversidade

de eléctrodos existentes e facil incorporagdo em sistemas de fluxo automatico, tem sido
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aplicada a analise quimica nas mais diversas areas, nomeadamente ao controlo quimico
de aguas e alimentos, amostras biologicas (sangue, soro, urina, saliva, etc), produtos

farmacéuticos, assim como a area ambiental (Fig. 6)

Diversos
9% Alimentos
12%

Prod.farm
16%

j Aguas
39%

Figura 6 - Distribuicdo das dreas de aplicagdo dos sistemas FIA citados.

Por observago da Fig. 6 verifica-se referenciada uma percentagem muito elevada
(39 %) de sistemas FIP aplicados a analise de aguas, ndo s6 de consumo, mas também
aguas do mar, de lagos, de rios e aguas residuais. Curiosamente as aplicacdes analiticas
de produtos farmacéuticos correspondem a 16% das aplicagdes citadas na literatura
descrita, apresentando-se como valiosas alternativas aos morosos e muitas vezes
dispendiosos métodos de referéncia descritos pelas diferentes monografias oficiais. Esse
reconhecimento € inclusivamente feito pela Farmacopeia Portuguesa, com a recente

inclusdo de uma metodologia potenciométrica para determinagio de concentracdes
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i6nicas, pela utilizagdo de eléctrodos selectivos [330]. Nesta area destaca-se a aplicacio
de detectores potenciométricos na monitorizagdo ndo s6 do teor em principio activo de
diferentes formulagdes [49, 51, 158, 161, 162, 165, 167, 168, 176, 184, 190, 192, 201,
204, 209, 214, 223, 235, 237], mas também em ensaios de controlo da forma
farmacéutica, caso da dissolugdo e de uniformidade de conteido em comprimidos de
diflunisal [218] e do processo de fermentagdo para obtengdo de penicilinas [121, 257].

Na area alimentar comega-se também a assistir a uma significativa utilizagio da
potenciometria como técnica de detecgdo em sistemas FIA, com uma percentagem de
12 % da totalidade da literatura revista [23, 28, 70, 75, 77, 80, 81, 89, 93, 110, 111,
187, 191, 193, 221, 225, 232, 244, 288, 299, 310]. Os vinhos tém sido das matrizes
mais visadas, com a avaliagdo dos teores em agucares redutores [193], potassio livre e
total [232], SO, livre e total [23, 110, 246], cloretos [81, 111, 310] e glicerol e 2,3-
butanodiol [320] .

A area ambiental, devido ao crescente interesse pelas questdes relacionadas com a
qualidade do meio fisico e saude publica, tem registado um aumento significativo de
solicitagdes para proceder a analises quimicas de solos e ar, representando cerca de 8%
da totalidade das publicagdes [38, 62, 66, 76, 122, 126, 138, 188, 220, 306] (Fig. 6).
Numa perspectiva ambiental, o controlo analitico da composi¢io dos solos, com
determinagéo de nitrato e potassio [66], cloreto [76], pH [138], nitrato [188] e brometo
[306], tem assumindo uma elevada importancia, dado que a eventual presenca de
especies contaminantes, provenientes de produtos quimicos utilizados na agricultura ou
residuos industriais, poder vir a ser absorvida pelas plantas ou lixiviado para aguas
superficiais ou subterraneas, com consequente introdugdo na cadeia alimentar.

As amostras biologicas sdo também visadas em 16 % das situagdes referidas (Fig.
6), com determinagdo dos parametros bioquimicos comuns e controlo de processos de
hemodialise como, por exemplo, a analise do teor em ureia [215, 217, 240], sodio [159,
166, 168, 169, 207, 213], célcio [127, 169, 197, 198, 207], potassio [132, 159, 163,
169, 207, 210, 238], creatinina [200] e litio [145].

Muito embora grande parte das aplicagdes analiticas que foram referidas recorram
a sistemas de fluxo simples, a grande versatilidade dos sistemas FIP, particularmente

devido a crescente utilizagdo de detectores tubulares, contribuiu para o
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desenvolvimento de montagens que permitiam a determinagdo simultinea de varias
espécies analiticas. O primeiro sistema FIA com detecgdo multiparamétrica deve-se a
Hansen [127], que incorporou, em série, um eléctrodo sensivel a calcio e outro de pH
para detec¢do simultdnea dos respectivos ides. Este procedimento pode ser atingido
utilizando-se varios detectores, ou um sO detector, com a ajuda de diferentes
configuragdes FIA [331]. As montagens para determinagdes multiparamétricas podem
ser baseadas na colocacéo de detectores em série, desde que o primeiro detector ndo
seja destrutivo da amostra, ou na divisdo de fluxo apds a injecgio da amostra. Estes
sistemas, nos quais numa mesma analise se procede a monitorizagdo de dois ou mais
pardmetros, tém sido muito explorados, particularmente nesta ultima década, em grande
parte devido ao uso crescente de detectores tubulares. Encontram-se descritos inumeros
sistemas de fluxo empregando dois ou mais detectores potenciométricos [14, 42, 56,
67, 69, 97, 109, 127, 152, 160, 174, 175, 177, 182, 184, 196, 198, 203, 207, 220, 224,
226, 273, 301], mas também dois tipos distintos de processos de detec¢do. Como
exemplos destacam-se, a detecgdio potenciométrica associada respectivamente &
espectrofotometria UV/Vis [7, 34, 75, 152, 187, 189], a espectrofotometria de
absorgdo atomica [141, 197], a fotometria de chama [79, 80, 120, 189, 232] e ainda a
condutimetria [120, 318]. Encontram-se também algumas referéncias a sistemas
potenciométricos multiparamétricos associados a técnicas de separagdo com HPLC [25,
287], colunas cromatograficas classicas [21, 73, 156, 219, 290, 304, 312, 318] e
electroforese capilar [233].

A aplicabilidade dos detectores potenciométricos € praticamente ilimitada. As
espécies que nao podem ser detectadas directamente, por inexisténcia de um eléctrodo
selectivo apropriado, podem, por vezes, ser determinadas de uma forma indirecta, por
titulagdo ou por analise diferencial [14, 51, 68, 121, 199, 251, 252]. Pode-se promover
reacgdes quimicas entre o analito e um reagente, seguido da medi¢do do produto da
reac¢do ou do decréscimo do reagente utilizado como titulante [14, 51, 68, 121, 199,
251, 252]. Como exemplos pode-se referir a determinagdo de A’ [14] e teofilina [51]
com ESI’s sensiveis a F', tioureia usando um ESI sensivel a I [68], penicilinas usando
eléctrodos sensibilizados [251, 252] ou de membrana rigida [121] e glicerol usando um

eléctrodo de condutor movel sensivel a periodato [199].
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Também as titulagbes potenciométricas tém sido privilegiadas em inumeras
determinagdes analiticas. A sua popularidade resulta do baixo custo das montagens,
baixa manutencdo e facilidade de operagdo, aliada a possibilidade de automatizacio e
aquisigio de dados por computador. As titulagdes em fluxo sio normalmente
denominadas “pseudo-titulagdes”, dado que o que se obtém € uma correspondéncia em
termos de concentragio entre o titulante e titulado, que permite estabelecer uma relagio
linear entre a largura de pico (intervalo de tempo) e o logaritmo da concentragdo do
analito. Podem ser baseadas em reacgdes acido-base, precipitagdo, oxidagdo-redugdo e
reacgdes de complexagdo [41, 76, 81, 113, 117, 125, 147, 172, 192, 193, 272, 310], ou
ainda baseadas em técnicas de gradiente [123], utilizadas por exemplo na determinagdo
de constantes de complexagdo do sistema Cd (II) - glicina.

A medida que as determinagdes potenciométricas se foram impondo como
metodologia analitica, registou-se um aumento de procura de solugdes para problemas
cada vez mais especificos. A selectividade potenciomeétrica, apontada muitas vezes
como uma das suas maiores limitagdes, conduziu a intercalagdo de etapas de separag@o,
modificagdo de matriz ou mesmo conversdo da espécie a determinar, atingidas por
passos de extracgdo, difusdo de gases, dialise ou inser¢do de reactores empacotados,
como forma de proporcionar melhores caracteristicas operacionais a estes detectores.

Encontram-se descritas inimeras montagens FIA com intercalagdo de unidades de
separagéo por intermédio de membranas [26, 27, 42, 78, 102, 129, 130, 133, 139, 140,
145, 153-155, 157, 171, 187, 188, 208, 217, 227, 240, 244, 267, 284, 299], que
permitem uma passagem selectiva de uma substancia ou grupo de substancias com
determinadas caracteristicas. E o caso da inser¢gdo em linha de unidades de difusdo de
gases, propostas por inumeros autores [26, 27, 42, 110, 129, 130, 133, 139, 153-155,
157, 171, 187, 188, 208, 217, 227, 240, 244, 267, 284]. Nestes sistemas descreve-se a
utiliza¢do de unidades modulares contendo membranas permeaveis a gases, hidrofobicas
e microporosas, de dimetilsilicone ou teflon, nos quais o processo de difusio €
comandado por uma diferenga na pressdo parcial dos dois lados da membrana (entre o
canal dador e aceitador) ou entdo por diferencgas de solubilidade do gas nas solugdes
que circulam nos dois canais. A inser¢cdo destas unidades pode mesmo permitir a

obtengdo de um efeito de pré-concentracdo de gases, quando se utiliza a técnica de
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“stopped-flow” no canal aceitador, como foi referido na determinagdo de baixos teores
de amonia (concentragdes proximas de 10°mol L") em aguas [227].

O uso de membranas hidrofilicas, normalmente de silicone, permitem a separagao
de analitos dos restantes constituintes da matriz, podendo também ser utilizadas para
promover um processo de diluigdo reprodutivel e exacto ou ainda uma microfiltragio,
por transferéncia de espécies de um canal aceitador para um receptor. E o caso da
dialise, que permite a difusdo de espécies de baixo peso molecular entre solugdes que
fluem em canais distintos. Destacam-se como exemplos as montagens FIA destinadas a
determinag¢do de cloreto em banhos electroliticos [78], em solugGes parenterais e de
hemodialise [102] e em leite [299], e a determinagio de salicilato [140] e litio [145] em
SOTOS.

O estudo de cinéticas de reacgdes quimicas e, particularmente, o estabelecimento
da ordem da reacgdo e determinagdo das respectivas constantes estequiométricas,
podera igualmente ser acompanhada por sistemas FIP. Com estes objectivos encontra-
se descrito o estudo da reac¢do de um composto fluoretado com tidis, em diferentes
meios surfactantes [94], e a determinagdo de aluminio em extractos e infusdes de folhas
de cha [106].

A possibilidade de determinagdo de analitos em concentragdes particularmente
baixas, principalmente metais pesados em concentragdes inferiores ao limite de resposta
dos detectores, ¢ referida pelo recurso a processos de concentragdo em linha utilizando
resinas de troca ionica [31, 40, 46, 96, 112]. O seu principio baseia-se na diminui¢do da
dispersdo da amostra intercalada, por introdugdo de um volume relativamente grande de
solugdo amostra, com reten¢@o do analito numa coluna miniaturizada, seguido da sua
eluicdo, num pequeno volume de solugdo, e encaminhamento para o detector. Como
exemplo refere-se um sistema FIA com resinas quelantes para determinagdo de Cu (II)
[31], que permite atingir limites de detecgdo da ordem dos 10 mol L. Recorrendo a
um processo semelhante sdo referidas na literatura as determinagdes de Mn *', Pb*,
Cu® e Cd”" [40, 46, 112]. A insergdo nos sistemas de fluxo, de reactores empacotados,
pode também ter como objectivo, além do efeito de pré-concentragdo, estudos de
especiagdo [311] e remogdo de interferentes, por retengdo destes em colunas de troca
ionica [228], caso por exemplo da determinagdo simultinea de fluoreto, brometo,

cloreto e iodeto [67].
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Frenzel [14] e Trojanowicz [200, 296] utilizaram, também, montagens que
permitiam a determinagdo de ides abaixo do valor de solubilidade intrinseca da
membrana sensora dos eléctrodos utilizados, estabelecendo uma relagdo directa entre a
diferenga de potencial registada e a actividade dos ides a determinar. Foi o caso da
determinagdo de anido cloreto para valores abaixo da produto de solubilidade de AgCl
(na ordem dos 107 mol L") [14, 296] e de creatinina para valores fisiologicos presentes
na urina [200], utilizando um detector baseado em condutor movel.

Se por um lado a detecgdo potenciométrica tem sofrido uma notavel evolugido no
sentido de melhorar o processo de detec¢io, também as técnicas de fluxo vao sofrendo
modifica¢des com o objectivo de aumentar a sua versatilidade analitica. O aparecimento
da analise por injecgdo sequencial, SIA (Sequencial Injection Analysis), proposta em
1990, por Ruzicka e Marshall [332], como alternativa aos procedimentos FIA apresenta
como principal caracteristica a possibilidade de reversdo do sentido do fluxo. Assim,
estes sistemas apresentam como grande vantagem, relativamente aos sistemas FIA, o
facto de, qualquer alteragdo que se faga no sistema (ex. volume de injec¢do, tempo de
reacgdo, diluigio da amostra ou de reagentes) poder ser conseguido apenas por
programagdo do fluxo em vez de reconfiguragdo fisica do sistema [4, 333]. Estes
sistemas tém, para ja, sido pouco aplicados a detecgdo potenciométrica, encontrando-se
referéncias a determinagdo simultinea de fluoreto e cloreto [92], pH e cloreto em aguas
[97] e glicerol e 2,3-butanodiol [320].

As diferentes abordagens descritas até agora fundamentam-se, quase na sua
totalidade, na procura de solugdes técnicas, através de alteragdes no design das
montagens FIA utilizadas e na realizagdo de diversas etapas, de tratamento das
amostras, em linha. Apesar de, por essa via, se ter conseguido encontrar muitas
solugdes para inimeros problemas e dificuldades analiticas, subsistiram ainda algumas
limitagdes inerentes a detecgdo potenciométrica. Um dos problemas que por vezes se
coloca relativamente a detec¢do potenciométrica prende-se com as limitagdes da sua
sensibilidade analitica, particularmente quando aplicada a espécies di e trivalentes. No
sentido de resolver esta limitagdo foram propostas anteriormente algumas abordagens
em sistemas potenciométricos convencionais. Uma delas baseava-se no recurso ao
método CCS (“cells connected in series”), que consistia na colocagdo de um numero

variavel de células electroquimicas em série [334-336], sendo cada uma delas
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constituida por um eléctrodo indicador convencional e um eléctrodo de referéncia. Foi
também experimentada a soma dos potenciais de dois eléctrodos convencionais contra
um mesmo eléctrodo de referéncia [337-339], bem como uma variante desta,
recorrendo a utilizagdo de eléctrodos com duas membranas incorporadas no mesmo
corpo do eléctrodo de configuragdo convencional [340, 341], onde o potencial referente
a cada membrana, relativamente ao eléctrodo de referéncia, era somado por intermédio
de um dispositivo electronico externo. O desenvolvimento de eléctrodos com
geometrias mais apropriadas e com acoplamentos que proporcionavam montagens
mecanicamente mais estaveis aos modulos de analise, permitiu abrir um novo caminho
na procura de sistemas FIP de sensibilidade aumentada. Os detectores de configuragio
tubular tornaram-se particularmente vantajosos na resolugdo deste tipo de problemas,
pelo facto de néo provocarem a dispersdo da amostra na sua passagem pelo sistema de
detecgdo e pela possibilidade de colocagido de mais do que uma membrana sensora num
espaco relativamente curto. O objectivo destes sistemas era, com montagens simples e
com pouca instrumentagdo, a obteng¢do de um sinal analitico aumentado, sem que a isso
correspondesse um acréscimo do ruido eléctrico. Esta abordagem foi, no entanto, muito
raramente experimentada em fluxo [14, 69, 182, 221, 236], normalmente recorrendo a

sistemas diferenciais.

Do decorrer desta revisio pode-se constatar a importancia e versatilidade dos
sistemas FIP, e a evolugdo quer das técnicas de construgdo, quer das formas de
incorporagdo dos sistemas de detecgdo, que permitiram responder a uma grande
diversidade de situagdes analiticas e contornar muitas das limitagdes que inicialmente

lhe foram apontadas, alargando assim a sua aplicabilidade analitica.
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Aspectos gerais da parte experimental

Este capitulo visa uma descri¢do detalhada de parametros experimentais que
sio comuns aos diferentes capitulos desta dissertagdo. Para evitar desnecessarias
repetigdes, optou-se por uma apresentagdo genérica dos meios e metodologias
aplicadas, reservando-se para a parte experimental de cada capitulo as indicagdes

especificas.

11 - 1 - Meios experimentais usados

1.1 Aparelhagem e material acessorio

A avaliagiio da diferenga de potencial entre o(s) eléctrodo(s) indicador(es) e o
eléctrodo de referéncia foi efectuada por intermédio de um potenciémetro Crison,
modelo MicropH 2002, com sensibilidade de + 0,1 mV. Quando necessaria a
determinagdo dos valores de potencial de mais do que um eléctrodo indicador de
configuragido convencional, utilizou-se um comutador de eléctrodos, de construgdo
laboratorial, acoplado ao potenciometro [1].

A avaliagdo das caracteristicas de funcionamento dos eléctrodos selectivos de
configuragio convencional foi efectuada por imerséo das unidades em cubas de vidro,
de parede dupla, da marca Crison, termostatizadas a 25 + 0,2 °C por circulagdo de agua
proveniente de um banho termostatico, marca Variomag, tipo EM/4. Os eléctrodos
eram fixados as tampas, da marca Crison, adaptadas as cubas.

As soluges empregues nos ensaios de avaliagdo eram mantidas em constante
agitagdo, por intermédio de um agitador magnético, marca Crison, microST modelo
2038.

Para a medigdo de volumes, na preparagdo de solugdes padrdo, reagentes e
amostras, empregaram-se pipetas automaticas, da marca Gilson, modelos P20, P100,
P200, P1000 e P5000, com volumes regulaveis. Para capacidades superiores a 5 mL

foram usadas pipetas volumétricas da marca Glasfirn de classe AS.
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O material de vidro utilizado era de classe A ou semelhante, lavado e passado
por agua bidesionizada.

As pesagens foram realizadas numa balanga da marca Mettler, modelo AE 163,
com uma sensibilidade de 0,00001g.

Nalguns casos, para promover a dissolugdo de substancias solidas, foi usado um
banho de ultra-sons da marca Bandelin, modelo Sonorex RK 100H.

Utilizou-se um pHmetro da marca Metrohm, modelo E520, quando se pretendia
controlar o valor do pH das solugdes.

O registo dos sinais analiticos, resultantes do tragado de graficos de variagdo de
potencial em fungdo do tempo, foi efectuado por intermédio de um registador da marca
Metrohm, modelo E 586 Labograph ou de um registador Kipp & Zonen, modelo BD
111.

As titulagdes potenciométricas de solugdes padrdo e a execugdo de algumas
metodologias de referéncia por titulagdo potenciométrica foram realizadas usando um
sistema de titulagdo, constituido por uma bureta de marca CRISON, modelo Micro Bur
2031, comandada por um computador Hyundai, modelo Super 16, equipado com uma
placa Advantech, modelo PCL 720, ligado a uma impressora EPSON, modelo RX 80
(Fig. 1). O software adequado para as titulagdes potenciométricas foi desenvolvido de
acordo com o descrito em [2].

Na avaliagdo das caracteristicas de funcionamento dos eléctrodos tubulares
constituidos por duas membranas cristalinas homogéneas, soma dos potenciais foi
efectuada por intermédio de um somador analogico de trés entradas, construido
especificamente para esse fim [3], com capacidade de efectuar a soma de potencial
correspondente a 2 ou 3 membranas (Fig. 2). A montagem estabelecida era constituida
por trés amplificadores operacionais do tipo MXL 1179 (cada um deles associado a
uma membrana sensora), e um circuito somador associado a um comutador que
permitia a soma de duas ou trés membranas. Na etapa somadora foi usada a entrada
inversora, originando uma polaridade invertida na saida em relago as entradas do
somador. A montagem final do circuito ocupava cerca de 3 x 3 cm e foi instalada numa
caixa metalica de cerca de 15 x 4,5 x 15 cm. A fonte de alimentagdo era externa e de

tensdo igual a 220 V.
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mV
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Figura 1 - Sistema automadtico de titulacdo potenciométrica.

Legenda: ER - eléctrodo de referéncia; ESI - eléctrodo indicador; ST -

solugdo titulante; mV - decimilivoltimetro; PC - computador;, B

- banho termostatico, BA - bureta automatica; Agit. - agitador

magnéltico.
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Figura 2 - Circuito somador

Legenda: El, E2 e E3 - entradas do somador; § - saida para o voltimetro.
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caixa metalica de cerca de 15 x 4,5 x 15 ¢cm. A fonte de alimentagdo era externa e de
tensdo igual a 220 V.

Para a prensagem das membranas sensoras, quando da construgdo dos eléctrodos,
utilizou-se um pastilhador metalico, construido expressamente para a realizagdo desta
etapa, apresentando um didmetro de 10,0 mm e cujo material suportava uma carga
maxima de prensagem de 31.000 Kg cm™ A prensa utilizada era da marca C-30,
Research & Industrial Instruments Company (30 ton press, Ser. n° 0144),

As montagens FIA desenvolvidas eram constituidas por um sistema propulsor,
composto por bombas peristalticas das marcas Gilson Minipuls 2 ou Ismatec S 820, e
tubos de impulsdao de PVC da marca Gilson. A inser¢do das solugdes padrio, reagentes
e amostras era efectuada por intermédio de uma valvula de 6 portas (4 vias), da marca
Rheodyne, modelo 5020 ou um modulo injector/comutador de fabrico laboratorial [4]

semelhante ao esquematizado na Fig. 3.

Pid

G | FEREE

4
il

i
j
:

—
I

Figura 3 - Esquema de um mddulo injector-comutador.

Legenda : P.1 — posicdo de enchimenio; P.2 — posicdo de injec¢do.

A ligag@o dos diversos componentes da montagem era efectuada por intermédio
de tubos Omnifit PTFE de 0,8 mm de didmetro interno.

Nas montagens estudadas, o controlo do caudal de aspiracdo das solugdes era
conseguido pela selecgdo do didmetro interno dos tubos de impulsdo usados, bem como

pela selecgdo da velocidade de rotagdo da bomba (no caso da bomba Gilson). O valor
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como pela selecgdo da velocidade de rotagao da bomba (no caso da bomba Gilson). O
valor de caudal obtido era quantificado por medigdo do volume de agua contido numa
proveta e cuja aspiragdo era feita num certo intervalo de tempo. Desta forma obtinha-se
um valor de caudal real, tendo em conta quaisquer sobrepressdes que pudessem ocorrer
nas diferentes zonas da montagem.

A quantificagdo do volume interno da valvula de injec¢do usada e dos tubos de
ligagdo desta ao exterior, foi efectuada por intermédio de um sistema monocanal em
que a solugdo transportadora (H,0) era dirigida para um vaso de titulagdo. Apos unido
dos tubos de ligagio com um ligador apropriado procedeu-se a 25 injecgbes de uma
mesma solugdo padrdo de HCI de concentragio 0,10 mol L. A solugio recolhida era
posteriormente titulada potenciometricamente com uma solugio de NaOH, cuja
concentragdo era aferida, apos titulagio potenciométrica com uma solugdo padrdo de
HCI 0,10000 mol L™ (ampola comercial Titrisol 9973 - Merck). O volume interno da
valvula, e dos correspondentes tubos de ligagdo, tinha um valor igual a 89 L. Os
volumes de injecgdo indicados deverdo ser adicionados de um valor correspondente ao
volume interno da valvula de injecgdo e suas ligagdes, em todas as situagdes referidas

ao longo desta dissertagdo.

1.2 Eléctrodos

Foi utilizado como eléctrodo de referéncia um eléctrodo de dupla jungdo de
cloreto de prata/prata, da marca ORION, modelo 90-00-02. A solugdo interna era
constituida por uma solugio saturada de cloreto de potassio. A esta era adicionado
nitrato de prata, com o objectivo de minimizar a dissolugdo do cloreto de prata
depositado a superficie do fio de prata. Desta forma preveniam-se alteragdes do
potencial de referéncia do eléctrodo. A composigdo da solugdo externa utilizada, com
forca idnica ajustada a 0,1 mol L' foi escolhida tendo em conta os valores dos
coeficientes de selectividade potenciométricos determinados para cada um dos tipos de
membranas do eléctrodo indicador associado. Foi escolhida uma solugéo de perclorato
de sédio 0,1 mol L™ no caso da avaliagdo das caracteristicas dos eléctrodos tubulares
sensiveis a chumbo e uma solugdo de nitrato de potassio 0,1 mol L’ para todos os

outros casos.
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As medig¢des de pH foram efectuadas com eléctrodos de vidro simples sensiveis

ao protdo, das marcas Russell, modelo SWL/B14 e Philips GAH 110.

1.3 Reagentes e solugoes

Todos os reagentes utilizados foram de qualidade pro-analise ou semelhante,
ndo tendo sido submetidos a qualquer purificagdo adicional. Todas as solugdes foram
preparadas com agua bidesionizada (condutividade inferior a 0,1 uS ecm™).

Os reagentes e solug¢des padrao utilizados foram obtidos por pesagem rigorosa
dos respectivos solidos, seguida de diluigdo. Sempre que necessario, procedia-se a
titulagio da solugdo pretendida utilizando solugdes padrio adequadas (padrdes
primarios e/ou comerciais). As solugdes menos concentradas eram obtidas a partir das
anteriores por diluigdo rigorosa. Nalguns casos, procedeu-se & preparagdo de solugdes
padrdo a partir de ampolas comerciais.

Os eléctrodos de vidro sensiveis a H™ eram calibrados com solugdes tampao
Titrisol (Merck), pH 4,00 (ref. 9884), pH 7,00 (ref. 9887) e pH 9,00 (ref. 9889).

Foram empregues dois tipos de resina na construgdo dos eléctrodos. A resina
epoxidica condutora era composta por EPO-TECH 410 (componente A) e EPO-TECH
410 (componente B) da Epoxy Technology, Inc. - 14 Fortune Drive, Billerica, Mass.,
01821 USA, sendo usada na propor¢do de 1,5g : 0,16 g. A resina epoxidica ndo
condutora era constituida por Araldite M e endurecedor HR, da Ciba-Geigy, sendo

usada na propor¢do de 1g: 0.4 g.

1.4 Montagens FIA estudadas

Foram utilizados dispositivos em metacrilato de metilo (perspex),
nomeadamente confluéncias (Fig. 4), cimaras de mistura [5] (Fig. 5) e unidades de

difusdo de gas/dialisadores (Fig. 6), suportes fixadores dos modulos sensores de




Aspectos gerais da parte experimental

configura¢do tubular (Fig. 9) e suportes para eléctrodo de referéncia (Fig. 10),

construidos de acordo com o descrito em [6].

Figura 4 - Vista em corte de uma confluéncia

(Dimensdes aproximadas 28 x 28 x 20 mm).

%
.

h

LSS S PSS S

Figura 5 - Esquema em corte de uma cimara de mistura.
(Dimensdes aproximadas 37 x 34 x 20 mm; dimensdes internas 10 mm

diametro x 22,5 mm).
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Figura 6 - Esquema em corte de uma unidade de difusdo de gds
Legenda: 1 - membrana difusdo gas (P1FE); 2 - bloco em perspex; 3 -
canal saida para o detector; 4 - canal saida para o esgoto; 5 -
canal entrada para a amostra; 6 - canal solugdo aceitadora

(Dimensdes : 58 /98 / 128 x 39 x 27 mm).

O contacto de ligagio a terra, destinado a eliminar o ruido eléctrico do sistema,
nomeadamente o desenvolvido pela fricgio dos rodizios metalicos resultante do
funcionamento da bomba peristaltica, era constituido por um tubo de ago inoxidavel,
de 0,8 mm de didmetro interno e com cerca de 10 mm de comprimento, ao qual era
soldado um fio condutor com ligagdo eléctrica a terra do sistema de rede instalado no
laboratério, como esquematizado na Fig. 7. O seu posicionamento no sistema FIA foi
avaliado em cada uma das situagdes estudadas por forma a ser obtido o menor ruido

eléctrico possivel.

Figura 7 - Eléctrodo de ligagdo a terra
Legenda: 1 - cabo eléctrico blindado; 2 - tubo em ago inoxidavel (10 mm x
0,8 mm d.i.); 3 - tubo teflon de ligagdo ao sistema FIA.
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II - 2 - Construgdo dos eléctrodos

2.1 Preparagdo das membranas sensoras

O processo de preparagio de cada uma das misturas sensoras, usadas na
construgdo dos eléctrodos, sera referido detalhadamente no capitulo respectivo. Neste
capitulo serdo apenas referidos os procedimentos comuns utilizados na construgdo de
todos os eléctrodos.

As misturas sensoras, obtidas por reac¢do de precipitag@o, usadas na preparagio
das membranas, eram compostas por sulfureto de prata (I), no caso dos eléctrodos
sensiveis a prata (I) e sulfureto, e sulfureto de prata e sais de prata dos anides cloreto,
brometo e iodeto, para os eléctrodos sensiveis aos trés halogenetos referidos
(AgX/AgsS). No caso dos eléctrodos sensiveis a cobre, cddmio e chumbo a mistura
sensora era composta por sulfureto de prata e sulfuretos dos catides respectivos
(MS/Ag:S). O precipitado obtido na respectiva reacgdo era seco na estufa, triturado em
almofariz de agata e guardado em excicador ao abrigo da luz.

As membranas sensoras eram obtidas por prensagem de uma quantidade
estabelecida de sensor (normalmente 0,25 g e 0,5 g no caso particular do cadmio) a
uma pressdo de cerca de 19.000 Kg em™? o que, dado o pastilhador usado, originava

uma pastilha de 10 mm de didmetro com uma espessura de cerca de 0,4 mm.

2.2 Processo de constru¢do dos eléctrodos selectivos de configuracdo

convencional

Sempre que foi necessario preparar eléctrodos de configuragdo convencional,
seguiu-se 0 processo de construgdo descrito em [7]. Neste, o condutor interno de um

cabo eléctrico blindado era fixado, com solda, a um disco de prata de cerca de 5 mm de
didmetro. Este conjunto era colado a um cilindro de perspex por intermédio de uma

resina epoxidica ndo condutora. Depois de seco, a membrana sensora (10 mm de
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didmetro) era fixada ao disco de prata, usando-se para esse efeito uma resina epoxidica
condutora, sendo este conjunto aplicado num dos extremos de um tubo de perspex (12

cm comprimento x 10 mm didmetro externo) e colado a este com resina ndo condutora.

2.3 Processo de construgio dos eléctrodos selectivos de configuracdo tubular

Na construgdo destes eléctrodos [3], esquematizada na Fig. 8, o condutor
interno de um cabo eléctrico blindado era fixado a uma lamina rectangular de prata
(cerca de 1,5 x 3,0 mm) com solda de estanho (A). A esta lamina era colado, com
resina epoxidica condutora a base de prata, um fragmento da membrana sensora, com
uma dimensio de cerca de 3 x 3 mm (B-C). No caso dos eléctrodos de membrana
simples esse conjunto era alojado na cavidade paralelipipédica (3,0 x 4,5 x 7,5 mm) de
um pequeno cilindro de perspex de 1 cm x 7 mm e colado por intermédio de uma
resina epoxidica ndo condutora a base de metacrilato (D).

Na constru¢do dos eléctrodos de dupla membrana todo o procedimento era
semelhante, usando-se, no entanto, um cilindro com duas cavidades paralelipipédicas
(2 x (3,0 x 4,5 x 7,5 mm)) distanciadas entre si de cerca 3 mm, sendo inserida uma
membrana sensora em cada uma delas (F).

Em ambos os casos, quando a resina epoxidica ndo condutora se apresentava
endurecida, efectuava-se um furo centrado, de 0,8 mm de didmetro, perpendicular as

duas faces opostas do cilindro (E-G), atravessando a membrana sensora.
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[I]
E

Figura 8 - Etapas de constru¢do dos eléctrodos tubulares de membrana cristalina
homogénea

Legenda . [ - Visdo grdfica; 2 - Visdo esquematica
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2.4 Modulo de suporte dos eléctrodos de configuragdo tubular e sua

manutengdo

As unidades sensoras eram fixadas & montagem FIA inserindo-as num bloco de
perspex semelhante ao representado na Fig. 9. A superficie sensora apresentava um
didmetro de 0,8 mm, igual ao da tubagem usada em todo o sistema FIA, para que néo
ocorresse qualquer alteragdo no fluxo, e um comprimento de 0,4 mm.

Antes da sua primeira utilizagdo, e sempre que havia perda de qualidade na
resposta operacional dos detectores potenciométricos construidos, era efectuado um
polimento, utilizando um fio de algoddo humedecido, revestido de oxido de aluminio
(Buehler, 3 micron, 40-6603-030-016) ou papel de polimento com po de oxido de
aluminio, de 3 micron, da Ultralap, Moyco Industries, Inc.

Ap6s o polimento, procedia-se ao condicionamento dos eléctrodos fixando-os a
montagem FIA e deixando fluir através da membrana, durante cerca de 2 h, uma

solugdo de ifio primario de concentra¢do aproximadamente igual a 1x10” mol L.

' 4

Figura 9 — Esquema dos suportes de eléctrodos indicadores
Legenda: A - suporte para eléctrodos simples; B - suporte para eléctrodos
de dupla membrana; 1 - bloco em perspex; 2 - eléctrodo
simples; 3 - eléctrodo de dupla membrana; 4 - rosca

(Dimensdes (A) 40 x 20 x 30 mm e (B) 50 x 20 x 30 mm).
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II - 3 - Adaptagdo do eléctrodo de referéncia

A adaptagdio do eléctrodo de referéncia ao sistema FIA era feita através de um
médulo de suporte de perspex semelhante ao esquematizado na Fig. 10. A sua
colocagdo no suporte respectivo era efectuada sobre pressdo, para evitar a formagdo de
bolhas de ar na superficie do eléctrodo e consequente ruido eléctrico.

O seu posicionamento na montagem era feito em linha, imediatamente a seguir
ao eléctrodo indicador. Desta forma garantia-se que ndo ocorria contaminagdo da

membrana sensora do eléctrodo indicador pelo electrolito do eléctrodo de referéncia.

=

Figura 10 - Esquema do suporte de eléctrodo de referéncia
Legenda: 1 - eléctrodo de referéncia; 2 - bloco em perspex; 3 - canal de
ligacdo, 4 - cavidade para encaixe do eléctrodo; 5 - ligagdo ao
sistema FIA

(Dimensdes aproximadas 35 x 20 x 28 mm).
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II -4 - Avalia¢do dos parimetros de calibracdo dos eléctrodos construidos

Contrariamente ao que sucede com os eléctrodos de configuragdo convencional,
ndo existe uma metodologia definida para a avaliagio das caracteristicas operacionais
dos eléctrodos destinados a serem incorporados em sistemas FIA.

Assim, no caso da avaliagdo de detectores para FIA, procurou-se utilizar uma
metodologia de avaliagdo aniloga a que era proposta para o estudo de eléctrodos
convencionais, adaptando-a as condigdes de fluxo continuo. Para tal, usou-se uma '
montagem FIA monocanal, de baixa dispersdo, semelhante & representada na Fig. 11,
com uma concepgdo que pudesse tornar a dilui¢do da amostra praticamente irrelevante.

Procedeu-se 4 avaliagdio de um conjunto de pardmetros de calibragdo
caracteristicos que incluiam a determinagdo do declive das rectas de calibragdo, limite
inferior de resposta linear (LIRL) e valores de repetitibilidade e estabilidade dos
potenciais ao longo do tempo. Foram também efectuados estudos de avaliagdo do grau
de extensdo de interferéncias, por determinagdo dos coeficientes de selectividade
potenciométricos, bem como da influéncia do pH nos valores de potencial dos

eléctrodos.

Os eléctrodos selectivos de ido sdo sensores electroquimicos, cujo potencial
depende quer do tipo quer da concentragdo das espécies quimicas em solugdo. Por
medida da diferenca de potencial que se estabelece entre o eléctrodo indicador e um
eléctrodo de referéncia pode-se determinar a actividade (ou, no caso de a forga ionica
se encontrar ajustada, a concentragdo) da espécie livre em solugao.

A diferenga de potencial obtida traduz-se pela equagdo de Nernst - Nikolsky

modificada:

E= const+2"3zo—3Fmrwlog[aA +Kf;(a:23)+](j}‘(af’c)+...]
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BP Vi

8T T [ E
= ESI
ER
ET

Figura 11 - Montagem FIA de baixa dispersio

Legenda : A - amostra; ST - solugdo transportadora; BP - bomba
peristaltica: Vi - valvula de injecgdo; ET - eléctrodo “terra’”:
ESI- cléctrodo selectivo de ides de configuracdo tubular; ER -
eléctrodo de  referéncia; mV - decimilivoltimetro: Reg -

registador, E - esgoto.
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sendo

E - valor da diferenca de potencial estabelecida entre o eléctrodo indicador € o de
referéncia, expresso em mV,

R - a constante dos gases ideais, com um valor de 8,3144 ] K" mol;

T - a temperatura absoluta, expressa em Kelvin;

F - a constante de Faraday, igual a 9,64846x10* C mol™;

a, - a actividade do ifio principal e a,e a. as actividades dos ides interferentes em
solugédo

Z - as respectivas cargas;

Kize Kiv. - os coeficientes de selectividade potenciométricos do eléctrodo

relativamente aos ides interferentes B e C.
O parametro const inclui o potencial normal do eléctrodo selectivo, o potencial

do eléctrodo de referéncia e o potencial de jungéo liquida, expressos em mV.

Se em solugdo ndo se encontrarem presentes i0es interferentes (a,e a.= 0), a

equagdo anterior toma a forma simplificada

2303RT
E = const + ——loga,

~A

Quando a forga i6nica da solugdo se encontra ajustada (I = const) a actividade

do 130 € representada pela expressdo

d; = 48y sendo ¢, a concentrag¢@o do ido primario 4

O factor de actividade ( f,) ¢ constante para uma for¢a idnica constante, e a

equagdo toma entdo a seguinte forma -

mirz
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E= const+Mlong +MlogcA
A A
const’

Ao fixar-se a forc¢a ionica, o factor de actividade ( f,) mantém-se constante,
pelo que, o potencial do eléctrodo variara linearmente com a concentragdo,

exprimindo-se por

2,303RT
+—

E = const' loge

A
A

O valor de const’ € um pardmetro que vem expresso em mYV, relativamente ao

eléctrodo de referéncia empregue na determinagao.

O factor de actividade pode ser calculado, a 25 °C, pela expressdo de Debye-

Huckel simplificada:

0512241

~logf, = ]Jrﬁ

sendo [/ a forga i0nica da solugdo que contem o ido principal.
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Segundo as recomendagdes da TUPAC [8], a curva de calibragdo de um
eléctrodo selectivo de ido consiste na representagio grafica da variagédo da diferenga de
potencial, estabelecida entre o eléctrodo selectivo e o eléctrodo de referéncia, em
fungdo do logaritmo da actividade ionica (e/ou concentragdo) do ido primario, como se

esquematiza na Fig. 12.

Forga electromotriz (mV)

-log actividade

Figura 12 - Curva de calibragdo de um eléctrodo selectivo a catido
Legenda: LIRL - limite inferior de resposta linear; LPD - Limite pratico

de detecgdo.

E possivel distinguir trés zonas distintas numa curva de calibragdo: zona x - na
qual a diferenga de potencial entre o eléctrodo selectivo e o eléctrodo de referéncia se
mantém constante mesmo que a actividade (concentragdo) do ido primario varie; zona
y - onde ocorre uma varia¢do ndo linear da diferen¢a de potencial entre o eléctrodo
selectivo e o eléctrodo de referéncia com a altera¢do da actividade; e a terceira zona,

correspondente a variagdo linear da diferenga de potencial entre o eléctrodo selectivo e
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o eléctrodo de referéncia, que obedece a equac@o de Nernst-Nikolsky (zona z). Nesta
zona de concentragdo o eléctrodo responde linearmente em fungdo do logaritmo de
actividade ou da concentragdo do ido para o qual € sensivel.

O declive da recta pode ser positivo, quando o eléctrodo € sensivel a catido, ou
negativo, quando € sensivel a anido, tendo um valor, a 25 °C, de 59,16 ou 29,58 mV

década™ para ides mono e divalentes respectivamente.

4.1 Determinagdo do limite inferior de resposta linear e limite prdtico de

detecgio

O limite inferior de resposta linear (LIRL) é definido pela IUPAC [8] como
sendo o valor de actividade do 130 primario a partir do qual a relagdo linear, entre a
diferenca de potencial estabelecida entre o eléctrodo indicador e o eléctrodo de
referéncia e o logaritmo da actividade do ido primario, se deixa de verificar (Fig. 12).

O valor do limite inferior de resposta linear varia com as condigdes
experimentais usadas, além de que ¢ fortemente dependente do estado fisico e tempo
de vida das membranas. Desta forma, na sua determinagdo, apenas se podera atribuir
significado a ordem de grandeza que lhe corresponde.

O limite pratico de detecgao (LPD) é também, de acordo com a defini¢do da
IUPAC [8], o valor da actividade do ido principal no ponto de intercepgdo das
extrapola¢des das partes lineares da curva de calibragdo (Fig. 12).

O tragado das curvas de calibragdo nos ensaios realizados em FIA foi efectuado
em triplicado, introduzindo na montagem FIA solugdes padrdo do ido primario, de
diferentes concentragdes, e procedendo-se ao registo do sinal analitico correspondente.
Para estes ensaios utilizou-se como transportador uma solugdo constituida por um
ajustador de forga ionica (KNOj; de concentragdo 0,1 mol L ou NaClO4, no caso da
avaliag@o dos eléctrodos sensiveis a catido chumbo) adicionada de uma pequena
quantidade de ido primario, com a fungdo de estabilizar a linha de base, diminuir a
solubilizagdo continua da membrana e tornar mais rapido o retorno do sinal analitico a

linha de base, apos a injecgdo das solugdes padrdo. As solugdes padrdo de ido primario
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injectadas tinham a for¢a ionica ajustada com o mesmo electrolito da solugdo

transportadora.

Na avaliagdo destes mesmos pardmetros, usando eléctrodos de configuracdo
convencional, utilizou-se o método da adi¢do de quantidade conhecida. Apos previa
lavagem dos eléctrodos, que se encontravam em condicionamento numa solugao 1x10”
mol L™ de ido primario, com 4gua bidesionizada, e secagem dos mesmos com papel
absorvente, procedia-se 4 sua colocagio, juntamente com o eléctrodo de referéncia,
numa cuba de vidro de parede dupla, termostatizada a 25 °C. Nesta, era colocado um
volume conhecido de uma solugdo diluida de ido primario (de concentragdo 1,0x10°-
1,0x10”° mol L™) e ajustador de forga ionica, em constante agitagio. Por adigio de
volumes crescentes de uma solugdo mais concentrada do ido primario procedia-se ao
registo do valor de diferenga de potencial estabelecido entre os eléctrodos indicadores
e de referéncia, apos homogeneizagdo e estabilizagdo da leitura, usando como critério
de estabilidade = 0,1 mV.

As curvas de calibragdo eram estabelecidas com base nos valores de potencial
obtidos e utilizando um programa de computador - programa Statview 5 12™ da firma
Abacus Concepts, Inc. desenvolvido para MacIntosh. Para isso, registavam-se os
valores das diferengas de potencial em fung¢do da concentragdo do ido principal, por
regressdo linear, de y em x. As equagdes das rectas obtidas eram utilizadas para
deduzir o valores de declive e o respectivo coeficiente de correlagdo quadratico.

O limite inferior de resposta linear (LIRL) foi determinado seguindo as indica¢des da
IUPAC [8], calculando-se o valor de concentragio (dado que se trabalhava com forga
ionica ajustada) correspondente ao ponto do grafico onde a resposta do eléctrodo
comegava a apresentar desvio da linearidade.

As determinagdes dos valores de declive e LIRL das varias unidades
construidas foram sempre efectuadas calculando-se a média dos valores obtidos num
minimo de trés ensaios, empregando duas unidades diferentes, sujeitas a

condicionamento antes e depois de cada ensaio.
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4.2 Comportamento dos eléctrodos ao longo do tempo

4.2.1 Estabilidade e repetitibilidade dos potenciais

A estabilidade dos eléctrodos de configuragdo convencional e tubular foi
avaliada tracando varias curvas de calibragdio ao longo de um dia de trabalho e
procedendo-se ao calculo da variagdio de potencial para diferentes niveis de
concentra¢do, na zona de resposta linear do eléctrodo. Para essa avaliagdo foram
elaboradas as respectivas rectas de calibragdo, calculando-se o seu declive e o
coeficiente de correlagdo quadratico.

Para os eléctrodos de configura¢do convencional, a avaliagdo da repetitibilidade
dos potenciais obtidos, era efectuada pela determinag¢do do potencial dos eléctrodos,
relativamente ao eléctrodo de referéncia, para uma dada concentragdo de ido primario
(1,0x10° mol L™).

No caso dos eléctrodos tubulares, a repetitibilidade foi avaliada calculando-se o
desvio padrdao dos sinais analiticos obtidos, apos intercalagdo repetida de solugdes de
concentracdo conhecida (5,0x10™; 1,0x10” e 5,0x10° mol L' de ido primario),
solugdes estas correspondentes a concentragdes intermédias da zona de resposta linear

do eléctrodo.

4.2.2 Tempo de vida dos eléctrodos

Para a avaliagdo deste parametro procedeu-se ao tragado de curvas de
calibragdo repetidas, ao longo do tempo, no intervalo de concentragdo correspondente a
zona de resposta linear do eléctrodo. Determinaram-se os correspondentes valores de
declive, coeficiente de regressdo linear e estabilidade dos potenciais dos eléctrodos.

As unidades consideravam-se inutilizadas quando, apos polimento e
condicionamento, a resposta do eléctrodo se mantinha degradada, nomeadamente

quando havia decréscimo do declive da recta de calibragdo, aumento do tempo de
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resposta, aumento do valor do limite inferior de resposta linear e a estabilidade dos

potenciais se alterava mais do que 2 mV.

4.3 - Avaliacio da influéncia do pH nos valores de potencial dos eléctrodos

A determinagdo da influéncia do pH na resposta dos eléctrodos tubulares, com
o objectivo de determinar o intervalo de pH no qual ndo se registava alteragdo do sinal
analitico, foi efectuada pelo tragado dos diagramas de Reilley.

Utilizou-se uma montagem FIA semelhante ao descrito em [9], com algumas
adaptages, no qual, para se evitar variagdes significativas do volume da solugéo de ido
primario, se promovia a recirculagdo da solugdo através da valvula de injecgdo (Fig.
13).

Num recipiente de grande volume (cerca de 250 mL) colocava-se uma solugio
de ido primario, de concentragdo 1,0x10” mol L™, preparada em nitrato de potassio de
concentra¢do 0,1 mol L e acido nitrico 0,1 mol L', de forma a ser obtido um valor de
pH inicial proximo da unidade (e forga iénica ajustada a 0,2 mol L™"). O valor de pH da
solugdo era determinado com o auxilio de um eléctrodo de vidro simples mergulhado
no mesmo recipiente. Para tal, procedia-se inicialmente a calibragdo do eléctrodo de
vidro, por medigdo da diferenga de potencial entre esta unidade e um eléctrodo de
referéncia quando ambos eram introduzidos em solu¢des tampdo de pH 4,00, 7,00 e
9,00. Com os pares de valores obtidos (potencial vs pH) procedia-se ao tragado da
correspondente recta de calibragdo e ao calculo dos respectivos parametros de
regressao linear. Os valores de pH posteriores eram determinados com base nos valores
de regressdo calculados, por interpolagio dos valores de potencial obtidos para o
eléctrodo de vidro. Apos as alteragdes de pH provocadas na solugdo, por adigdo de
pequenos volumes de solugdo de NaOH saturada e estabilizagdo do eléctrodo de vidro,
esta era intercalada na montagem FIA, registando-se a variagdo do sinal analitico
correspondente.

O uso de volumes elevados de solugdo de ido primario e a adi¢do de pequenos
volumes de NaOH saturado visavam assegurar uma variagdo desprezavel da
concentragdo da solugdo ao longo do ensaio, para que as alteragdes de potencial

verificadas pudessem ser exclusivamente relacionadas com as variagdes de pH.
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Os diagramas de Reilley assim obtidos proporcionavam uma avaliagdo da variagao
do potencial dos detectores tubulares em relagao ao pH da solu¢do no momento da sua
intercalagdo no sistema FIA e ndo em relagdo ao pH da solugdo em contacto com a
membrana.

A determinagdo dos intervalos de pH para os quais ndo ocorria variagio de
resposta dos eléctrodos foi sempre efectuada calculando a média de, no minimo trés
ensaios, empregando duas unidades tubulares diferentes sujeitas a condicionamento

antes e depois de cada ensaio.

pHmetro Reg M
mV -

EV ER BP Vi
A
ST E 1 | | > |
= ESI ER
ET
Agit ¢

Figura 13 - Montagem FIA utilizada na determina¢io da influéncia do pH nos
valores de potencial dos eléctrodos tubulares construidos.

lLegenda: A - amostra; ST - solugdo transportadora; BP - bomba

peristaltica; Vi - valvula de injec¢do; ET - eléctrodo “terra’’;

ESI- eléctrodo tbular; ER - eléctrodo de referéncia; mV -

decimilivoltimetro,; Reg - registador; EV - eléctrodo de vidro,

Agit - agitador magnético, pHmetro - voltimetro para

avaliacdao do pH.
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4.4- Coeficientes de selectividade potenciométricos

De acordo com a equagdo de Nernst-Nikolksy, o potencial depende ndo so da
concentragdo do ido principal como também da concentragdo e coeficiente de
selectividade potenciométrico (KP*) de todas as espécies presentes em solugdo.

A aplicabilidade analitica dos eléctrodos selectivos de ides ¢ muitas vezes
comprometida pela sua selectividade. O coeficiente de selectividade potenciométrico
(KP*) ¢ definido pela TUPAC [8] como sendo a capacidade que um eléctrodo selectivo
de i1des tem de distinguir uma espécie ionica de outras presentes em solugdo e, quanto
menor € este valor maior a preferéncia do eléctrodo para o 130 primario.

Na determinacdo deste pardmetro em FIA, procurou-se reproduzir condi¢des
experimentais semelhantes as usadas com eléctrodos de configuragdo convencional,
utilizando-se o método das solugdes misturadas [8]. Neste, mede-se a variagdo de
potencial entre o eléctrodo indicador e o de referéncia, em solugdes de actividade de
130 primario constante e variando-se a actividade do ido interferente. Os valores de
diferenga de potencial obtidos sdo representados graficamente, relativamente ao
logaritmo de actividade do ido interferente. A intercepgdo da extrapola¢do das porgdes
lineares da curva obtida na representagdo grafica, indica os valores de concentragdo de

ido interferente, cp , que serdo usados para o calculo dos valores de K**
Kpor N C.A'l
BT 5

Se z; = zp a equagdo anterior assume a seguinte forma :

(45
pol A
KA.B . c
B
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Segundo Pungor [10] , no caso dos eléctrodos de membrana cristalina, o valor
de KP* pode ser previsto pela razio dos produtos de solubilidade do sal constituinte da

membrana do eléctrodo (4g4) e do sal interferente (AgB), podendo ser expresso pela

equagao:
Kpof . KPSAgA
%K AgB

ps

Esta mesma relagdo foi utilizada para comparagido dos valores dos coeficientes
de selectividade potenciométrica tedricos previsiveis e os valores obtidos
experimentalmente com os eléctrodos construidos.

Os valores experimentais obtidos dependiam das condigdes em que foi realizado
o ensaio, nomeadamente do tipo de metodologia usada na avaliagdo deste coeficiente,
do estado fisico das membranas e das concentragdes dos i0es, principal e interferentes,
na solugdo a analisar, pelo que apenas podem ser tidos como uma ordem de grandeza
da extensdo da interferéncia. Uma vez que o objectivo deste trabalho era verificar se
ocorriam variagdes nas caracteristicas operacionais de resposta dos sistemas
potenciométricos de sensibilidade aumentada propostos relativamente aos sistemas
previamente descritos [11], optou-se por empregar uma metodologia semelhante.

O procedimento seguido na avaliagdo deste pardmetro consistia na injec¢do, no
sistema FIA, de solugdes de concentra¢ao constante de ido primario e concentragdes
crescentes de 1do interferente, de modo a ser efectuado um estudo numa gama de
concentragdes suficientemente ampla. Com os valores de potencial registados
procedia-se a elaboragdo de um grafico de potencial em fungio do logaritmo da
concentragdo do 130 interferente, realizando-se o calculo do coeficiente de
selectividade potenciométrico da forma como foi atras indicado. O valor de KP* era
determinado pela intercepgdo da extrapolagdo dos dois segmentos lineares da curva,
obtida por representagdo grafica.

Estes ensaios foram sempre efectuados empregando duas unidades tubulares

distintas.
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II - 5 - Desenvolvimento e optimizagio das montagens FIA

Os sistemas de analise por injecgdo em fluxo de baixa dispersdo utilizados na
avaliagdo das caracteristicas operacionais dos eléctrodos tubulares construidos foram
desenvolvidos e optimizados com o objectivo de serem seleccionadas as melhores
condigdes de fluxo, de forma a obter o melhor comportamento possivel das unidades
potenciométricas. Para isso, procedeu-se a avaliagio da influéncia dos paridmetros
fisicos, como sendo volume de injecgdo, caudais e dimensdo de reactores, na amplitude
de resposta dos eléctrodos. Com esse objectivo, foram ensaiados diversos valores de
velocidade de fluxo, diferentes volumes de injecgdo (100; 200; 500 e 1000 pL) e varios
comprimentos de reactores, colocados entre a valvula e o eléctrodo selectivo e entre os
dois eléctrodos constituintes dos sistemas potenciométricos diferenciais.

A optimizagdo era feita com o objectivo de se obter um sistema com o maximo
de sensibilidade analitica, elevado ritmo de amostragem e boa estabilidade, recorrendo
ao meétodo univariante. Neste, cada um dos pardmetros era alterado
independentemente, fixando-se os restantes.

Para isso, introduziram-se na montagem FIA solugdes padrio com diferentes
concentragdes, na zona de resposta linear do eléctrodo, registando-se para cada uma
delas a altura do respectivo sinal analitico. Os valores obtidos eram posteriormente
relacionados graficamente com o logaritmo da concentragdo do ido primario. Este
procedimento foi repetido para cada um dos pardmetros estudados, optando-se pelas
condigdes que conduziam a uma maior sensibilidade, com uma boa frequéncia de
amostragem.

O estabelecimento das condig¢des de baixa dispersdo, necessarias a avaliagdo das
caracteristicas operacionais dos eléctrodos, foi conseguido por avaliagio da influéncia
dos parametros fisicos anteriormente citados na dispersdo do sistema.

A dispersdo do sistema era calculada pela equagio

H - H'
log[)=T

sendo

iuzaz
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S o valor experimental do declive da curva de calibracdo do detector, tragada
imediatamente antes da determinagdo da dispersdo

H® a altura do sinal analitico, expresso em mV, para uma situagio sem
dispersdo no sistema

H' a altura do sinal analitico, expresso em mV, para uma situagdo com

dispersdo e cuja concentragdo do ifo primario era igual a anterior

A medi¢io do sinal analitico correspondente a um sistema sem dispersdo,
equivalente a um valor obtido em estado estacionario, era conseguida por substitui¢do
da solugio transportadora por solugdes de diferentes concentragdes do ido primario em
estudo. De seguida, procedia-se 4 injecgdo de diferentes volumes de solugdes, com
concentra¢des distintas de ido primario. A altura do sinal obtido era posteriormente
comparada com a altura do sinal resultante em fase estacionaria, de acordo com a

equagdo anterior.

O ritmo de amostragem era dado pelo tempo gasto no registo de um nimero
determinado se sinais analiticos. A partir desse valo determinava-se o namero de

registos que era possivel efectuar por hora.

Il - 6 - Avaliagdo da qualidade dos resultados fornecidos pelas metodologias

desenvolvidas.

Nas situagdes em que os eléctrodos construidos foram utilizados em aplicagdes
analiticas concretas, a exactiddo dos resultados obtidos com as montagens FIA
desenvolvidas (Cy) foi avaliada por analise comparativa com os resultados decorrentes
dos respectivos métodos de referéncia (Cgr). Através de regressdo linear foram

estabelecidas relagdes do tipo

C-it: = (-’(j W S CR
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Os valores de C, e S, bem como o coeficiente de correlagio 7, calculados davam-
nos indicagdes sobre a concordincia entre os dois métodos.
Em todos os casos foi igualmente calculado o respectivo desvio relativo

percentual (DR %), expresso pela seguinte relagio:

c.-C
DR % = (—F‘E—R]XIOO
R

Aplicou-se igualmente o teste t de Student aos resultados obtidos, que permitia
efectuar a comparagdo de resultados emparelhados (paired t test), utilizando-se o
programa StatView. Os resultados obtidos foram avaliados relativamente aos valores

tabelados referidos na literatura [12], para o nivel de significincia pretendido.

A precisio analitica dos resultados foi determinada, na maior parte das
situagdes, apos 12 injecgdes sucessivas de amostras, de concentragdo conhecida,
normalmente proxima a do valor médio do intervalo de concentra¢des em analise. A
concentragdo correspondente a cada sinal analitico medido era calculada por
interpolagdo na respectiva curva de calibragdo. A partir desse valor calculava-se o

™

respectivo desvio padrdo relativo, recorrendo ao programa StatView 512 ou

Microsoft Excel, versdo 7.0 (1995) desenvolvido para PC.
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Sistemas potenciomélricos de sensibilidade aumentada

CAPITULO 1T

D esenvolvimento de sistemas de andlise por

injecgdo em Sfluxo com detecgdo

potenciométrica de sensibilidade aumentada.
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II1 - 1 - Introducdo

A detecgdo potenciométrica oferece inumeras vantagens relativamente a outros
processos de detecgdo, como foi amplamente referido no Capitulo I desta dissertagao,
particularmente devido ao baixo custo da instrumentagdo necessaria para a sua
aplicagio e a sua grande versatilidade analitica. No entanto, em alguns casos, a
sensibilidade analitica limitada pelas caracteristicas da resposta nernstiana do detector
potenciométrico, podera ser restritiva a sua utilizagao. Devido a relagdo logaritmica que
se estabelece entre a variagdo de potencial € a concentragdo do ido primario [1], para
um ido monovalente, teoricamente detectado com uma sensibilidade de 59,1 mV
década™, um erro de + 0,5 mV na leitura de potencial conduz a um erro relativo de
concentragdo de cerca de 2%, enquanto que para um 3o divalente, detectado com uma
sensibilidade de 29,6 mV década’’, podera, para o mesmo erro de leitura, ocorrer um
erro de concentragdo de cerca de 4%. Para obviar esta situagdo tém surgido inimeros
trabalhos que procuram solu¢des diversas no sentido de promover um aumento da
sensibilidade da detecgdio potenciométrica, de forma a potencializar a sua utilizagao
como método analitico de eleigdo [2-9].

A sensibilidade de um método analitico (m) ¢ dada pela razdo da variagao do
sinal analitico (AS) relativamente a variagdo da concentragao do analito (AC) a

determinar :

o>
wa

>
@

Com a finalidade de se conseguir aumentar a sensibilidade de uma metodologia
poder-se-a portanto, promover o acréscimo da amplitude do sinal analitico, ou seja, no
caso especifico da potenciometria, poder-se-a incrementar a variagdo de diferenga de
potencial medida pelo detector utilizado.

Os primeiros trabalhos realizados com este objectivo, utilizando detectores

potenciométricos em “batch”, basearam-se em trés abordagens distintas. A primeira,
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denominada método CCS (“cells connected in series”), consistia na colocagdo de um
nimero variavel de células electroquimicas em série [2-4], sendo cada uma delas
constituida por um eléctrodo indicador convencional e um eléctrodo de referéncia. A
segunda baseava-se na soma dos potenciais de dois eléctrodos convencionais imersos
numa mesma cuba, contra um mesmo eléctrodo de referéncia [5-7]. A ultima, que
consistia numa variagio de configuragdo da anterior, baseava-se na utilizagao de
eléctrodos com duas membranas incorporadas no mesmo corpo do eléctrodo [8, 91,
onde o potencial referente a cada membrana, relativamente ao eléctrodo de referéncia,
era somado por intermédio de um dispositivo electronico externo semelhante ao
descrito em [5-7].

A necessidade de automatizagdo das determinagdes potenciométricas, de forma
a aumentar a frequéncia de amostragem, diminuir 0 consumo de amostra e reagentes €
minorar a sua manipulagdo, levou ao acoplamento desta técnica de detecgdo a sistemas
de analise por injecgdo em fluxo, com todas as vantagens que adveém desta associagdo
[10].

Também em sistemas de fluxo, a tentativa de obter um incremento de
sensibilidade foi alvo de particular atengdo por parte de alguns autores. Uma das
abordagens mais utilizadas consistia na detecgao diferencial, com a colocagio de dois
eléctrodos sequencialmente no mesmo canal [10-16], posicionados em canais paralelos
[17-19] ou mesmo pela medi¢do de potencial utilizando os dois lados da membrana
sensora de um mesmo eléctrodo indicador [20]. Os eléctrodos colocados
sequencialmente poderiam ser sensiveis a mesma espécie analitica [10-15] ou terem
respostas a diferentes ides primarios [16-19], sendo, este ultimo caso, encarado como
um processo de realizar determinagdes bi ou multiparamétricas. Contudo, sempre que 0
objectivo era promover o aumento da sensibilidade da determinagdo potenciométrica
[10-15, 20], eram colocados dois detectores similares em linha, baseando-se o seu
fiuncionamento na possibilidade de permuta das suas fungdes, como eléctrodo indicador
/ eléctrodo de referéncia ao longo do tempo actuando cada um deles, alternativamente,
como referéncia um do outro.

O sinal analitico obtido com montagens do tipo diferencial consiste num registo
ascendente ¢ outro descendente, conforme se esquematiza na Fig. 1, cuja amplitude

total resulta da soma das respectivas alturas parciais (hi+hy). O formato e amplitude do
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sinal analitico, que influenciam a sensibilidade analitica do sistema de detecgdo, sdo
dependentes tanto da geometria e parametros hidrodindmicos do sistema FIA,
responsaveis pela dispersio do segmento da amostra, como também do tempo de
resposta dos proprios detectores.

Nestes sistemas, um dos detectores encontra-se ligado a entrada do eléctrodo
indicador do voltimetro, enquanto que o outro € conectado a entrada correspondente ao
eléctrodo de referéncia, pelo que o sinal analitico obtido ¢ igual a soma da diferenca de
potencial referente a cada eléctrodo. Assim poderdo ser obtidos registos analiticos
distintos consoante a geometria fisica do sistema, de acordo com a representacdo da
Fig. 1. Em A, representa-se um sinal transiente tomado como “ideal”, no qual as alturas
de pico correspondentes a variagdo de potencial de cada eléctrodo (h; e hy) sdo iguais,
neste sistema o segundo detector comegaria a registar a passagem do segmento de
amostra, imediatamente ap6s o retorno a linha de base do sinal analitico correspondente
ao registo do primeiro eléctrodo. Em B o sinal descendente ¢ menor do que ©
ascendente, porque a distancia dg entre os dois eléctrodos ¢ insuficiente, pelo que o
segundo detector comega a registar a passagem do segmento de amostra antes do
retorno do sinal correspondente a linha de base do primeiro detector; desta forma
ocorre sobreposi¢do dos sinais analiticos com redu¢do dos valores de h; e h,, Em C,
esquematiza-se o sinal que resulta da colocagdo dos detectores a uma distancia
excessiva entre si (dc), no qual a amplitude do sinal correspondente ao primeiro
detector é igual ao registado na situagdo A, mas a dispersdo ao nivel do segundo
detector é demasiado elevada, o que tem como resultado, um decréscimo na amplitude
do sinal analitico relativo ao segundo detector (hy). Nesta terceira situagdo ha um
evidente alargamento do sinal registado, com um patamar entre o pico ascendente €
descendente, correspondente a uma fracgdo de tempo em que ambos os detectores
registam apenas a passagem de solugdo transportadora.

Se a optimizagdo da distancia entre os detectores colocados sequencialmente for
adequada e as suas respostas analiticas semelhantes, entdo o sinal analitico aumentado

conduz a uma melhoria da sensibilidade da detecgdo potenciométrica.
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DT, DT,
4 D*----‘*’“—--*D
B C | Am |
] ]
DT, d, BT
g [l ™
L Am ]

Figura 1 - Representagdo grifica dos sinais analiticos tipicos obtidos com um
sistema de fluxo com detec¢do diferencial.
Legenda: Am - segmento de amostra; DT, e DT, - deteciores
potenciométricos tubulares, d; - distdancia entre os eléctrodos.
A - sinal analitico “ideal” (h; ~ h.)
B - sinal analitico com sobreposicio dos picos ascendente e
descendente.
C - sinal analitico com diminui¢io da amplitude do segundo

registo, resultante de dispersdo elevada do trogo de amostra.

Os sistemas anteriormente descritos na literatura, como consequéncia de, na sua
maioria, incorporarem eléctrodos de configuragdo convencional [10-12, 16, 19],
provocavam alteragdes nas caracteristicas hidrodindmicas de fluxo. Por esta razio, a
dispersao do segmento de amostra no momento de passagem nos dois detectores

potenciométricos era diferente, pelo que os declives registados por cada um dos
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detectores inseridos em linha, era distinta. Qualquer dispersdo do segmento de amostra
tem um efeito negativo na sensibilidade analitica do sistema [17], pelo que a utiliza¢ao
de eléctrodos com “volume interno morto” menor [13-15, 17, 20], particularmente
eléctrodos com configuragdo tubular, contribui para uma diminui¢do da dispersdo
sofrida pela amostra, e consequentemente para a obtengdo de uma maior amplitude do
sinal analitico.

Por sua vez, a possibilidade de poder incorporar num mesmo corpo de
eléctrodo, duas membranas sensoras, conseguindo-se um detector caracterizado por um
baixo volume morto, abre novas alternativas & construgdo de sistemas de detec¢do
potenciométrica para inser¢do em sistemas FIA de sensibilidade acrescida.

O recurso a eléctrodos incorporando duas membranas sensoras, como forma
alternativa de se obter um acréscimo de sensibilidade, na qual o sinal analitico resulta da
soma das respectivas diferengas de potencial, relativamente a um mesmo eléctrodo de
referéncia ja foi anteriormente explorada com eléctrodos de configuragéo convencional
[8, 9]. Tendo como base os trabalhos citados [8, 9], a construg¢io de detectores
tubulares com duas membranas sensoras inseridas no mesmo corpo, poderdo contribuir
também para o desenvolvimento de sistemas de fluxo de sensibilidade acrescida. A
utilizagio de detectores de configuragdo tubular tem como principal particularidade ndo
alterar as caracteristicas hidrodinimicas de fluxo e, pelo facto de apresentar volumes
internos muito pequenos, nio alterar a dispersdo sofrida pela amostra, permitindo assim
que a medigdo efectuada pelas duas membranas sensoras ocorra praticamente nas
mesmas condicdes de dispersio do analito, o que ndo acontece nos sistemas
diferenciais. Estes sistemas tipo “soma” permitem, para além disso, a realizagdo de
diferentes técnicas potenciométricas, de maneira em tudo semelhante as realizadas com
unidades convencionais. Este procedimento exige, porém, a utilizagdo de um dispositivo
electronico de soma das diferengas de potencial registadas por cada uma das membranas

sensoras relativamente a um eléctrodo de referéncia [5-9].

Neste capitulo procedeu-se a um estudo comparativo do desempenho de
montagens de fluxo incorporando dois tipos diferentes de sistemas de detecgdo de
sensibilidade aumentada. Os sistemas de detec¢do potenciométricos baseavam-se na

utilizacdo de eléctrodos selectivos de ides de membrana cristalina homogénea, que ja
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anteriormente se tinham revelado como unidades muito estaveis e reprodutiveis [1, 21].
Os detectores utilizados neste estudo eram sensiveis aos anides cloreto, brometo, iodeto
e sulfureto e aos catides cobre (II), cadmio (IT), chumbo (IT) e prata (I).

Avaliaram-se as caracteristicas operacionais dos dois tipos de sistemas de
sensibilidade aumentada, nomeadamente o declive da recta de calibragdo, a estabilidade,
a repetitibilidade dos sinais analiticos, o limite inferior de resposta linear (LIRL) e a
frequéncia de amostragem, assim como a influéncia do pH nos valores de potencial
registados e a extensdo da influéncia de interferentes, fazendo-se o estudo comparativo
com os resultados obtidos pelas mesmas unidades quando associadas, de uma forma

simples, a um eléctrodo de referéncia convencional de AgCl/ Ag [21].

Com este trabalho pretendeu-se demonstrar, com sistemas de fluxo simples
incorporando detecgdo potenciométrica, em que medida era possivel melhorar as
caracteristicas operacionais de um detector potenciométrico, particularmente como e de
que forma era possivel aumentar a sensibilidade analitica. Assim foram construidos
sistemas de detecgdo incorporando as unidades ja descritas [21], em que num tipo, o
aumento de sensibilidade analitica era obtido por um diferencial de potenciais, enquanto

que no outro se procedia a soma de potenciais.

III - 2 - Parte experimental

2.1 Aparelhagem e eléctrodos

Em todas as determinagdes efectuadas com os eléctrodos de configuragdo

tubular recorreu-se a aparelhagem especificada no Cap. 1L
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2.1.1 Preparacdo das misturas sensoras

Na composi¢do das membranas dos eléctrodos cristalinos a espécie activa € um
componente que tem por finalidade transportar a corrente ou controlar a concentragao
do ido que transporta a corrente, através do equilibrio do produto de solubilidade a
superficie da membrana [22]. Todos os sensores utilizados neste trabalho, seguindo a
metodologia anteriormente usada [21], foram preparados por precipitagao de Ag,S, nos
detectores sensiveis a Ag (I) e S*, ou co-precipitagdo de Ag:S e o correspondente
sulfureto metalico (MS / Ag,S, nos eléctrodos sensiveis a Cu (IT), Cd (II) e Pb (II)) ou
halogeneto de prata (AgX / Ag,S (X =CI, Brel)).

A adigdo de Ag,S nos sensores dos eléctrodos sensiveis a halogenetos e metais
pesados tem como fungdes aumentar a condutividade do solido, diminuir a sua
sensibilidade a luz, diminuir a sua solubilidade e facilitar a compressdo. A sua presenca
torna-se particularmente Util na preparagdo de eléctrodos sensiveis a iodeto, dado que o

precipitado de Agl € pouco compressivel [1].

Os sensores utilizados na construcdo dos eléctrodos sensiveis a cloreto, brometo
e iodeto eram obtidos por prensagem de misturas de sulfureto de prata (I) / halogeneto
de prata, numa proporgdo molar de 1:1, sendo o processo de obtengdo do sensor
semelhante ao descrito por Ruzicka [23]. Neste, uma solugdo obtida por mistura de
volumes iguais de solugdes de concentragdo 0,10 mol L' de Na,S e NaX (sendo X =
ClI', Br ou I) era lentamente adicionada ao volume de solugdo de AgNQOs, de
concentragdo 0,10 mol L, necessario para precipitar completamente os dois anides,

enquanto esta era fortemente agitada, por um periodo de cerca de 30 min.

Os eléctrodos sensiveis a sulfureto e a prata eram obtidos por um processo
analogo também ao descrito por Ruzicka [23]. A uma solug¢do de AgNO; de
concentragdo 0,10 ml L' adicionava-se, lentamente, igual volume de Na,S de igual
concentragdo, com agitagio forte. O precipitado obtido era mantido em agitagdo

constante por um periodo de cerca de 30 min.
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Na obtengdo do sensor utilizado nos eléctrodos sensiveis a cobre (II), usou-se
uma mistura 1:1 (proporgdes molares) de sulfureto de cobre (II) e sulfureto de prata (1),
obtida por um processo idéntico ao descrito por Van der Linden [24]; neste, em 150 mL
de agua desionizada dissolviam-se 0,02 mol de Cu(NOs); e 0,04 mol de AgNO;, e esta
solucdo, apos arrefecimento a 2 °C, era adicionada, gota a gota, com agitagdo vigorosa,
a uma solugdo de Na,S arrefecida a mesma temperatura, preparada por dissolucdo de
0,072 mol em 150 mL de agua. Apés a precipita¢io, a suspensdo era aquecida, a cerca

de 70 °C, e mantida em agitagdo vigorosa durante cerca de 30 min.

O sensor dos eléctrodos sensiveis a cadmio (I1) era constituido por uma mistura
de sulfureto de cadmio (II) e sulfureto de prata (I) na proporgao molar de 1:10. O
processo de obtengdo da mistura sensora era semelhante ao anteriormente referido por
Ruzicka [25], e consistia na preparagdo de solugoes de Cd(NO:),, AgNO; e Na,S de
concentracdo aproximadamente 0,1 mol L' (titulava-se a solugdo de Na,S com a de
Cd(NOs), e AgNOs, sucessivamente, usando como eléctrodo indicador um detector
convencional de membrana cristalina de Ag.S, sendo assim possivel conhecer a
equivaléncia, em volumes, das solugdes preparadas). Misturavam-se volumes
convenientes das solugdes de Cd(NOs), e AgNO; para obter uma razao molar de 1:20;
esta solugdo era adicionada, muito lentamente ¢ com agitagdo vigorosa, a um volume de
Na,S com 20% de anido sulfureto em excesso, relativamente a precipitagio completa
dos dois catides presentes na primeira solugdo. O precipitado era deixado em agitagdo

durante cerca de 15 min.

O sensor dos eléctrodos sensiveis a chumbo (II) era constituido por uma mistura
de 30% de sulfureto de chumbo (II) e sulfureto de prata (I) (percentagens molares),
preparado por um processo analogo ao descrito por Van der Linden [26]; neste,
procedia-se a uma adi¢do lenta de uma solucdo de 19,0 g de AgNO; (correspondente a
0,112 mol) e 8,0 g de Pb(NOs). (correspondente a 0,024 mol) em 200,0 mL de 4gua, a
uma solugdo de Na,S de concentragio 1,0 mol L' (cerca de 100% em excesso). A
suspensdo obtida era aquecida a 75 °C e mantida a essa temperatura, com agitagao

vigorosa, durante cerca de 1 hora.
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Para cada sensor, cuja preparagio foi anteriormente referida, apos repouso €
decantacio do liquido sobrenadante, procedia-se a lavagem dos diferentes precipitados,
varias vezes com agua bidesionizada (e acetona no caso do chumbo (1) e cobre (II)) e &
sua filtragio por funil de Buckner. O sélido obtido era seco, durante 24 horas em estufa
a cerca de 80/100 °C (no caso especifico do chumbo a secagem era efectuada com uma
corrente de azoto durante cerca de 1 hora), e finalmente, pulverizado, em almofariz de

agata, e conservado ao abrigo da luz, em excicador com gel de silica.

Para a obtengdo da membrana sensora foi utilizada uma técnica de prensagem
como forma de aglutinagdo do sensor solido. As membranas sensoras, com 10 mm de
didmetro e 0.4 mm de espessura, eram obtidas por prensagem da mistura sensora a

pressdes elevadas, conforme se encontra descrito no Cap. 1.

2.1.2 Construgdo dos eléctrodos

Na construgio dos eléctrodos selectivos de ido de configuragéo tubular, quer de
membrana simples quer de dupla membrana, seguiram-se as etapas descritas
detalhadamente no Cap. 1L

Apbs a construgdo e antes do seu uso a membrana sensora era polida, com um
fio de algodio humedecido e impregnado de oxido de aluminio. Os eléctrodos eram
depois colocados em condicionamento, em solugdes de concentragdo igual a 1 x 10°
mol L™ de ido primario, durante algumas horas. No caso dos eléctrodos com membrana
sensora constituida apenas por Ag,S, para responderem a Ag(I) necessitavam de um
periodo de condicionamento inicial, de algumas horas, numa solugdio 1x10” mol L em
catiio Ag(l), enquanto que para responderem a S* era necessario um periodo de
condicionamento de dois a trés dias em solugio de S* igualmente de concentragio

1x10° mol L™

Entre ensaios os eléctrodos eram deixados em solugdo de condicionamento ou

ao ar. Quando fora de uso por periodos prolongados eram envoltos em papel de
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aluminio e, antes das reutilizagdes, eram polidos e novamente condicionados numa

solugdo idéntica 4 anteriormente referida.

2.2 Reagentes e solugdes

Os reagentes usados na avaliagdo dos detectores tubulares eram todos de
qualidade pro-analise ou semelhante.

A solucdo padrio de AgNOs de concentragdo 0,1000 mol L era preparada a
partir de ampolas Titrisol (Merck, 9990). As solugdes mais diluidas eram preparadas a
partir da anterior, por dilui¢do rigorosa.

As solugdes padrio de sulfureto eram preparadas num sistema tampdo, SAOB
(sulphide anti-oxidant buffer), composto por 20,0 mg de acido ascorbico (40,0 mg na
determinagdo do LIRL) em NaOH de concentragdo igual a 1,0 mol L". Fixando a
quantidade de 40,0 mg de acido ascorbico numa solucdo de NaOH de concentragdo
igual a 1,0 mol L, garantia-se a concentragdo minima de anti-oxidante necessaria para
retardar a oxida¢do de sulfureto, quando em solugoes de concentragdo na ordem dos
10° mol L™ [27]. A solugdo mie de S* era padronizada por titulagdo com uma solugdo
padrdo de Pb(ClOy),, de concentragdo 0,1000 + 0,0005 mol L’ (Orion 94-82-06). Os
padrdes de sulfureto eram preparados diariamente a partir da solugdo anterior, por
diluig@o.

As solugdes padrao de cloreto de sodio eram preparadas por pesagem do solido,
previamente seco em estufa até peso constante. As solugdes de brometo de sodio e
iodeto de potassio, estas Ultimas preparadas diariamente, eram tituladas
potenciometricamente com uma solugdo padronizada de AgNO; de concentra¢ao
0,1000 mol L". As solugdes menos concentradas eram preparadas a partir das
anteriores por diluigdo rigorosa.

As solugdes de cobre (II) e cadmio (II) eram tituladas potenciometricamente
com solugdes padrio de EDTA, obtidas a partir de ampolas comerciais (Titriplex III,
Merck, 9992) de concentragdo 0,1000 mol L' As solugdes de chumbo (II) eram

obtidas por diluigdo de uma solugdo de chumbo (II) de concentragdo 0,1000 mol L*
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(Metrohm AG, CH-9100). As solugdes menos concentradas de qualquer dos trés

catides eram preparadas a partir das anteriores, por diluigdo rigorosa.

2.3 Montagens FIA utilizadas

2.3.1 Construcio de sistema de detecgio de sensibilidade aumentada

Com as membranas sensoras, cujo processo de obtengdo foi descrito
anteriormente, estabeleceram-se dois tipos diferentes de sistemas de detecgdo de
sensibilidade aumentada. Um deles era constituido por dois eléctrodos tubulares,
semelhantes, colocados sequencialmente, funcionando um relativamente ao outro e
alternadamente, como eléctrodo de referéncia. Com este sistema diferencial (SDD)
evitava-se 0 uso de um eléctrodo de referéncia convencional.

O outro sistema de detec¢do utilizava um eléctrodo indicador tubular composto
por duas membranas com igual sensor, associado a um eléctrodo de referéncia
convencional de AgCl / Ag. As membranas sensoras distavam 3 mm, permitindo obter
um detector de volume interno reduzido. A soma de potenciais decorrente de cada
membrana era efectuada através de um dispositivo somador. Desta forma constituiu-se

um sistema de detecgdo de dupla membrana (SDDM).

2.3.2 Construgdo das montagens FIA de sensibilidade aumentada

Os sistemas de detecgdo construidos foram avaliados quando inseridos em
montagens de fluxo continuo monocanal de baixa dispersdo. Uma, incluindo o sistema
diferencial (SDD), encontra-se representada na Fig. 2, e a outra, utilizando o sistema de
detecgdo de dupla membrana (SDDM), € esquematizada na Fig. 3. Em qualquer das
duas montagens procurou-se, sempre que possivel, reproduzir condigdes experimentais

semelhantes as usadas na avaliagdo dos eléctrodos tubulares constituidos por uma unica
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membrana [21], de forma a permitir uma compara¢do das suas caracteristicas de
resposta quando colocados em sistema FIA tradicional e em sistemas FIA de

sensibilidade aumentada.

Nestas duas montagens, a amostra e solugdes padrdo eram inseridas, por
intermédio de uma valvula de injecgdo, no canal transportador, constituido por uma
solugdo de sal do ido primario e ajustador de forga ionica, sendo a variagdo do sinal

transiente monitorizada pelos detectores tubulares respectivos.

No sentido de se conseguir o maximo de sensibilidade analitica, procurou-se
optimizar os sistemas FIA por variagdo dos seus pardmetros, optimizando um e fixando
os restantes. Nestas condi¢des variou-se o volume de injec¢do, a distdncia entre os
detectores (no caso do sistema de fluxo diferencial) e a velocidade de fluxo,
determinando-se, por registo de calibragdes sucessivas, a influéncia destes factores na

amplitude do sinal transiente, fornecido pelo sistema de detecgao.

mV Reg

Vi

BP

ST

= BT, DT,

Figura 2 — Montagem FIA com detec¢do potenciométrica diferencial (SDD).
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Reg
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BP Vi \_‘
A
L I 1.
> _ L ] >
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Figura 3 — Montagem FIA com detecgido potenciométrica usando um detector de
duas membranas (SDDM).

Legenda: BP - bomba peristaltica, A - amostra (uL);, ST - solugio
transportadora (mL min'); Vi - valvula de injecgdo; L — tubo de
ligagdo; ET - eléctrodo terra; DT - detector potenciométrico
tubular; ER - eléctrodo de referéncia; Som - somador; mV -

decimilivoltimetro; Reg - registador; E - esgoto.

I - 3 - Resultados e sua discussdo

De forma a facilitar a exposi¢do e discussdao dos resultados, optou-se por
subdividir o capitulo em duas partes, contemplando uma delas os sistemas de detec¢do

sensiveis a anido e outra incluindo os sistemas de detec¢do sensiveis a catiio.

Quer nos SDD quer nos SDDM para garantir o menor valor possivel de
dispersdo do trogo de amostra no interior da montagem, o comprimento da tubagem
entre a valvula de injecgdo e o primeiro detector foi reduzido ao minimo, 20 cm,

imposto pelo estabelecimento das ligagdes entre os diferentes componentes do sistema.
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A eliminagdo das interferéncias eléctricas nos dois tipos de sistemas
implementados foi conseguida pela intercalagdo, na montagem FIA, de um “eléctrodo-

terra” situado entre a valvula de injecgdo e o primeiro detector.

Em qualquer dos dois casos (SDD e SDDM), foi utilizada uma solugao
transportadora contendo a espécie a que o eléctrodo ¢ sensivel, em concentragao muito
baixa, visando a estabilizagdo da linha de base e fornecendo ao detector um potencial
razoavelmente estavel porque, ao manté-lo continuamente em contacto com o id0
principal, reduzia-se a solubilizagio da membrana sensora. Considerando que a
amplitude do sinal analitico registado pelos detectores, era medida a partir do valor
fixado pela linha de base, era de todo conveniente que esta apresentasse um valor
estavel para que as determinagdes pudessem ser efectuadas correctamente. A auséncia
de ido principal, na solugdo transportadora, para além de provocar instabilidade dos
potenciais da linha de base, também contribuia para um retorno bastante lento do sinal
analitico a esta. Assim, utilizou-se uma solugdo transportadora cuja composi¢do incluia
o ido primario, numa concentragdo semelhante a anteriormente utilizada [21], e igual a
2.0x10™ mol L™, valor este ligeiramente inferior ao valor de limite inferior de resposta
linear registado na maioria dos sistemas anteriormente avaliados [21]. A utilizagdo de
uma solugdo transportadora constituida apenas pelo ido primario e respectivo contra-ido
ndo era, no entanto, suficiente para promover um bom contacto eléctrico entre o
eléctrodo indicador e o de referéncia. Para isso, era necessaria a utilizagdo de um
electrolito de concentragdo relativamente elevada, cuja escolha era feita de forma a que
as espécies que o constituiam interferissem o menos possivel no comportamento do
sistema sensor. Em trabalhos anteriores que visavam avaliar unidades sensoras
semelhantes as aqui descritas [21], os valores obtidos para os coeficientes de
selectividade potenciométricos efectuados quando da avaliagdio de interferentes,
sugeriam a escolha de uma solugdo de nitrato de potdssio em todos os casos, excepto
na avaliagdo dos eléctrodos sensiveis a catido Pb(Il), no qual se usou uma solugéo de
perclorato de sodio. Também na avaliagdo das unidades sensiveis a S”, foi empregue a

solugdo tampdo SAOB.
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3.1 - Montagens de Fluxo incluindo os sistemas de detecgdo de sensibilidade

aumentada sensiveis a Anides

3.1.1 - Optimizagdo do Sistema de Detecgdo Diferencial (SDD)

A optimizagdo deste tipo de sistemas foi efectuada no sentido de permitir obter

dois sinais analiticos perfeitamente diferenciados, do tipo esquematizado na Fig. 1A.

Na optimizagio da montagem FIA com deteccao diferencial, os parametros mais
importantes sdo aqueles que contribuem para a defini¢do de uma adequada separagdo
entre os picos positivo e negativo do sinal analitico, isto €, factores que concorrem para
a defini¢io do tempo necessario para que o segmento de amostra percorra a distancia
entre os dois detectores. Assim, comegou-se por estudar a distancia entre os eléctrodos
tubulares juntamente com a variagdo do volume de injecgdo das solugdes padrdo. Para
isso, fixou-se o caudal da solugio transportadora, no valor de 8,1 mL min”', valor este
anteriormente utilizado na avaliagio das caracteristicas de detectores potenciométricos
de membrana simples relativamente a um eléctrodo de referéncia convencional [21], e
efectuaram-se calibragdes sucessivas para a gama de padrdes de 1,0x10% a 1,0x10™" mol
L. Verificou-se que, para se obterem dois sinais analiticos individualizados, um
crescente e o outro decrescente, com amplitudes semelhantes, era necessario que a
distancia entre as duas unidades tubulares fosse suficiente para permitir que, quando o
trogo de amostra atingisse o segundo detector, ja o primeiro estivesse a registar um
valor de potencial equivalente ao da linha de base (Fig. 1A). Desta forma evitava-se a
sobreposigio dos sinais analiticos (Fig. 1B), com consequente ganho de sensibilidade
analitica. Porém, o aumento do comprimento do reactor, estava igualmente limitado
quer pelo grau de dispersdo da amostra ao nivel do segundo detector, resultando numa
diminuigdo e alargamento do segundo sinal analitico (Fig. 1C), quer pelo decréscimo do
ritmo de amostragem. O objectivo primordial era, portanto, obter um valor de
sensibilidade proximo dos 100% do valor correspondente a soma dos sinais individuais
de cada eléctrodo, preferencialmente sem um significativo comprometimento do ritmo

de amostragem.

ris



Sistemas potenciométricos de sensibilidade aumentada

Inicialmente comegou-se por estudar a distancia entre os dois detectores,
variando-se 0 seu comprimento entre SO e 90 cm, tendo-se obtido sinais analiticos de
baixa amplitude, semelhantes ao representado na Fig. 1B. Com estas dimensdes, o valor
maximo de amplitude de sinal analitico obtido ndo ultrapassava os 80 % do valor
correspondente 4 soma dos sinais individuais. Assim, decidiu-se aumentar essa distancia
estudando-se comprimentos variaveis de 150, 250 e 350 c¢m. Verificou-se que, para
qualquer dos casos, distincias inferiores a 150 cm conduziam a uma sobreposigao dos
sinais, enquanto que valores superiores a 250 cm causavam uma grande dispersao do
sinal analitico ao nivel do segundo detector e, consequentemente, um decréscimo da

sensibilidade obtida.

Para cada valor de distincia entre os detectores, foram estudados diferentes
volumes de injec¢do, com valores de 100, 200 e 500 uL no caso do cloreto, brometo e
iodeto, e 500 e 1000 pL na avaliagdo da resposta a sulfureto (Tabela I).

Para os diferentes tipos de halogenetos a resposta analitica com maior valor de
declive, que permitia obter uma melhor defini¢do do sinal analitico duplo e um maximo
de sensibilidade, foi conseguida usando o volume de injec¢do correspondente a 200 pL

e uma distancia entre os detectores equivalente a 250 cm (Tabela I).

Dado que o caudal tem uma forte influéncia quer na dispersdo sofrida pela
amostra quer no ritmo de amostragem, procedeu-se igualmente a sua optimizagéo,
avaliando-se qual a extensdo da sua influéncia quando o seu valor variava no intervalo
entre 2,0 a 8,1 mL min". Este estudo (Fig. 4) foi feito fixando o comprimento do
reactor e o volume de injec¢do nos valores considerados optimos, e indicados na Tabela
1. Verificou-se que o encurtamento do tempo de passagem da amostra pelo sistema de
deteccdo conduzia a um decréscimo, pouco significativo, da amplitude do sinal analitico
correspondente & resposta a cloreto, brometo e iodeto, mas a uma grande diminuigao do
ritmo de amostragem. Optou-se portanto, nestes trés casos, pelo valor de caudal mais
elevado, ou seja o valor de 8,1 mL min”', responsavel pelo valor de frequéncia de
amostragem mais alto.

Assim, com o estudo de optimizagdo efectuado, verificou-se que a sensibilidade

do SDD para a resposta aos halogenetos era maxima quando a disténcia entre os
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eléctrodos era de cerca de 250 cm e o caudal igual a 8,1 mL min™', para um volume de

injecgdo de 200 pL. Os fiagramas caracteristicos obtidos com os trés tipos de sistemas

de detecg@o encontram-se representados na Fig. 5.

Tabela I. Variacdo do declive da recta de calibragdo (mV década ) com o volume de

injecgio / comprimento do reactor para os sistemas de detecgdo diferencial sensiveis

a halogenetos.

Volume/distancia  Cloreto~ %  Brometo™ % lodeto” %
(uL/cm)
100/150 103,9+12 94 99,8 42,2 90 97,1 +1,3 89
100/250 103,741,293 101,3+2,4 91 99,1422 91
100/350 99.6+1,5 89 99,7 42,9 90 98,8 0,30 91
200/150 106,6 +2,0 96 98,3 +1,7 89 96,1 +2,5 88
200/250 107,7 +1,7 97 102,2+0,90 92 99,1 +0,90 91
200/350 99,2 40,30 89 100,5+28 91 98,8 40,8 9]

- . - I3 . . : ~
Valor médio de um minimo de cinco determinagdes.

"*% do valor da soma dos sinais individuais correspondentes a cada eléctrodo.
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Figura 4 - Variagdo do declive e do ritmo de amostragem com o valor do caudal

Legenda : Sistema de detec¢do sensivel am-CI; @ - Br e o - I. 0 - variagdo do

ritmo de amostragem com o caudal, para os trés halogenetos.
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2

MV

Figura 5 — Registos grificos obtidos com os sistemas de detec¢do diferencial
sensiveis a :
Legenda :
1 — cloreto (4 - 7,5x10°; B~ 1,0x10°7; C— 5,0x107* e D — 1,0610° mol L'');
2 — brometo (4 - 2,0x107: B—5,0c107; C - 1,0x10° mol L) e

3 iodeto (4 - 1,0x107; B - 5,0x10°%; C— 1,0x10° e D — 5,0x10° mol L")
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O sistema de detecgdo diferencial quando sensivel a S* apresentou um
comportamento quimico muito particular, comparativamente com o observado para os
trés halogenetos referidos. Apenas se conseguia obter uma diferenciagio dos sinais
analiticos crescente e decrescente para valores de volume de injecgdo muito elevados e
valores de caudal relativamente baixos, o que podera estar relacionado com uma baixa
velocidade de resposta destes detectores [21]. Além disso, a influéncia do valor de
caudal na amplitude do sinal analitico era notoria, ao contrario do que se tinha
observado no mesmo estudo realizado com sistemas sensiveis a halogenetos. Por esta
razio procedeu-se, tal como nos casos anteriores, a um estudo de avaliagdo dos
pardmetros (caudal, distdncia entre eléctrodos e volume de injecgdo), fixando um e
variando os dois restantes, de forma a estudar as suas influéncias na sensibilidade

obtida.

A distancia entre os detectores foi avaliada para os valores de 150, 250 e 350
cm, os valores de volume de injecgdo foram variados entre 500 e 1000 uL e os caudais
entre 2,0 e 8,0 mL min' (Tabela II). Conforme expresso na Tabela II, para
comprimentos do reactor de 150 cm, independentemente do valor do volume injectado
ou do caudal escolhido, registava-se uma sobreposicdo dos picos ascendente e
descendente, cujo valor de amplitude total correspondia praticamente a resposta
analitica referente a uma s6 membrana (cerca de 50% do valor da soma dos sinais
individuais). O aumento da distincia entre os dois eléctrodos, assim como a diminuigdo
do caudal, conduziam a melhores resultados analiticos.

Os melhores valores de declive da recta de calibragdo obtidos, iguais a 44,6 mV
decada™, foram encontrados para volumes de injec¢do de amostra de 1000 pL, para
uma distancia entre os dois eléctrodos de cerca de 350 cm e um caudal da solugdo
transportadora de 2,0 mL min™', conforme se representa na Tabela II. Na utilizagdo de
distancias entre os eléctrodos superiores a 350 ¢cm, a dispersdo da amostra tornava-se
muito significativa sem que a isso correspondesse um ganho na amplitude do sinal. Por
outro lado, caudais inferiores a 2,0 mL min"', provocavam um abaixamento também
muito significativo do ritmo de amostragem sem que se traduzisse num ganho efectivo
de sensibilidade.

Na Fig. 6 representa-se um fiagrama caracteristico obtido com este sistema.
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Tabela II. Variacdo do declive da recta de calibragdo (mV década ) com o volume
de injeccdo, comprimento do reactor e caudal da solugdo transportadora, para os

eléctrodos sensiveis a 8 quando inseridos no sistema de deteccdo diferencial.

Volume/dist/caudal Sulfureto’ % Volume/dist/caudal Sulfureto o
(uL/cm/mL min”) (uL/cm/mL min”)

500/150/5,5 243 2132 50 1000/150/5,5 24,6 +1,1 51
500/150/4,0 26,9 +1,2 56  1000/150/4,0 222 1.3 57
500/150/2,0 28,2 £1,5 59  1000/150/2,0 28,5 +1,2 59
500/250/8,0 224 £1,5 47  1000/250/8,0 22,3+1,9 46
500/250/5,5 29,9420 63  1000/250/5,5 31,4 +1,2 65
500/250/4,0 31,9 £1,7 66  1000/250/4,0 336412 70
500/250/2,0 38,240,90 79 1000/250/2,0 43,8 +1,2 91
500/350/5,5 35,4 £1,2 74 1000/350/5,5 36,6 +1,6 76
500/350/4,0 359+16 75 1000/350/4,0 37,6 2,2 78
500/350/2,0 37,6 £1,9 78  1000/350/2,0 44,6 +2,1 92

-
Valor médio de cinco determinagées.

"% do valor da soma dos sinais individuais correspondentes a cada eléctrodo.
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MV

Figura 6 — Registo grdfico obtido com o sistema diferencial sensivel a sulfureto

Legenda : A 50x10°: B 1,0x107: C  1.0x10°e D 5,0¢10° mol L.
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3.1.2 - Optimizacdo do Sistema de Detecgdo com Eléctrodos de Dupla
Membrana (tipo “soma” - SDDM)

Na optimizagio da montagem FIA no sistema tipo “soma”, utilizando eléctrodos
com dupla membrana, os pardmetros que mais contribuem para a alteragdo das
caracteristicas de sensibilidade do sistema sdo o volume injectado e o valor de caudal da
solugdo transportadora, ja que o sistema de fluxo pelo qual se optou para a sua
avaliagdo era de baixa dispersio, com uma distdncia entre a valvula de injecc¢do e o

detector reduzida e fixa.

Para se avaliar a influéncias destes dois pardmetros na amplitude do sinal
transiente dos sistemas sensiveis a cloreto, brometo e iodeto, fez-se variar o volume de
injecgdo para valores entre 100 e 500 pL, realizando calibrages sucessivas com
solugdes padrio do ido principal no intervalo de concentragdes de 1x10™ — 1x10™" mol
L' Procedeu-se também ao estudo da variacdo dos caudais para valores entre 4,0 e 8,1
mL min™,

Os resultados obtidos encontram-se expressos na Tabela III. Verificou-se que a
influéncia destes pardmetros no declive das rectas de calibragdo respectivas ndo tinha
grande significado, sendo aquele pouco afectado. Verificou-se nos trés casos (cloreto,
brometo e iodeto) que, para volumes de injec¢io de 100 plL ocorria um ligeiro
acréscimo de sensibilidade com a diminuigdo do caudal, enquanto que para o volume de
200 pL se verificava um ligeiro decréscimo da sensibilidade com a diminui¢do do valor
do caudal. A utilizagdo de volumes de injecgdo superiores a 200 pL. ndo trazia qualquer
vantagem em relagio quer a sensibilidade analitica obtida quer a frequéncia de
amostragem. O ritmo de amostragem obtido aumentava, em todos os casos, com a
diminui¢do do volume de injec¢ido e com o aumento do caudal da solugdo
transportadora. Por estas razdes optou-se, nos trés casos, pelos sistemas de fluxo no
qual se injectava um volume de 200 pL. de amostra a um caudal de 8,1 mL min”. Na

Fig. 7 exemplificam-se os registos obtidos com estes sistemas.
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Figura 7 — Registos grdficos obtidos com os sistemas de detecg¢do tipo soma sensiveis
a:
Legenda :
1 —cloreto (4 50x10°; B 5.0x107; C - 1.0x107 e D - 5,0x10° mol L")
2 brometo (4 - 1,00107; B—7,5¢107; C - 1,0x107 mol L) e

3 —iodeto (A - 1,0x107; B 5,0x107; C - 1,0x10%° e D - 5,0x10° mol L")
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Tabela III. Variagdo do declive da recta de calibragdo (mV década™) e ritmo de
amostragem (amostras h’') com o volume de injecgdo e caudal para os sistemas de

detecgdo de dupla membrana sensiveis a halogenetos

Vol/distancia Cloreto’ Brometo lodeto’

(ul/ml, min™) Declive R. amostr. Declive R. amostr. Declive R. amostr.
100/8,1 11394010 200250 1057+020 200-250 107.7+030 200-250
100/6,0 114,5 +0,80  150-240 106,9 +0,10 150-240 109,8 +0,10 140-230
100/4,0 114,1 £0,70  100-200 109,3 £0,90 100-200 108,8 +0.40 100-200
200/8,1 115,3 +0,80 200-250 110,1 £1,0 200-250 1124 +0,90 200-250
200/60  113,8+0,90 140-225 109,6+0.40 125-225 110,0422 125-225
200/4.0 114,7 +1.3 90-175 110,2 +£1,1 85-175 1104 £2.1 85-170
500/8,1 114,0 0,10  150-220 110,1 £1,1 150-220 109,5 +1,3 140-220
50060  113,94030 110-180 109.8+0,50 110-180 10774030 110-175
500/4,0 114,1 £0,10 75-150 111,0+0,30 70-150  108,7 +0,10 65-140

-
Valores médios de um minimo de cinco determinacdes com duas unidades duplas distintas.

Mais uma vez a resposta do sistema de detecgdo de duas membranas sensivel ao
anido sulfureto mostrou-se singular. Assim, para este anido, foram testados volumes de
injec¢do de 200, 500 e 1000 pL (Tabela 1V), dado que as respostas analiticas obtidas
para volumes inferiores a 200 pL ndo eram de todo satisfatorias em relagdo aos valores
de sensibilidade obtidos (inferiores a 40 mV década™) e caudais variaveis entre 2,5 e 8,0

- ]
mL min—.

Neste caso notava-se uma grande dependéncia dos resultados com as condi¢des
experimentais utilizadas, sendo a amplitude da variagdo dos valores de declive obtidos
muita elevada. Um aumento do volume de injec¢do no intervalo de 200 a 500 plL,

associado a uma diminui¢do do caudal entre 8,0 e 2,5 mL min" conduziam a um
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acentuado acréscimo da sensibilidade analitica. Contudo, para um volume de 1000 pL,

a diminui¢do do caudal trazia poucas melhorias nesse mesmo parametro.

Tabela IV. Variacdo dos valores de declive (mV década’) e ritmos de amostragem

(amostras k™) dos sistemas de deteccdo de dupla membrana sensiveis a anido

sulfureto, com o volume de injec¢do e caudal.

Volume/caudal Sulfureto’

(ul/mL min™) Declive R. Amostr.
200/8,0 49,1 +0,70 90-140
200/4,0 51,9 +0,30 65-105
200/2,5 57,9438 25-50
500/8,0 60,1 +0,80 80-120
500/4,0 59,4 +5,2 70-85
500/2,5 63,5 40,30 25-40
1000/8,0 60,8 +4.6 65-85
1000/4,0 61,1 448 40-60

*
Valores médios de cinco determinagbes com duas

distintas

unidades de dupla membrana

Tal como acontecia com o correspondente SDD, as melhores condigdes de

sensibilidade analitica no sistema sensivel a sulfureto foram encontradas para valores de

injec¢do elevados e grande tempo de residéncia da amostra no sistema, ou seja um

volume de 500 pL e um caudal de 2,5 mL min"'. A Gnica razdo que se encontrou para

justificar esta variabilidade de resposta, relativamente ao comportamento dos

halogenetos estudados, tem a ver com a baixa velocidade de resposta das membranas

sensoras sensiveis a sulfureto [21], exigindo um maior tempo de contacto do segmento
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de amostra com o sensor. Encontra-se representado na Fig. 8 um registo grafico obtido

com este sistema.

Figura 8 — Registo grdfico obtido com o sistema tipo soma sensivel a sulfureto

Legenda : 4 - 2,0x10°; B 5,0x107: C - 1,ox107 e D~ 1,0x107 mol L™,

Escolhidas as condigdes de fluxo Optimas para trabalhar com os sistemas de
detecgdo implementados, procedeu-se a avaliagdo das suas caracteristicas de resposta,
por injec¢do sucessiva de solugdes padrao de ido primario com diferentes concentragdes
e forca ionica ajustada. Efectuou-se igualmente o tragado das curvas de calibragdo
correspondentes, deduzindo-se, a partir delas, os pardmetros de resposta,
nomeadamente, o declive da recta de calibragdo, a repetitibilidade dos sinais analiticos,
o limite inferior de resposta linear (LIRL), a estabilidade, assim como a frequéncia de

amostragem.
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3.1.3 - Estudo das caracteristicas operacionais dos sistemas SDD e

SDDM sensiveis a anides

a) Parimetros de calibragdo

O limite inferior de resposta linear (LIRL) é um pardmetro de calibragdo
dependente de varios factores, quer experimentais (interferéncias das impurezas dos
reagentes utilizados, qualidade da agua utilizada na preparagio das solugdes e
quantidade de oxigénio nela presente, estado da membrana sensora, etc) quer
intrinsecos a propria membrana. Esta caracteristica dependendo fundamentalmente da
solubilidade intrinseca do sensor, o que se prende com o valor de K, do sal constituinte
da membrana sensora. Néo €, portanto, surpreendente que os valores obtidos, para este
parametro, nos sistemas de sensibilidade aumentada n3o sofram alteragdo relativamente
aos assinalados anteriormente na literatura para unidades do mesmo tipo [21], pelo
simples facto dos novos sistemas de detecgdo incluirem mais do que uma membrana ou
uma diferente configurag@o. Neste estudo, este parametro foi avaliado recorrendo-se ao
procedimento referido no Capitulo II, efectuando-se ensaios em triplicado e utilizando
dois pares de unidades tubulares distintas, para o SDD, e dois detectores também
diferentes para o SDDM. ;

Assim, observando-se os valores apresentados na Tabela V da-se conta que eles
sao semelhantes aos descritos para as mesmas unidades, construidas com um membrana
e avaliadas conjuntamente com um eléctrodo de referéncia convencional [21]. A unica
excepegdo observada foi para o anido sulfureto, para o qual foram obtidos, com os dois

sistemas implementados, LIRL com valores inferiores (Tabela V).

Dos estudos de calibra¢do efectuados, verificou-se, como se mostra na Tabela
V, uma melhoria muito significativa dos declives das rectas de calibra¢io obtidos com
os dois sistemas de detec¢do implementados, relativamente aos descritos anteriormente

[21]. Nos sistemas de detecgdo diferencial obtiveram-se os valores de 107,7, 102,4;
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99.1 e 44,6 mV década’ referentes aos anides cloreto, brometo, iodeto e sulfureto,
respectivamente. Nestes sistemas ndo ocorre uma duplicagdo dos valores de
sensibilidade, relativamente as correspondentes unidades de membrana simples [21],
dado que a dispersdo sofrida pelo segmento de amostra quando atinge o segundo
detector é obrigatoriamente superior a dispersdo ao nivel do primeiro detector, pelo que
o segundo sinal registado é sempre de menor amplitude. No entanto os valores
encontrados sdo, em qualquer dos quatro casos, sempre superiores a 90 % do valor
correspondente 4 soma dos declives individuais relativos a cada um dos eléctrodos
utilizados. Deve-se destacar ainda o facto de ocorrer um decréscimo dos valores de
sensibilidade obtidos, para os sistemas sensiveis a cloreto, brometo e iodeto pela ordem
indicada, seguindo a tendéncia ja observada nos detectores de membrana simples

correspondentes [21].

Nos ensaios realizados com sistemas de detecgdo utilizando detectores de dupla
membrana (SDDM) obtiveram-se valores de declive de 115,3; 110,1; 1124 ¢ 63,5 mV
decada’, para os ides cloreto, brometo, iodeto e sulfureto, respectivamente.

A sensibilidade obtida com os sistemas de detecgdo tipo “soma” foi, em todos os
casos, superior a registada com as montagens diferenciais, havendo uma quase
duplicagio relativamente aos valores anteriormente encontrados [21]. Esta ocorréncia
deve-se fundamentalmente ao facto de, nos sistemas SDDM, as membranas sensoras
distarem de apenas 3 mm, estando por isso ambas em contacto com o segmento de
amostra com o mesmo grau de dispersdo, e consequentemente originarem amplitudes

do sinal analitico idénticas.
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Tabela V. Caracteristicas operacionais de funcionamento dos sistemas de detec¢do
de sensibilidade aumentada sensiveis a anides e os respectivos eléctrodos de
membrana simples quando avaliados conjuntamente com um eléctrodo de

referéncia convencional [21].

Sistema Declive LIRL Patamar pH Ritmo Repetitibil. Estabil.

Detecgdo (mVdec)  (molL’)  (X=Ix1'mol L") amostr. mv) (mV dia”)

(amostras 'y

Cloreto
SDD 107,7 2,0-9,0 120-150 +0,5 +1,5
SDDM 1153 5x10°  2,1-12,0 200-250 +0.6 +1,0
DMS 56,1 2.2-9.8 200-340 +0,2 +0,5
Brometo
SDD 102,4  1x107 5,5-8,0 120-150 +0,5 +1,5
SDDM 110,1  1x10°  2,1-11,5 200-250 +0.6 +1,0
DMS 56,0  5x10°  22-11,0 210-360 +0.2 +0,5
Todeto
SDD 99,1 5,0-9,0 120-150 +0,5 +1,5
SDDM 112,4  2x10°  3,0-12,0 200-250 +0.6 +1,0
DMS 543 35110 210-340 +0.2 +0.8
Sulfureto
SDD 44.6 5%x10° 20-35 +0,8 +1,5
SDDM 63,5 5x107 25-40 +0,8 +1,0
DMS 28,0 1x10” 80-100 +0,4 +1.0

SDD - sistema de detecgdo diferencial.
SDDA{ - sistema de detecgdo dupla membrana.
DMS - detectores membrana simples {21 ]
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b) Ritmo de amostragem, estabilidade e repetitibilidade

O ritmo de amostragem depende, ndo so dos pardmetros de optimiza¢do do
sistema de fluxo (caudal da solugdo transportadora, comprimento dos tubos de ligagao
entre os diferentes elementos do sistema ou volume de injec¢do da amostra) como

também da velocidade de resposta do proprio eléctrodo.

Como seria de esperar o ritmo de amostragem registado nos sistemas
diferenciais ¢ menor do que aquele encontrado nos sistemas constituidos por um so
detector, passando de cerca de 200-300 para 120-150 amostras h"' no caso dos
halogenetos, e de 80-100 para 20-35 amostras h na resposta a anifio sulfureto. Este
facto ¢ facilmente justificado uma vez que o sinal analitico obtido corresponde a soma
da resposta dada por cada um dos eléctrodos constituinte do SDD, que se encontram a
uma distancia significativa um do outro (250/350 cm), pelo que o intervalo de tempo
minimo que decorre entre duas determinagdes consecutivas, sem que 0corTa

sobreposigdo de sinal, € obrigatoriamente superior.

Nos sistemas SDDM (Tabela V) o ritmo de amostragem observado era, por um
lado, superior ao registado para o correspondente sistema SDD, mas por outro,
ligeiramente inferior aos valores encontrados para os sistemas de um sé detector,
passando, nesse caso de cerca de 200-300 amostras h™' para 200-250 amostras h', para
os halogenetos, e de 80-100 para 20-40 amostras h™', na resposta ao anido sulfureto.
Esta diminui¢do, embora ligeira nos trés primeiros casos, prende-se igualmente com o
facto de o sinal analitico ser resultante da soma dos sinais individuais de cada uma das

membranas sensoras.

Avaliou-se igualmente a estabilidade dos potenciais ao longo de um dia de
trabalho, efectuando-se calibragdes sucessivas por um periodo de cerca de 8 h, tendo-se
encontrado variagdes de potencial inferiores a = 1,5 mV e £ 1,0 mV, para SDD e
SDDM, respectivamente. Em qualquer dos casos os valores de estabilidade dos
potenciais ao longo de um dia de trabalho, foram superiores aqueles que eram indicados

em [21], como se demonstra na Tabela V. Este facto pode ser justificado quer nos
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sistemas SDD quer nos sistemas SDDM, pelo sinal analitico estar dependente das
variagdes individuais de cada detector, e apesar dos detectores terem caracteristicas
operacionais semelhantes, poderem apresentar desvios de potencial distintos, quer em

amplitude quer em sinal.

Os ensaios de repetitibilidade foram efectuados para trés solugdes padrio de ido
primario de concentragdes 1.0x10*, 50x10™ e 1,0x10° mol L7, segundo o
procedimento descrito no Cap. II. Para os eléctrodos sensiveis a cloreto, brometo e
iodeto verificaram-se desvios padrio relativos da amplitude do sinal analitico de cerca
de = 0,5 mV no caso dos sistemas SDD, e de + 0,6 mV nos sistemas SDDM. Para o
anido S” foram obtidas variagdes de + 0,8 mV nos dois tipos de sistemas.

Nio existem diferengas significativas em relagdo a este parametro, quer se trate
de um sistema diferencial quer SDDM. As ligeiras diferencas encontradas devem-se
fundamentalmente 4 menor imprecisio cometida na medida da diferenga de altura
correspondentes aos valores maximos dos picos ascendente e descendente de um sinal,
tipo o representado na Fig. 1 (SDD), do que a cometida na avaliagdo da altura de um
sinal analitico desde o seu maximo até a linha de base (SDDM),

Quando comparamos os resultados referentes aos dois sistemas de detecgdo
desenvolvidos com aqueles ja anteriormente indicados na literatura [21], verifica-se uma
ligeira diminuigdo da repetitibilidade e estabilidade, explicada também pelas razdes ja

anteriormente apontadas.

Os valores de repetitibilidade e estabilidade mantém-se por largos periodos de
tempo, no caso dos sistemas de detecgdo sensiveis a cloreto e brometo, ndo havendo
portanto necessidade de recorrer ao polimento frequente das unidades sensoras que o
constituem. Para os sistemas de detec¢io sensiveis a iodeto e a sulfureto, so era
conseguida uma boa estabilidade analitica, desde que se efectuassem polimentos diarios
e, no caso particular do sulfureto, se se realizassem periodos de condicionamento

superiores a dois dias.

Os valores das caracteristicas obtidas com os dois tipos de sistemas de detecgdo

estudados eram, em tudo, genericamente semelhantes aos encontrados para as
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correspondentes unidades constituidos por membranas do mesmo tipo [21], excepto no
que se refere a sensibilidade analitica. Contudo, na literatura sdo por vezes apontadas
melhorias na resposta analitica de células ligadas em série [2-4] ou mesmo no sistema
diferencial [14, 15, 20], sobretudo no que diz respeito aos valores de desvio padrao
relativo da amplitude dos sinais analiticos. Esta melhoria é justificada [14, 15, 20]
devido a um menor erro na leitura dos dois valores extremos do sinal (maximo e
minimo do sinal analitico ascendente e descendente) relativamente ao que aconteceria
na medi¢io de um sinal com uma linha de base com ruido ou deslizamento, o que é
facilmente compreensivel em detectores com deficiente reprodutibilidade ou grandes
deslizamentos de potencial. Os resultados obtidos nos casos por nos estudados sao no
entanto justificaveis, dado que as unidades com que se trabalhou apresentam por si 8O
optimas caracteristicas de reprodutibilidade e estabilidade [21], pelo que ndo era
previsivel melhorias destes pardmetros decorrentes da associagio de eléctrodos em série

ou da soma de potenciais referentes a eléctrodos de dupla membrana.

c¢) Avaliagdo da influéncia do pH

O tragado do diagrama de Reilley (variagdio de E em fungdo do pH) foi
efectuado por injecgdo sucessiva de uma solugdo de concentragdo constante em ido
primario (1,0x10” mol L"), com forga ionica fixada em 0,2 mol L' com KNO; e
HNOs. O pH inicial da solugdo era proximo de 2, e a sua variagdo era provocada por
adi¢do de pequenos volumes de uma solugdo saturada de NaOH. Estes ensaios foram
efectuados em triplicado, utilizando-se dois pares de unidades tubulares distintas, e com
um sistema semelhante ao representado na Fig. 13 do Cap. II. Procedia-se ao calculo da
diferenca de potencial correspondente ao maximo e minimo de cada pico e
representava-se graficamente essa variagdo em fungdo do pH da solugéo injectada.

Na utilizagdo de um detector potenciométrico seria desejavel que variagdes de
pH ndo alterassem o valor do respectivo potencial, num intervalo o mais amplo
possivel, quando em contacto com uma solugdo de ido primario de concentragdo

constante. Este aspecto evitaria, em algumas situagdes, ter que recorrer ao uso de

I 33



Sistemas potenciométricos de sensibilidade aumentada

sistemas tampdo. Contudo, na pratica isso ndo acontece, sendo o patamar de pH
operacional, uma caracteristica intrinseca da propria membrana, que deve ser conhecida
e definida, de forma a ser possivel ajustar as condi¢des experimentais de utilizagdo dos
detectores as suas caracteristicas de funcionamento. Por isso, procedeu-se a avaliagdo
do efeito dos ides H e OH na resposta dos sistemas de detec¢do sensiveis a
halogenetos, determinando-se o patamar operacional de pH no qual o valor do sinal
analitico dos detectores praticamente ndo variava com a alteragdo do valor de pH das
solugdes injectadas. Para o efeito utilizou-se a montagem anteriormente esquematizada

e recorreu-se as condigdes experimentais previamente definidas.

Observando-se os valores representados na Tabela V, no sistema SDD sensivel a
cloreto concluiu-se que ndo havia alteragdo significativa do valor de potencial de
resposta ao respectivo ido primario (Fig. 9) quando o pH variava entre 2,0 e 9,0,
intervalo semelhante ao descrito anteriormente [21] para unidades do mesmo tipo
avaliadas em sistemas FIA de baixa dispersdo com eléctrodo de referéncia convencional.
O abaixamento de potencial verificado para valores de pH inferiores a 2 podera ser
atribuivel a um ataque das membranas pelo catido hidrogénio [1] enquanto que a
diminui¢do de potencial que ocorre para valores de pH superiores a 9 poder-se-a dever
a reacc¢do entre o AgCl e o OH', com consequente libertagdo de Cl para a solugéo.

Para os sistemas SDD sensiveis a brometo e iodeto, € em situagdo de
comparagdo com o descrito [21], verificou-se, ao contrario do cloreto, um
encurtamento muito significativo do patamar de pH operacional, quer na zona acida
quer na alcalina.

Ao contrario do que acontecia nos sistemas SDD, nos sistemas de fluxo
incorporando detectores com dupla membrana, observou-se, para qualquer dos trés
tipos de anides estudados, um ligeiro aumento do patamar operacional relativamente
aos valores descritos em [21], particularmente na zona alcalina (Tabela V). Assim, para
os detectores sensiveis a cloreto e brometo (Fig. 10) obteve-se um intervalo de cerca

de 2,1-12,0 unidades, e para o sistema sensivel a I um intervalo de 3,0-12,0 unidades.
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1.6
1,9
2,1
24
29
35
4,1
4,7
5.3
5.7
6,1
7.2
8.6
9.1
9.8
11.5
11,9

Figura 9 — Registo grdfico de um diagrama de Reilley obtido com o sistema
diferencial sensivel a cloreto

Legenda : padrdo de CI de concentragdo 1,0x1 07 mol L
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Figura 10 — Registo grdfico de um diagrama de Reilley obtido com o sistema tipo
soma sensivel a brometo

Legenda : solugdo padrdo de Br™ de concentragdo 1,0x1 07 mol L.
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: el . a 3 )
Nos ensaios de avaliagio dos sistemas sensiveis a S°, para garantir que a
totalidade do sulfureto se encontrasse na forma de anido sulfureto livre, de acordo com

os seguintes equilibrios quimicos:
H,S «—> H +HS Ka, = 107

HS <«— H +§" Ka,= 10"

teve que se usar um valor de pH proximo de 13, ajustado com uma solugdo tampdo de
SAOB. Assim ndo faria sentido estudar o efeito da influéncia deste parametro na
amplitude de resposta dos sistemas de deteccio sensiveis a S”, pois para valores de pH
inferiores a 13 unidades as espécies quimicas presentes em solu¢do seriam outras que

" 2 3
nido o S livre.

d) Coeficientes de selectividade potenciométricos

De acordo com a equagio de Nernst- Nikolsky modificada, os detectores
potenciométricos ndo sdo especificos para um determinado ido, sendo de esperar
interferéncias na sua membrana sensora em solugio quando estiverem presentes, além
do ido primario, outras espécies que interactuem com O respectivo sensor.

No caso dos eléctrodos sensiveis a halogenetos as interferéncias cationicas sdo
raras, excepto no que diz respeito ao catido Hg(II), porque forma rapidamente um filme
de HgS a superficie do eléctrodo, destruindo a sua capacidade de resposta [1]. Pelo
contrario as interferéncia de anides sio mais comuns, desde que essas espécies formem
sais insoluveis com o catido prata (I).

Apesar de ndo ser previsivel a ocorréncia de alteragdes dos valores de K™
relativamente aos anteriormente determinados [21], ja que eles dependem
fundamentalmente das caracteristicas da membrana, foram, no entanto, feitos ensaios de

avaliacdo dos coeficientes de selectividade potenciométricos (KP™) para os diferentes
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sistemas de detecgdo sensiveis aos anides cloreto, brometo ¢ iodeto para se confirmar se
a variagdo da configuragio poderia provocar alteragdes na resposta dos sistemas de
deteccao.

Os valores de K™ foram determinados em condigbes experimentais que se
assemelham ao método das solugdes misturadas, com forga ionica ajustada, mantendo-
se constante a concentragdo de iio primario e variando-se a concentragdo do
interferente, de acordo com o procedimento descrito no Cap. II. Assim, os ensaios
realizados em triplicado, com dois pares de unidades tubulares, forneceram resultados

cujos valores se representam na Tabela VI.

Os resultados obtidos assemelham-se aos descritos para os sistemas com
detectores de membrana simples [21] e aproximam-se nalguns dos casos dos valores
tedricos previsiveis a partir da razdo dos produtos de solubilidade dos halogenetos de
prata respectivos [28]. Tal como anteriormente se observou [21], também aqui, na
avaliagio da interferéncia dos ides brometo e iodeto na resposta dos detectores
sensiveis a cloreto e na interferéncia do ido iodeto na resposta aos sistemas de detecgao
sensiveis a brometo, verificou-se que os valores de K™ obtidos desviavam-se para
valores muito inferiores aos teoricos. Isto acontece, quer para 0 SDD quer para o
SDDM., nos casos em que o valor da constante de solubilidade (K;) do halogeneto de
prata do ido interferente é menor que o do ido primario presente na mistura sensora.
Este facto esta de acordo com as observagdes de Klasens [29] quando da avaliagdo da
interferéncia do anio iodeto em relagio a um eléctrodo sensivel a cloreto. Nesta,
constatou-se ocorrer dissolugdo de AgCl da membrana e reacgdo do I' com o Ag’
libertado. Os resultados obtidos neste caso so6 coincidiiam com os previsiveis
teoricamente, se a membrana sensora ficasse totalmente recoberta pelo precipitado do
ido interferente e se se mantivesse em equilibrio com a concentragdo deste em solugéo,

o que na pratica, muito dificilmente se verifica.

Dos resultados obtidos, constata-se que, quer no SDD quer no SDDM, o T €
um potencial interferente dos sistemas de detecgdo sensiveis a cloreto e brometo,

enquanto que os anides cloreto e brometo so interferem significativamente na resposta
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. . - -~ a . 3
dos detectores sensiveis a iodeto, quando a sua concentragdo em solugdo ¢ 10* ou 10°

vezes superior & concentragio de iodeto, respectivamente.

Quanto aos resultados obtidos com os dois tipos de montagem, SDD e SDDM,
pode-se concluir que, de acordo com o esperado, ndo ocorrem diferengas analiticas

significativas relativamente a avaliagdo deste parametro.

Em qualquer dos sistemas implementados destaca-se o facto de as membranas
dos detectores constituintes poderem ser facilmente recuperadas, por polimento com
6xido de aluminio, por eliminagdo da camada exterior do sensor, apos utilizagdo em
solugdes contendo qualquer dos interferentes anionicos indicados. Nesta situagdo, a
exposi¢io de uma zona interior da membrana, nao contaminada pelos depdsitos
precipitados a superficie, permite uma reutilizagio dos sistemas de detecgdo em

condi¢des adequadas.

Dos resultados de avaliagio registados para os dois sistemas de detecgdo
desenvolvidos, sensiveis a anides, verificou-se, como era de esperar, ndo existirem
diferencas significativas nas suas caracteristicas de resposta, excepto no que se refere a
sensibilidade da medida potenciométrica. Esta era para o SDDM, mais elevada que a
obtida com o SDD dado que neste ultimo caso era impossivel evitar uma maior
dispersdo da amostra ao nivel do segundo detector e, consequentemente, uma menor

amplitude do sinal analitico referente a esse detector.
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Tabela VI. Coeficientes de selectividade potenciométricos K dos sistemas de

detecgiio de sensibilidade aumentada sensiveis a anides.

Tipo eléctrodo tulepferentes(y)

ido primdrio (x) Cloreto’ Brometo lodeto’
Cloreto

SDD 0,9 0,8
SDDM 1,3 o
DMS 4 5
Tecrico™ 3,4x10° 2,1x10°
Brometo

SDD 1,0x107 2
SDDM 2,2x107 0,8
DMS 2,0x107 2
Teorico™ 3,0x107 6,4x10°
lodeto

SDD 1,0x10™* 1,0x107

SDDM < 1,0x10™ 1,0x10™

DMS <1,0x10* 1,0x10°

Teorico™ 4,0x107 1,6x10™

SDD - sistema de detecgdo diferencial.

SDDAM - sistema de detecgdo de dupla membrana.

DMS - detectores membrana simples.

“Valor médio de 3 determinagdes efectuadas com 2 pares de detectores distintos.

** Valor tedrico calculado a partir de relagdo K, (AgX)/Kps (4 g¥), ref [28]
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3.2 - Montagens de fluxo incluindo os sistemas de detec¢do de sensibilidade

aumentada sensiveis a Catioes

3.2.1 - Optimizagio do Sistema de Detecgio Diferencial (SDD)

Tal como no caso dos sistemas diferenciais sensiveis a anides, na optimizagao
das montagens FIA com detec¢do diferencial para catides teve-se em conta 0S
pardmetros ja referidos em 3././ ou seja, a distancia entre os eléctrodos tubulares e o
volume de injecgio das solugdes padrdo, e a sua influéncia na amplitude do sinal
transiente. Para isso fixou-se o caudal da solug¢do transportadora, em 8,1 mL min”’,
pelas razdes anteriormente citadas, e procedeu-se a calibragdes sucessivas na zona de
resposta linear dos eléctrodos.

Também aqui se pretendia obter dois sinais analiticos individualizados, um
crescente e o outro decrescente, com amplitudes o mais proximas possivel, de forma a

obter-se o maximo de sensibilidade analitica.

Foram estudadas distancias variaveis entre 150 e 350 cm venficando-se que,
para qualquer dos casos, comprimentos inferiores a 150 cm conduziam a uma
sobreposigdo dos sinais, enquanto que valores superiores a 350 cm, causavam uma
grande dispersio da amostra ao nivel do segundo detector com um decréscimo da
sensibilidade analitica. O aumento maximo de sensibilidade foi registado para os
sistemas sensiveis a cobre e prata, para uma distidncia entre os eléctrodos de 350 cm ,
enquanto que para os sistemas sensiveis a cadmio, o valor méximo de declive era obtido
com uma distancia de 250 cm entre os detectores.

Para cada distancia entre os detectores, foram testados volumes de injecgdo de
100, 200 e 500 pL. Verificou-se que o maior valor de declive, que concorria para a
obtencdo de uma melhor defini¢do do sinal analitico, era conseguido quando o volume
de solugdo injectada era de 200 pL e a uma distancia entre os detectores equivalente a
350 cm para o catiio cobre (II) e prata (I) e 250 cm para o cadmio, como se indica na

Tabela VII. Os respectivos fiagramas estdo esquematizados na Fig. 11.

141



Sistemas potenciométricos de sensibilidade aumentada

Tabela VII. Variagdo do declive da recta de calibragio (mV década ') com o volume
de injeccdo / comprimento do reactor para os sistemas de detec¢do diferencial

sensiveis a catides.

Volume/distdncia Cobre’ % Cadnio’ % Prata’ %
(ul/cm)
100/150 41,4 +0,90 74 424 +0,50 82 88,5 42,0 i

100/250 42,3 +0,60 76 4794050 93 9454030 83
100/350 497 40,30 89 4694050 91 9324070 82

200/150 46,3 0,30 83 3614030 70 88,1421 77
200/250 48,2 +1,5 86  47,5+1,8 92 1005+24 88
200/350 51,5 +0,90 92 4464050 87  102,8+0,60 90
500/150 47,7+1,3 85 4034090 78 879+13 77
500/250 48,1+1,6 86  45,5+14 88  89,7+l,1 79
500/350 49,9419 89 47,1434 91 953 +21 83

*
Valores médios de um minime de cinco determinagdes obtidos com dois pares de detectores.

ik
9% do valor da soma dos sinais individuais correspondentes a cada eléctrodo.
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i

4,}._ P . ,

Figura 11 — Registos grificos obtidos com os sistemas de detecgdo diferencial
sensiveis a :
Legenda :
[ — prata (I) (A 7.5x10°%; B~ 1,0x10°; C~ 5,0x10° ¢ D 1,0x10° mol 17
2 cobre (I) (A 1,0x107; B—5,0x107; C - 5,0x10° e D - 1,0x10° mol L") €
3 — cadmio (I1) (4 - 1,0x107; B 5,0x107% C — 1,0c10° ; D~ 1,0x107 mol L)
4 - chumbo (11)
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Fixando-se a distincia entre os eléctrodos e o valor de volume injectado, fez-se
alterar o caudal de transporte das solugdes entre 2,0 a 8,1 mL min”', registando-se a sua
influéncia no grau de dispersdo da amostra e no ritmo de amostragem (Fig. 12).
Verificou-se que o aumento do caudal da solugdo transportadora conduzia a um
decréscimo, pouco significativo, da amplitude do sinal analitico referente aos trés
catides analisados. Assim, optou-se pelo valor de caudal mais elevado, de 8,1 mL min’,

que proporcionava os mais elevados ritmos de amostragem.
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Figura 12 - Variagdo do declive e do ritmo de amostragem com o caudal
Legenda : Sistema de detec¢do sensivel am - Cu'';e- Cd eo -Ag”.
Variagdo do ritmo de amostragem para os sistemas de

detecgdo sensiveisan- Cu’ e Ag' e - Cd’™".

Quando se inseriam dois detectores potenciométricos sensiveis a Pb (II) em
linha, registava-se uma linha de base muito instavel e com grande deslizamento de

potenciais, que inviabilizava a caracterizagio analitica do sistema implementado (Fig. 11
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(4)). As dificuldades encontradas devem-se a um dos inconvenientes conhecidos da
utilizagdo de eléctrodos sensiveis a Pb (II) que se prende com a instabilidade do seu
valor de E’, que é normalmente atribuida a fenomenos de oxidagdo na superficie do
material sensor [30]. Este problema é obviamente agravado pela utilizagdo de dois
detectores distintos, e portanto com variagdes do valor de E® diferentes, conduzindo a
resultados insatisfatoriamente imprecisos. Com estes detectores, ndo se conseguia pois
obter uma linha de base estavel, mesmo quando se aumentava a concentra¢do de ifo
primario na solugdo transportadora, pelo que se concluiu da impossibilidade de
aplicacdo destes detectores em sistemas diferenciais. Além disso, nas etapas de
construgdo destes detectores registaram-se inimeras dificuldades na fase de prensagem,
ja anteriormente referidas por Rechnitz [31], com o aparecimento de fracturas paralelas
a superficie da membrana, devido a fraca compressibilidade do PbS, o que dificultava

ainda mais a obteng@o de unidades deste tipo.

3.2.2 - Optimizacdo do Sistema de detec¢do de dupla membrana
(SDDM)

Na optimizagio da montagem FIA com detec¢do utilizando eléctrodos com
dupla membrana sensiveis a catido, comegou-se por estudar também a influéncia do
volume de injec¢do e do caudal da solugdo transportadora na amplitude do sinal
transiente. Para isso fez-se variar o volume de injecgdo entre valores de 100 e 500 pL,
realizando calibragdes sucessivas com solugdes padrio do ido principal na zona de
resposta linear dos eléctrodos. Procedeu-se também ao estudo da influéncia no registo
analitico, da varia¢do dos caudais, para valores entre 4,0 e 8,0 mL min™".

Surpreendentemente, na avaliagdo do SDDM sensivel a Pb (1) registou-se uma
resposta analitica suficientemente estavel e reprodutivel, que permitiu efectuar os
ensaios quer de optimiza¢do quer de estudo das suas caracteristicas operacionais, ao
contrario do que se tinha observado anteriormente.

Os resultados obtidos com os sistemas SDDM estdo expressos na Tabela VIII e

na Fig. 13 exemplificam-se registos graficos caracteristicos de cada um dos sistemas de
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detecgdo. Verificou-se que os pardmetros optimizados, variando o volume de injecgdo
entre 100 e 500 pL, e o caudal entre 4,0 e 8,0 mL min”, pouco influenciavam os
declives das rectas de calibragdo, registando-se variagdes de sensibilidade pouco
significativas. O mesmo ja ndo poderia ser dito relativamente aos ritmos de
amostragem, para os quais se verificou uma alteragdo significativa sempre que se
variava o valor de caudal da solugdo transportadora. Por esta razdo, optou-se, para 0s
ides cobre e cadmio, pelos sistema de fluxo no qual se injectava um volume de 200 pL e
a solucdo transportadora fluia com um caudal de 8,0 mL min”. Para o catiio Pb (II)
pelo sistema com um volume de injec¢do de 500 pL e um caudal de 8,0 mL min"' e no
caso de Ag(I) o maximo de sensibilidade analitica era obtido quando o volume injectado

era de 200 pL e o caudal 4,0 mL min™ (Fig. 13).

'® 10mv
«—>

mV

1

Figura 13 — Registos grdficos obtidos com os sistemas de detec¢do de dupla
membrana sensiveis a :
Legenda :
I —prata (1) (4-1,0x10"; B—7.5x10°; C - 1,0x10° mol L"");
2~ cobre (II) (4 - 2,5x107; B—5,00107; C - 5.0x107° mol L)
3 — cadmio (II) (4 - 1.0x107: B 5.0x107; C— 1,0x107° ; D— 1,0x107 mol L")

4 - chumbo (1) (4 - 2,0x10°; B—5,0x10°; C— 1,0x107° mol L")
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Tabela VIII. Variagdo do declive da recta de calibragdo (mV década 7) e ritmo de
amostragem com o volume de injec¢do / caudal para os sistemas de deteccio de

dupla membrana sensiveis a catides.

Volume/caudal Cobre* Cadmio* Chumbo™ Prata*
(ul/mL min)

100/8,0

Declive 58,7 +2,5 489 +12 37,3 40,10 111,4 40,60
R. Amostr. 210-260 150-305 60-160 145-230

100/6,0

Declive 60,0 42,1 49,6 +1,5 36,6 10,40 112,6 +1,2
fRasirgnona 180-240 140-280 55-145 125-200

100/4,0

Declive 59,6 +1,8 51,9 1.2 37,3416 114,3 £0,90
R. Amostr. 120-160 120-250 35-110 90-150

200/8,0

Declive 62,0 +1,0 54,6 +1,0 39,9 40,20 114,0 £0,90
R. Amostr. 200-250 150-300 60-160 135-220

200/6,0

Declive 60,4 +1,7 49,9 +1,1 419 +1.2 1138423
R. Amostr. 175-230 120-270 50-140 120-210

200/4,0

Declive 61,9 0,5 475 +1,2 43,3 +1.8 116,1 +0,50
20, 110-155 105-240 35-100 120-200

500/8,0

Declive 60,1 +2.6 529421 46,5 10,1 113,8 +1,4
R. Amostr. 185-230 125-275 60-150 110-190

500/6,0

Declive 61,1 +2.4 52,9 1.2 44,0 +0,80 114,4 +0,80
R Amostr. 170-210 110-260 40-110 90-170

500/4,0

Declive 59,3 +0,50 54,5 42,2 45,7 42,40 1143 £1,0
R. Amostr. 95-125 90-235 20-105 75-150

*Valores médios de um minimo de cinco determinagoes.
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3.2.3 - Estudo das caracteristicas operacionais dos SDD e de SDDM

sensiveis a catioes

Apos optimizagdo das montagens SDD e SDDM sensiveis as espécies cationicas
estudadas, efectuou-se o tragado das correspondentes curvas de calibragdo, por
injecgdes sucessivas de solugdes de ido primario com diferentes concentragdes € com
forga ionica ajustada. Para todos eles determinaram-se as caracteristicas de resposta dos

sistemas de detecgdo cujos valores se resumem na Tabela IX.

a) Pardametros de calibragdo

O limite inferior de resposta linear foi avaliado efectuando-se ensaios em
triplicado, utilizando-se dois pares de unidades tubulares distintas. Em todos os casos
era utilizada uma solugdo de ido primario de concentragdo igual a 1x10° mol L e
ajustador de forga idnica constituido por KNO; de concentragio 0,1 mol L™ (NaClO;
na avaliagdo dos detectores sensiveis a Pb (1I)), como transportador.

Para os dois sistemas de detecgdo sensiveis a catido Cu (II) os valores de LIRL
encontrados eram idénticos entre si e ao definido pelo sistema de um so6 eléctrodo [21],
enquanto que para o catido Cd (II) se obteve uma melhoria muito acentuada, com os
dois sistemas, relativamente ao valor anteriormente citado na literatura [21]. A melhoria
verificada para o Cd (1I) reflecte-se em todos os pardmetros de calibragdo avaliados, o
que faz supor que a preparagdo da membrana destes detectores tenha sido mais bem
sucedida do que anteriormente [21]. No SDD sensivel a Ag (I) o LIRL subiu
ligeiramente relativamente ao valor encontrado com o SDDM respectivo (3,0x10”° mol
L™"). A diferenga registada, relativamente aos correspondentes detectores anteriormente
avaliados [21], ndo €, no entanto, significativa, e estara provavelmente relacionada com
o processo de preparagdo do sensor constituinte da membrana. Também, sem razdo

especifica aparente, no sistema tipo “soma” sensivel a Pb (II), foi registada uma ligeira
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melhoria do valor do LIRL quando comparados com o descrito em [21] para unidades

sensiveis 4 mesma espécie cationica.

Os SDD avaliados, sensiveis a catides, proporcionavam valores de declive da
recta de calibragdo de 51,5; 47,5 ¢ 102,8 mV decada™ para os sistemas sensiveis a Cu
(TN, Cd (1) e Ag (I), respectivamente. Tal como para os anides, os resultados
encontrados representam uma melhoria significativa relativamente aos declives obtidos
com as mesmas unidades associadas a um eléctrodo de referéncia convencional [21],
embora ndo tenha sido possivel obter uma duplicagdo de sinais como consequéncia da
maior dispersio da amostra ao nivel do segundo detector. No entanto, o aumento de
declive registado foi, para os trés sistemas de detecg¢@o, superior a 90 % do valor
correspondente a soma dos declives individuais caracteristicos de cada umdade

constituinte do SDD.

Quando o mesmo tipo de membrana sensora era utilizada em SDDM, realga-se
um acréscimo muito significativo da sensibilidade analitica, com resultados de 62,0,
54,6; 46,5 e 116,1 mV decada™ respectivamente para Cu (II), Cd (II), Pb (II) e Ag (I).

Tal como descrito anteriormente [21], também aqui os declives de calibragdo
decrescem tendencialmente do cobre para o cadmio e para chumbo, sem que para o

efeito se encontre uma razao quimica valida.

Tal como acontecia com as espécies anionicas estudadas, os SDDM sensiveis
aos quatro catides permitiam a obten¢@o de valores de sensibilidade analitica

significativamente superiores aos SDD respectivos.
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Tabela IX. Caracteristicas operacionais de funcionamento dos sistemas de detec¢do

de sensibilidade aumentada sensiveis a catides e os respectivos sistemas de deteccdo

de membrana simples

Sistema  Declive LIRL Patamar Ritmo Repetitib.  Estabilid.
Deteccdo ~ (mVdec”) (mol L") pH amostr. (mb) (mV dia”)
(X=Ix}¢'mol L)  (amostras k)
Cobre
SDD 51,5 4,2-63 120-150 +0,5 +1,5
SDDM 62,0 5x10° 3,0-12,0  200-250 +0,6 +1,0
DMS 29,6 2,5-6,9 100-300 +0,4 +0.4
Cadmio
SDD 47,5 5x107 1,8-8,4 120-300 +0,5 +1,5
SDDM 55,3 5x107 1,8-8,0 150-300 +0,6 +1.0
DMS 257 2x10™ 1,6-8,2 35-100 +1,0 413
Chumbo
SDD
SDM 46,5 1x10™ 3,7-5.8 60-150 +1,9 +2.0
DMS 24,3 2x10™ 2,5-5,6 45-120 +0.9 +2,0
Prata
SDD 1028  3,3x10° 1,8-9,0 120-150 40,5 +1,5
SDDM 116,1 3,0x107 1,8-9,6 120-200 +0.,6 +0.,7
DMS 57,3 1,5x10°  2,5-8,4 160-300 +0.2 +1.0

SDD - sistema de detecgdo diferencial.

SDDM - sistema de detecgdo dupla membrana.
DMS - detectores membrana simples.
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b) Ritmo de amostragem, estabilidade e repetitibilidade

Os valores do ritmo de amostragem determinados para ambos os sistemas de
detecgdo, e expressos na Tabela IX, mostram que, tal como para o caso dos que eram
sensivels a anides, e pelas razdes ai apontadas, houve um decréscimo na frequéncia de
analise registada para os catides Cu (II) e Ag (I), embora essa redugido fosse menos
acentuada nos SDDM. Para os catides Cd (IT) e Pb (II) verificou-se, porém, uma
melhoria bastante significativa deste pardmetro, que no caso do cadmio, mais uma vez,
pode estar relacionado com as boas caracteristicas operacionais das membranas

preparadas relativamente as anteriormente descritas [21].

A estabilidade dos potenciais, avaliada ao longo de um dia de trabalho (Tabela
IX), efectuando calibragdes sucessivas por um periodo de cerca de 8 h mostram, para
os sistemas diferenciais, variagdes de potencial inferiores a + 1,5 mV, valor este também
superior ao encontrado no sistema de detecgdo com uma membrana. Os valores de
estabilidade encontrados nos SDDM sdo, em todos os casos, melhores do que os
obtidos nos SDD respectivos, tal como se tinha verificado no estudo das espécies
anionicas. Curiosamente os valores de estabilidade do Pb (II) ao longo de um dia de

trabalho foram semelhantes aos referidos em [21].

Os ensaios de repetitibilidade foram efectuados segundo o procedimento
descrito no Cap. II, tendo-se obtido desvios padrio relativos de cerca de + 0,5 mV para
todos os sistemas diferenciais estudados e de + 0,6 mV, para os sistemas com
detectores de membrana dupla sensiveis aos catides cobre, cadmio e prata, valores que
sdo comparaveis aos obtidos anteriormente com eléctrodos que incluiam o mesmo tipo
de membrana [21]. No que diz respeito a este paridmetro constata-se um
comportamento muito semelhante ao encontrado com os sistemas de detecgdo sensiveis

a anides, para 0s SDD e SDDM respectivos.
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Tendo em conta os valores de repetitibilidade e estabilidade apresentados pelos
sistemas sensiveis a cobre e cadmio, verificou-se so haver necessidade de renovagdo da
superficie sensora por polimento das unidades, em dias alternados. Para os eléctrodos
sensiveis 4 prata a etapa de polimento e condicionamento poderia ser efectuada com
menor periodicidade, dado que as suas caracteristicas de funcionamento se mantinham
por longos periodos de tempo (superiores a uma semana). Os detectores sensiveis a
chumbo, pela facilidade de oxidagdo das suas membranas, obrigavam a polimentos

frequentes e periodos de condicionamento de algumas horas.

¢) Avaliagdo da influéncia do pH

A avaliagio da influéncia do pH na resposta dos sistemas de detecgdo foi
efectuada também pelo tragado dos diagramas de Reilley. Para o efeito, procedeu-se a
injecgdo sucessiva de uma solugio de concentragio constante em ido primario (1,0x10
mol L), com forga ionica fixada com KNO; (perclorato de sodio, na resposta a Pb(11))
e HNOs, sendo os ensaios efectuados em triplicado.

Os resultados encontrados, representados na Tabela IX, mostram que nos SDD
sensiveis a cadmio e prata o intervalo de pH encontrado era semelhante ao descrito
anteriormente [21], enquanto que para o Cu (II) se verificou um encurtamento muito
significativo da amplitude desse patamar, quer na zona acida quer na alcalina.

Os resultados obtidos com os SDDM eram em tudo semelhantes aos descritos
anteriormente com o0s respectivos detectores de uma membrana [21]. Apenas nos
sistemas sensiveis a Pb (II), se registou um ligeiro encurtamento da zona acida,
obtendo-se um patamar de pH operacional de 3,7 a 5,8 unidades.

O patamar obtido nos SDDM sensiveis a Cd (I1) e Ag (I) foram semelhantes aos
encontrados com os correspondentes SDD, o que esta de acordo com o esperado,
atendendo ao facto deste pardmetro ser fundamentalmente dependente das
caracteristicas intrinsecas da propria membrana sensora. Neste tipo de eléctrodos,
sensiveis a espécies cationicas, para valores de pH inferiores a 2 unidades a membrana
sofre um ataque pelo H', com formagdo de HS™ e S*, resultando numa variagdo de

potencial registado pelos eléctrodos. Para valores elevados de pH os ides metalicos
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presentes na amostra sio complexados pelos ides OH™ o que conduz a um decréscimo
do sinal analitico registado.

Uma das formas mais frequentemente descritas para obviar as limitagdes
impostas pelo pH contemplam o recurso a solugdes tampdo metélicas, utilizando
tampdes de p. ex. CWEDTA (écido etilenodiaminotetracético) ou Cu/NTA (acido
nitriloacético), com os quais se podera suprimir as interferéncias de H e OH,

ampliando o patamar operacional de resposta do ESI [25, 32-34].

d) Coeficientes de selectividade potenciométricos

Foram também realizados estudos de avaliagdo dos coeficientes de selectividade
potenciométricos (K™) para os sistemas sensiveis a Cu (II), Cd (IT) e Pb (II). Nestes
tipos de eléctrodos as interferéncias de catides, particularmente metais pesados, sao
muito comuns, pela possibilidade de formagdo de sais insoluveis com o anido sulfureto
constituinte da membrana sensora.

Os valores de K™ foram determinados recorrendo ao método das solugdes
misturadas, com for¢a ionica ajustada, fixando-se a concentragdo de ido primario e
variando-se a concentragdo do interferente. Também neste caso se efectuou o estudo
contemplando as mesmas espécies quimicas anteriormente estudadas [21], visando uma
comparagio dos resultados obtidos. Os ensaios foram realizados em triplicado, com
dois pares de unidades tubulares e os resultados encontrados estdo representados na
Tabela X. A referida tabela inclui igualmente os valores teoricos calculados com base na

relagdo dos respectivos K. (Capitulo IT).
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Tabela X. Coeficientes de selectividade potenciométricos K™ dos sistemas de

deteccdo de sensibilidade aumentada sensiveis a catides.

Tipo eléctrodo

Interferente (v)

ido primdrio (x) Cobre’ Cddmio’ Chumbo’ Prata’
Cobre

SDD 2,5x10™ 1,0x10™ 3.9
SDDM 2,0x10™ 1,1x107 1,0
DMS 2,0x10™ 8,0x10™ 3,0
Teorico™ 8,0x10™° 3,0x107 1,0x10™
Cadmio

SDD 8,4 1,0 16
SDDM 8,0 1,0 17
DMS 1,0x10? 1,0 20
Tedrico™ 1,0x10° 3,0 1,0x10%
Chumbo

SDD
SDDM 31 2,2x10™ 25
DMS 30 7,0x107 20
Tecrico” 4,0x10° 3,0x10" 4,0x10%

SDD - sistema de detec¢do diferencial.

SDDAM - sistema de detecgdo de dupla membrana.

DMS - detectores membrana simples.

“Valor médio de 3 determinagies efectuadas com 2 pares de detectores distintos.

™ Valor tedrico calculado a partir de relagdo K, (XS)/K,, (YS), ref [28]
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Os valores de K™ encontrados foram em tudo semelhantes, quer se tratasse de
um sistema de detecgdio sequencial ou de dupla membrana, de acordo com o que se
esperava. Comparativamente com os valores para o mesmo parametro registados
anteriormente [21], verificou-se ndo haver diferenca significativa nos valores de |
excepto na interferéncia provocada pelo catido cobre (IT), na resposta do SDD e SDDM
sensiveis a Cd (IT), onde se registou uma diminui¢io acentuada. Na resposta do sistema
de detecgdo sensivel a Cu (IT), os valores obtidos confirmam n&o ocorrer interferéncias
significativas dos catides cujos sulfuretos tém valores de K, superiores aos sulfuretos de
cobre (II), caso dos caties Pb (I) e Cd (II). Pelo contrario, quando o valor da
constante de solubilidade (K,) do sulfureto do ido interferente € menor que o do ido
primaric presente na mistura sensora, estes comportam-se COmo interferentes,
precipitando na superficie das membranas sensoras, embora, mais uma vez, os valores
de K" experimentais sejam inferiores aos previstos a partir da razdo dos respectivos
produtos de solubilidade [28]. E o caso dos catides cobre e prata, que sdo importantes

interferentes no funcionamento dos detectores sensiveis a cadmio (II) e chumbo (11).

I - 4 -Conclusoes

A avaliagio comparativa das caracteristicas de funcionamento dos sistemas de
detecgdo de sensibilidade aumentada estudados mostrou que ndo existiam diferengas
significativas nos seus comportamentos. Os resultados obtidos com os dois tipos de
sistemas de detecgdo permitem, contudo, um ganho efectivo na sensibilidade analitica,
maior sempre que se tratava de sistemas com detectores com dupla membrana
(SDDM). Relativamente aos detectores construidos com membranas semelhantes e
incorporados em FIA conjuntamente com unidades de referéncia convencionais, a
alteracdo das caracteristicas que marcadamente se destaca ¢ o aumento de declive das
rectas de calibragdo, que chega a atingir um valor proximo do dobro do anteriormente
obtido.

Muito embora tenham surgido na literatura, para sistemas de deteccdo

diferenciais [12-15, 20], indicagdes da melhoria dos valores de LIRL e repetitibilidade
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do sinal analitico, comparativamente com os sistemas de detecgdo tradicionais
(incluindo eléctrodo de referéncia) ndo foi neste trabalho registada qualquer diferenga
significativa. Enquanto alguns autores [12-15, 20] explicavam estas melhorias pela
maior exactidio na determinagio da soma dos maximos de dois picos, de sinal
contrario, comparativamente com a medigdo de um maximo de um soO pico
relativamente a uma linha de base com ruido ou deslizante, neste caso, por se tratarem
de unidades que, por si so ja apresentavam boas caracteristicas de funcionamento, nao
era previsivel que 0 mesmo acontecesse.

Deve-se destacar ainda que, relativamente aos sistemas de detecgdo
convencionais, houve, sobretudo para os SDD, uma variagdo nalguns casos
significativa, dos valores relativos ao estudo da influéncia do pH. Este facto pode ser
devido a influéncia do pH no estabelecimento do potencial de referéncia, que dever-se-
ia manter constante ao longo dos ensaios realizados, mas pelo facto de um dos
eléctrodos se encontrar conectado & entrada de referéncia do potenciometro poder
conduzir a um estabelecimento de malhas eléctricas que sejam responsaveis por uma
perturbagdo dessa mesma estabilidade.

Os SDDM, além de permitirem a obtengdo de ritmos de amostragem muito
elevados e proximos dos observados nos sistemas de fluxo convencionais,
caracterizavam-se por uma grande estabilidade mecanica, sendo facilmente adaptaveis a
diferentes técnicas potenciométricas, de forma em tudo semelhante as realizadas com
unidades convencionais.

Por sua vez os sistemas de detecgdo sequencial, embora ndo atingindo um ganho
de sensibilidade efectivo de 100%, relativamente aos SDDM, mostraram-se muito mais
economicos, pois além de permitirem prescindir de um eléctrodo de referéncia
convencional, ndo necessitavam de qualquer instrumentagdo adicional de soma de
potenciais. Além disso possibilitavam a utilizagdo de qualquer unidade tubular ja
existente, sem necessidade de construgdo de detectores especificos, e a eliminagdo do
eléctrodo de referéncia comercial suprimia o estabelecimento de potenciais de jungdo
liquida.

Poder-se-a concluir que, quando os detectores avaliados apresentam boas
caracteristicas funcionais, o recurso aos sistemas de sensibilidade aumentada apenas
contribui para uma melhoria significativas deste pardmetro. Quando os detectores de

membrana simples tém caracteristicas de resposta menos boas (ex. cadmio e chumbo) o
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uso de sistemas de detecgio de membrana dupla sdo particularmente vantajosos,
contribuindo para uma melhoria das suas caracteristicas de resposta.

Os sistemas estudados apresentam como principal aliciante a possibilidade de
utilizagdo em aplicagdes analiticas quando as concentragdes em estudo sio muito
proximas ou quando se situam em valores proximos do LIRL.

O desenvolvimento de sistemas de detecgdo de sensibilidade aumentada podera
ser extensivo a outras espécies quimicas, bem como a outros tipos de membranas
sensoras, e, sobretudo no caso dos SDDM, pde-se a hipotese de se poder incorporar
mais do que duas membranas iguais ou diferentes, permitindo a analise uni ou

multiparamétrica.
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CAPITULO IV

Desenvolvimento  de montagens  FIA,

utilizando  detectores  potenciométricos de
AgClUAg,S de sensibilidade acrescida, para a

determinagdo directa de cloreto em dguas.
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Determinagdo de cloreto em aguas por potenciometria directa

1V - 1 - Introducgdo

O anido cloreto € um dos ides inorganicos maioritariamente presente nas aguas
naturais e residuais. O seu teor na agua € extremamente variavel e fortemente
dependente da natureza dos terrenos atravessados pelos cursos de agua. Assim, a sua
concentra¢do podera variar, nas zonas aridas, devido a uma lixiviagdo superficial na
época de chuvas fortes; nas zonas costeiras, devido a infiltragdo da agua do mar nos
sistemas de abastecimento, e nas zonas industriais, devido a contaminagdo provocada
pelas aguas residuais utilizadas [1].

Os grandes inconvenientes da presenga de altos teores de cloreto em aguas
resultam fundamentalmente do sabor desagradavel que podem comunicar a 4gua, da
possibilidade de promoverem a corrosio das canalizagdes e reservatorios,
particularmente os de ago inoxidavel, de contribuirem para a diminui¢do do oxigénio
dissolvido presente na 4gua, e, quando usadas com finalidade de rega, poderem ser
limitantes para a produgdo de certas culturas agricolas [1].

As normas portuguesas [2] indicam como valor maximo recomendado de
cloreto em 4gua destinada a consumo humano, uma concentracio de 25 mg L, e
recomendam o valor de 200 mg L, como concentragio aproximada a partir da qual
podem ocorrer efeitos nocivos. Esta legislagdo propde ainda métodos analiticos de
referéncia para a determinagdo de cloreto em agua, nomeadamente a titulagio pelo
método de Mohr ou a espectrometria de absorgdo molecular [2]. A American Society
for Testing and Materials (ASTM) [3] sugere trés métodos analiticos para a
determinagdo deste mesmo pardmetro em aguas, tendo em conta quer a sua natureza
quer o teor neste anido. Sdo eles, a titulagdo mercurimétrica, aplicada a aguas residuais
de natureza industrial, o método colorimétrico, indicado para aguas com teores de
cloreto muito baixos e de grande pureza, e a titulagio com nitrato de prata,
recomendado para aguas naturais e residuais com teores de cloreto superiores a 5 mg
L™ Por sua vez, nos Standard Methods [4] propdem-se adicionalmente a cromatografia

ionica ¢ o método potenciométrico, por titulagio argentimétrica, sendo este 1ltimo
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apontado como particularmente Util na analise de adguas turvas ou coradas, nas quais a
mudanga de cor de um indicador seja de dificil visualizagdo.

Actualmente, ¢ alids comum o uso de eléctrodos selectivos de ido na
determinag@o analitica de distintas espécies quimicas em agua [5]. A determinagdo
potenciométrica do anifio cloreto apresenta inumeras vantagens relativamente aos
métodos convencionais anteriormente referidos [2, 3], quer pela possibilidade, ja
referida, de aplicagio a amostras turvas e coradas, quer pelo grande intervalo de
concentragdes onde é possivel realizar as analises sem perda de sensibilidade analitica
[6]. Além disso, a associagdo da potenciometria a sistemas FIA possibilita que o
procedimento analitico se torne totalmente automatizado o que, para além de diminuir o
tempo de andlise, contribui ainda para a obtengdo de processos analiticos simplificados.

O aumento da sensibilidade analitica da medi¢do potenciométrica €, como
amplamente discutido no Capitulo 111, uma forma importante de melhorar a precisdo
dos resultados experimentais obtidos e, consequentemente, a sua exactiddo. Nesse
sentido, tém sido propostas algumas metodologias alternativas baseadas na deteccdo
potenciométrica [7, 8] dirigidas para a determinag¢@io do anido cloreto na agua. Assim,
Stepak [7] refere uma metodologia convencional, baseada na titulagdo potenciométrica
com AgNO;, para determinagio de anido cloreto em amostras muito diluidas, utilizando
oito celulas convencionais colocadas em série. O aumento de sensibilidade obtido
permitia que as medidas pudessem ser feitas com um erro diminuido, numa zona de
concentragdes proxima do LIRL do eléctrodo. Brynn Hibbert [8], por sua vez, sugere a
determinagdo deste mesmo anido na agua, recorrendo a um sistema de trés células
inseridas num sistema de fluxo segmentado, utilizando detectores de 1* espécie, de
configuragdo convencional, também ligados em série. Neste trabalho, o recurso ao fluxo
segmentado permitia reduzir a elevada dispersdo experimentada pela amostra, resultante
da incorporagdo de detectores convencionais com um elevado volume morto. Qualquer
uma das situagdes referidas [7, 8] obrigava, no entanto, ao uso de um nimero elevado
de eléctrodos de referéncia (oito no primeiro caso e trés no segundo). Isto implicava
uma grande complexidade e instabilidade mecanica das montagens, com uma dificil
manipulagdo e automatizagdo das mesmas. Além disso a estabilidade dos sinais
analiticos era dificultada ja que o potencial final estava dependente da estabilidade do

potencial correspondente as diferentes unidades de referéncia.
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A possibilidade de poder conferir uma configuragio tubular as unidades
potenciométricas tornou as montagens FIA mais estaveis, do ponto de vista mecanico,
com muitas vantagens, particularmente em relagdo aos dois sistemas citados [7, 8].
Além de permitir uma fixagio rigida e estavel ao sistema, a utilizagio de detectores
tubulares, caracterizados por um pequeno volume morto e pela manutengio das
caracteristicas hidrodindmicas do fluxo, torna-se particularmente importante em
sistemas diferenciais, j4 que permite que a amostra, apés passagem pelo primeiro
detector, chegue aos seguintes, colocados em linha, com um minimo de alteragio do
perfil de concentrag¢do da amostra.

Nesse sentido procurou-se desenvolver dois sistemas FIA de sensibilidade
aumentada. Um deles incorporava duas unidades sensiveis a anido cloreto, colocadas
sequencialmente. No outro, o detector potenciométrico eram constituido por duas
membranas, também sensiveis a anido cloreto, acopladas no mesmo corpo do detector,
para a determinagdo deste anido em aguas. Desta forma pretendia-se, com um eléctrodo
com boas caracteristicas operacionais (Capitulo IIT), testar as diferengas de resultados

obtidas com sistemas diferenciais ou tipo “soma” em analises praticas concretas.

1V - 2 - Parte experimental

2.1 Aparelhagem e eléctrodos

Os eléctrodos tubulares foram construidos segundo a metodologia descrita no
Capitulo II. Como detectores foram usados eléctrodos selectivos de ido, de membrana
simples ou de duas membranas, em que o sensor era constituido por uma mistura de
AgCl/Ag,S, na proporgao molar de 1:1. As caracteristicas operacionais destes sistemas
de deteccdo (SDD e SDDM) encontram-se descritas no Capitulo TII. As unidades
sensoras, depois de construidas, eram polidas e condicionadas, em contacto com uma
solugdo de NaCl, de concentragio igual a 1x10” mol L', durante algumas horas.

Na montagem FIA que utilizava o eléctrodo de duas membranas, o sistema de

detecgdo era constituido pelo eléctrodo de configuragio tubular, incorporado num
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suporte de perspex duplo também esquematizado no Capitulo II (Fig. 9), e pelo
eléctrodo de referéncia, de AgCl / Ag.

As duas montagens FIA utilizadas na determinagio do anido cloreto em aguas
foram estabelecidas usando-se o equipamento modular anteriormente descrito (Capitulo
).

Para a determinagdo de cloreto em aguas, pelo método de referéncia [4], foi
utilizado um sistema de titulagio automatica, descrito no Capitulo II (Fig 1). Utilizou-se
um eléctrodo indicador de membrana cristalina homogénea sensivel ao catido prata, de
configurag¢do convencional [9], associado a um eléctrodo de referéncia de dupla jungéo,

da marca Orion, modelo 90-00-02.

2.2 Reagentes e solucies

As solugdes padrdo de cloreto, utilizadas nas duas montagens FIA foram
preparadas por dilui¢do rigorosa da solugfo padrdo de NaCl, de concentragdo igual a
0,10 mol L, obtida por pesagem rigorosa de cloreto de sddio previamente seco na
estufa, até peso constante.

Na realiza¢do dos ensaios de referéncia utilizou-se como reagente titulante uma
solugido de Ag (I), obtida a partir de um padrdo comercial (Titrisol, Merck, ref. 9990)
de concentragdo 0,10000 mol L™

2.3 Preparacdo das amostras

As amostras de agua a analisar, provenientes de pogos, minas, rede de
abastecimento publico e engarrafadas, eram intercaladas nas montagens FIA sem serem
sujeitas a qualquer tratamento prévio.

Para a realizagdo do método de referéncia, as amostras eram acidificadas com
HNO; e seguidamente tituladas potenciometricamente. Para tal media-se um volume de

10,0 mL de amostra, acidificada com 0,25 mL de HNO; de concentragio 0,5 mol L™,
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para um vaso contendo uma barra magnética, e colocado sobre um agitador magnético.
Apos a introdugdo do par de eléctrodos referidos, indicador e de referéncia, e sua
estabiliza¢do, procedia-se a titulagdo do cloreto presente nas amostras recorrendo-se ao

titulador automatico citado.

2.4 Método analitico de referéncia

Para avaliar a qualidade dos resultados obtidos com as metodologias FIA
desenvolvidas, efectuou-se a sua comparagdo com os valores fornecidos pelo
procedimento de referéncia, para um conjunto de amostras de agua de proveniéncias
distintas.

Utilizou-se como metodologia comparativa o procedimento proposto por
Standard Methods, baseado na titulagdo potenciométrica do anido cloreto com o catido
prata [4]. Nesta volumetria foi usado, para detec¢do do ponto final da titulagdo, um
eléctrodo de membrana cristalina homogénea sensivel ao catido prata [9], de
configuragido convencional, e um eléctrodo de referéncia, de dupla jungdo, de AgCl/Ag
da Orion, modelo 90-00-02. O valor da concentragdo de cloreto nas amostras foi
calculado a partir da determina¢do do ponto de inflexdo da curva de titulagdo, pelo

calculo da primeira e segunda derivadas.

2.5 Montagens FIA utilizadas

Como ficou referido anteriormente, tendo em conta os bons resultados obtidos
na avaliagdo dos dois tipos de sistemas de detecgdo construidos sensiveis a cloreto
(SDD e SDDM, descritos no Capitulo III), justificou-se o desenvolvimento de
montagens FIA onde aqueles fossem incorporados. A aplicagdo dos dois tipos de
sistemas de detecgdo de sensibilidade aumentada a analise de amostras reais permitiria
deduzir qual dos dois seria mais vantajosamente aplicado em analise de rotina

laboratorial.
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Assim, foram entdo construidas duas montagens FIA monocanal,
esquematizadas nas Fig.1 e 2, nas quais as amostras e solugdes padrdo eram inseridas,
através de uma valvula de injec¢do, num canal transportador, onde fluia uma solugao de
NaCl, de concentragdo 2,0x10”° mol L™, e KNO; 0,1 mol L. Na montagem diferencial,
a concentragdo de cloreto presente nas amostras era determinada, por intermédio de um
sistema de detec¢do constituido por dois eléctrodos tubulares de membrana simples,
sensiveis a cloreto, colocados sequencialmente a uma distancia definida entre si. Na
segunda montagem proposta, a determina¢do do cloreto era efectuada por intermédio
de um sistema de detecgdo constituido por um detector potenciométrico tubular de duas
membranas, inseridas no mesmo corpo do eléctrodo, igualmente sensiveis a amido

cloreto.

Para a optimizagdo da montagem FIA com detec¢do potenciométrica diferencial
foram variados determinados pardmetros nomeadamente, o volume de injecgdo, a
velocidade de fluxo e o comprimento do tubo de ligagdo entre os eléctrodos tubulares.
Da mesma forma, na montagem FIA incorporando o detector de duas membranas, o
estudo de optimizagdo foi realizado variando o volume de injecgdo e caudal. Para cada
um desses pardmetros, avaliou-se a sua influéncia nos valores do declive das rectas de
calibragdo registadas, na zona de resposta linear que era possivel obter, na
reprodutibilidade dos ensaios, na altura do sinal analitico e no ritmo de amostragem

proporcionado pelos sistemas.

Com o objectivo de avaliar o desempenho dos dois tipos de sistemas de
detec¢do implementados, procedeu-se a sua caracterizagdo, efectuando calibragdes
sucessivas, de modo a avaliar o intervalo de concentragdo onde era obtida uma rela¢do

linear entre a altura do sinal analitico e o logaritmo da concentragdo de cloreto.
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~ 1

BP Vi

“ e g

= DT, DT,

Figura 1 - Montagem FIA com detec¢do potenciométrica diferencial para a

determinagdo de cloreto em dguas.

Som
BP Vi
A
L
ST T
= DT

Figura 2 - Montagem FIA com detecg¢do potenciométrica, usando um detector de
duas membranas para a determinagdo de cloreto em dguas.

Legenda: BP - bomba peristaltica; A - amostra (200 pl); ST - solugdo
transportadora de NaCl + KNO: (8,1 ml. min'); Vi - valula de
injecgdo; L — tubo de ligagdo; ET - eléctrodo terra; DT - detector
potenciométrico sensivel a cloreto; ER - eléctrodo de referéncia;
Som - somador; mV - decimilivoltimetro; Reg - registador; E -

esgolo.
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1V - 3 - Resultados e sua discussdo

Tendo em conta as boas caracteristicas de resposta dos sistemas de detecgdo
implementados, sensiveis a cloreto, sobretudo no que se refere a sensibilidade analitica,
relativamente as unidades sensiveis & mesma espécie descritas anteriormente [9], foram
desenvolvidas montagens que permitissem efectuar determinagdes directas de cloreto

em diferentes tipos de aguas, com distintos niveis de concentragdo.

Em ambas as montagens foi utilizada uma solugdo de NaCl como transportador,
com o objectivo de reduzir a extensio da solubilizagio da membrana sensora, melhorar
a estabilidade da linha de base e diminuir o tempo de retorno do sinal analitico a esta. O
valor deste pardmetro era, contudo, limitante para a gama de concentragdo de cloreto a
determinar. Atendendo a que a concentragdo de cloreto em aguas naturais normalmente
varia entre 5 e 500 mg L', havia a necessidade de optimizar as montagens para que
permitissem trabalhar nessa gama de concentragdes. Optou-se entdo, para a solugdo

transportadora de NaCl, pela concentragio de 2,0x10° mol L, valor que, como

referido no capitulo anterior, proporcionava a obtengdo de uma resposta linear para
determina¢do de cloreto no intervalo de concentragdes de 5,0x10” a 1,0x10™ mol L™
(aproximadamente 2 a 3550 mg, expresso em cloreto).

A solugdo transportadora era ainda adicionada de um electrolito de
concentragdo relativamente elevada, uma solugdo de KNOz: com uma concentragdo de

cerca de 0,1 mol L', que actuava simultaneamente como ajustador de forca idnica e

promovia um bom contacto eléctrico entre os eléctrodos.

No sistema de detecgdo diferencial, como foi destacado no capitulo anterior, o
parametro da montagem mais limitante na resposta analitica é a distdncia que separa os
dois detectores. A escolha do comprimento do tubo de ligagdo entre os eléctrodos teria
que ser feito tendo em conta o possivel efeito de sobreposi¢do dos sinais analiticos
correspondentes a cada eléctrodo, bem como o efeito de dispersdo sofrido pela amostra,
particularmente ao nivel do segundo eléctrodo. Assim, muito embora a redugdo desta

distancia conduzisse a um aumento significativo do ritmo de amostragem, haveria que
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garantir a obtengdo de dois sinais perfeitamente diferenciados com alturas o mais
semelhantes possivel. Procedeu-se a estes estudos fazendo variar a distancia entre os
eléctrodos, entre 150 e 350 cm, e o volume de injecgdo, entre 100 e 200 pL. Verificou-
se que distancias inferiores a 150 c¢m conduziam a uma sobreposi¢do dos sinais
analiticos obtidos, para os volumes de injecg¢do de 100 e 200 pL. Por sua vez, distancias
iguais a 350 cm causavam uma grande dispersdo do sinal analitico correspondente ao
segundo detector e, consequentemente, um decréscimo de sensibilidade. O caudal, com
influéncia quer no grau de dispersdo sofrido pela amostra, quer no ritmo de
amostragem, foi estudado no intervalo de 2,0 a 8,1 mL min™. Verificou-se que o seu
incremento pouco alterava o valor de declive obtido. Assim, com base nos resultados
obtidos, escolheram-se como valores optimos, o volume de injec¢do de 200 pl, um
tubo de ligagdo de 250 cm de comprimento intercalado entre os dois detectores

potenciométricos e uma velocidade de fluxo de 8,1 mL min™.

No sistema tipo “soma”, procedeu-se igualmente a optimizagdo do sistema de
detecgdo, por variagdo do volume de injecgdo, entre 100 e 500 uL, e dos caudais entre
4,0 ¢ 8,1 mL min™. Verificou-se, contudo, que estes dois pardmetros pouco alteravam o
valor do declive da recta de calibragdo obtida, embora tivessem uma grande influéncia
nos ritmos de amostragem atingidos. Os resultados obtidos com volumes de injecgdo
superiores a 200 pL, além de ndo proporcionarem um acréscimo da sensibilidade
analitica, contribuiam para um acentuado decréscimo da frequéncia de amostragem. Por
sua vez, o aumento do valor de caudal da solugdo transportadora permitia um ganho
acentuado no ritmo de amostragem obtido. Optou-se, portanto, por um volume de
injeccdo de 200 pL e uma velocidade de fluxo de 8,1 mL min". Para evitar uma
desnecessaria dispersio da amostra o comprimento do tubo de ligagdo entre a valvula
de injeccdo e o detector foi fixado em 30 cm, o menor valor possivel imposto pelas

ligagdes a efectuar entre os diferentes componentes da montagem.

A eliminag@o de interferéncias eléctricas nos dois sistemas, particularmente as
introduzidas pela funcionamento da bomba peristaltica, foi conseguida pela intercalagéo

de um “eléctrodo de ligagdo a terra”, colocado entre a valvula de injecgdo e o detector
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potenciométrico (Fig. 1 e 2). Nas duas montagens o “eléctrodo terra” era colocado

imediatamente antes do primeiro detector.

Os sistemas FIA com as caracteristicas seleccionadas permitiam a determinagdo
de anido cloreto num largo intervalo de concentragdes, de 2 a 3550 mg L7,
proporcionando registos analiticos semelhantes aos que se apresentam nas Fig. 3 e 4.

A repetitibilidade dos sinais analiticos foi determinada de acordo com o
procedimento referido no Capitulo II, fazendo 16 injec¢des sucessivas de solugdes
padrio de NaCl de concentragdes 1,0x10™, 5,0x10™* e 1,0x10™ mol L™, Os valores de
desvio padrio relativo encontrados proporcionaram resultados com variagdes inferiores
a + 0,5 mV, para o sistema de detecgdo diferencial, e £ 0,6 mV, para o sistema que

incorporava o eléctrodo de dupla membrana.

A estabilidade dos sistemas de detecgdo, ao longo de oito horas de trabalho, foi
também avaliada, tragando varias curvas de calibragdo, e procedendo-se ao calculo da
varia¢do do potencial para diferentes niveis de concentra¢do, na zona de resposta linear
dos sistemas de detec¢do. Verificou-se que os valores de potencial ndo variavam mais
do que 1,5 mV dia”, para o sistema diferencial, e 1,0 mV dia” para os ensaios
efectuados com o sistema tipo “soma”. A maior variagdo verificada ao longo do tempo
com sistema diferencial ¢ facilmente explicada pelo facto de se utilizarem duas unidades
tubulares distintas, com caracteristicas necessariamente diferentes e com aplicagdes

anteriores diversas.

Os dois sistemas de sensibilidade aumentada assim optimizados proporcionavam
elevados ritmos de amostragem, que oscilavam entre 120 e 150 amostras h™', quando o
sistema de detecgdo era diferencial, e 200 a 250 amostras h™' para o sistema de detecgdo

de dupla membrana.
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Figura 3 - Registo grdfico obtido com o sistema de detec¢do potenciométrico
diferencial, correspondente a intercalacdo de um conjunto de solugoes padrio e

diferentes amostras de dgua.
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Figura 4 - Registo grifico obtido com o sistema de detec¢do potenciométrico de

dupla membrana, correspondente a intercalagdo de um conjunto de solugdes padrio
e diferentes amostras de dgua.
Legenda : Solugdes utilizadas A — 5,0x10°; B 5,0x10%; C - 1,0x107;

D - 5,0x10° mol I'' e E - amostras de dguas.
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IV - 4 - Determinacdo de cloreto em dguas

A utilidade analitica das montagens referidas foi avaliada efectuando o
doseamento de anidio cloreto, em diferentes amostras de agua destinada a consumo.
Procedeu-se inicialmente a uma calibragio dos sistemas FIA injectando-se, em
triplicado, diferentes padrdes de NaCl, com concentragdes que variavam entre 5,0x107
e 1,0x10" mol L. A avaliagio dos sinais analiticos obtidos foi baseada na medigdo da
altura de pico, e sua conversdo em valores de potencial. A determinacdo analitica das
amostras foi efectuada por medigio das respectivas alturas do sinal analitico e
interpolagdo na curva de calibragdo correspondente.

Efectuaram-se analises dos teores de cloreto em 20 amostras de aguas de
consumo, provenientes de pogos, minas, abastecimento piblico e aguas minerais
engarrafadas. Encontram-se resumidos, nas Tabelas I e II, os resultados referentes as
determinagdes efectuadas sobre as amostras, utilizando os dois tipos de montagens FIA
descritas, bem como os resultados decorrentes da aplicagdo do método de referéncia [4]
sobre as mesmas amostras.

A qualidade dos resultados obtidos pelos sistemas FIA propostos (Cr) foi
avaliada relativamente aos resultados obtidos pelo procedimento (Cr), como se
representa nas Fig. 5 e 6, estabelecendo-se uma regressao linear, cujos parametros €
respectivos limites de confianga, para uma probabilidade de 95%, sdo, para o sistema de

detecgio potenciométrico diferencial :

C; = -0,876 (+1,80) + 1,02 (+ 3,0x10?) Cg mgL" (r = 0,9994)

e, para o sistema de detecgdo de dupla membrana

Cr = -0,468 (£1,2) + 1,01 (+2,3x10%) Cg mgL" (r = 0,9996)
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Tabela I Resultados obtidos na determinagcdo de cloretos em dguas, pela

metodologia FIA com detec¢do potenciométrica diferencial e pelo método de

referéncia.

FIA REF DR

Amostra (mg L) (mg L) %
1 52,4 0,20 53,3 £0,90 -1,7
2 32,7 20,50 33,0+0,70 -0,91

3 42,6 +2.1 43,5 2.6 41

4 156 £3,1 153 £2.9 2,0

S 6,12 £0,30 5,90 0,10 3.7

6 42,6 +0,50 43,7 £0,30 -2,5

7 25,6 0,40 25,2 40,40 1,6

8 65,1 £0,50 63,0 £0,60 33

9 58,5 0,30 61,2 +0,40 -4 4

10 11,9 £0,10 11,4 £0,10 4,4

# Valores médios ¢ correspondentes desvios padrdo de seis determinagdes efectuadas sobre a mesma

amostra pela metodologia FIA.

b Valores médios e correspondentes desvios padrdo de trés determinagdes cfectuadas sobre a mesma

amostra pela metodologia de referéncia [4].
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Tabela I Resultados obtidos na determinacio de cloretos em dguas, pela

metodologia FIA com deteccdo potenciométrica empregando eléctrodos de dupla

membrana e pelo método de referéncia.

FIA REF DR
Amostra (mg L')* (mg 1) %
1 35,1 40,20 36,2 +0,10 30
2 108 +3,4 107 £ 1,1 0,93
3 53.1+1,6 544412 2,4
+ 54,7 +0,90 55,4 +£0,90 -1,3
5 26,2 £ 0,50 256+0.20 2,3
6 11,6 +0,20 11,2 0,20 3,6
7 12,8+ 0,30 12,9 +0,20 0,78
8 92,2 +3,3 89.8 + 1,1 23
9 18,5 40,40 18,6 + 0,10 -0,54
10 10,7 £ 0,40 10,7 £ 0,40 0

" Valores médios e correspondentes desvios padrio de seis determinagdes efectuadas sobre a mesma

amostra pela metodologia FIA.
® Valores médios e correspondentes desvios padrdo de trés determinagdes cfectuadas sobre a mesma

amostra pela metodologia de referéncia [4].
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Figura 5 - Avaliagdo comparativa dos resultados obtidos no doseamento de cloreto

em dguas pela metodologia FIA, baseada na deteccdo potenciométrica diferencial, e

pelo procedimento de referéncia.
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Figura 6 - Avaliacdo comparativa dos resultados obtidos no doseamento de cloreto

em dguas, pela metodologia FIA tipo “soma” e pelo procedimento de referéncia.

wiz



Determinagdo de cloreto em dguas por potenciometria directa

A comparagio entre os resultados analiticos obtidos, recorrendo aos métodos
propostos e ao procedimento de referéncia, em ambos os casos, nao demonstra
diferencas significativas, o que revela o bom acordo entre as duas metodologias FIA

relativamente ao procedimento de referéncia.

Foi também efectuado o teste t de Student, bilateral e emparelhado, na analise
comparada dos resultados para ambos os sistemas, originando valores de t = 0,062 e t =
0,321, para o sistema de detecgdo diferencial e para o de dupla membrana,
respectivamente. Para um nivel de confianga de 95% (to,02s = 2,228) [10] confirma-se a
hipétese nula, podendo considerar-se estatisticamente equivalentes os resultados

fornecidos pelos dois métodos FIA propostos relativamente ao método de referéncia.

A precisdo dos sinais analiticos foi determinada fazendo 12 injecgOes sucessivas
de amostras de agua, com concentra¢des iguais a 65,1 e 35,1 mg L, utilizando o
sistema diferencial e de soma, respectivamente. Obtiveram-se para as concentragdes
indicadas, um desvio inferior a 0,6 % para qualquer uma das metodologias propostas. O
valor encontrado é significativamente melhor que o obtido em trabalhos anteriores (1,5

€ 6,9 %) [8].

Os resultados analiticos obtidos por qualquer das duas metodologias propostas
ndo revelam diferencas significativas entre si, quer em relagdo a precisdo analitica, quer
pela comparagdo com os resultados obtidos pela metodologia usada como referéncia.
No entanto, constata-se que o valor de ordenada na origem obtido no sistema tipo soma
aproxima-se um pouco mais do valor ideal, zero, e que o valor de r € ligeiramente
melhor.

Qualquer dos dois sistemas, diferencial ou soma, podera ser utilizado na
determinagdo deste pardmetro analitico nas aguas, embora os ritmos de amostragem
obtidos com o sistema tipo soma sejam significativamente superiores aos obtidos com o

sistema diferencial.
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IV - 5 - Conclusoes

O sistema de detecgdo tipo soma permitia a obtengdo de ritmos de amostragem
mais elevados e determinacdes com maior sensibilidade analitica, relativamente ao
sistema diferencial. Por sua vez o sistema diferencial apresentava como grandes
vantagens o facto de tornar desnecessario o uso de um eléctrodo de referéncia
convencional, e era mais economico, pelo facto de nidio ser necessario um dispositivo
electrénico para soma de potenciais.

Os sistemas desenvolvidos constituem uma boa alternativa ao método usado
como referéncia [4], ndo so6 pelos altos ritmos de amostragem passiveis de serem
obtidos, de 120 a 150 amostras h™! no caso do sistema diferencial e 200 a 250 amostras
h! para o sistema incorporando um eléctrodo de duas membranas, relativamente a 15-
20 amostras h”* no caso do método de referéncia. Realga-se igualmente a inocuidade,
baixo custo e diminuto consumo dos reagentes utilizados (menos de 0,1 mg NaCl por
determinagdo). Além de disso os métodos propostos sao economicos e facilmente
automatizaveis.

Das 20 amostras analisadas, cerca de 70 % apresentavam teores de cloreto
acima do valor maximo recomendado pela Norma Portuguesa [2] para aguas de
consumo, 0 que se poderd explicar, para algumas das aguas analisadas, pela
proximidade do local de recolha da faixa costeira, bem como da forte poluigdo nas

imediagdes de alguns pogos e minas cujas aguas foram utilizadas neste estudo.
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Determinagdo de cloreto em vinhos por pseudo-titulagdo

CAPITULO V

Desenvotvimento de uma montagem FIA utilizando

um detector potenciométrico de Ag,S de sensibilidade

aumentada, para a determinagdo de cloreto em vinhos.
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V- 1 - Introdugdo

O vinho é o produto da fermentagdo alcodlica do sumo das uvas e constitui um
alimento natural de grande complexidade. A sua composi¢do depende fortemente da
composigio das uvas, aliada ainda as alteragdes introduzidas pelas etapas de
fermentagfo, tratamentos enologicos subsequentes e maturagao. Consequentemente, 0O
vinho constitui uma matriz quimicamente complexa, que contem mais de 650
constituintes, ja identificados [1].

O cloreto é, juntamente com o tartarato, sulfato e o fosfato, um dos principais
anides constituintes do vinho [2]. A sua presenga no vinho ¢ essencialmente de origem
endogena, tratando-se de um aniio sempre existente nas uvas. Algumas operagdes
tecnologicas empregues em Enologia, nomeadamente o uso de colunas de troca anionica
usadas na estabilizagio do tartarato, o recurso a aditivos contendo cloretos e a sua
adigdo fraudulenta [3], podem também fazer variar o seu teor no produto final.

O intervalo de concentragdes em que o cloreto existe no vinho é muito variavel,
sendo fortemente dependente da constituigdo dos solos, em especial da sua proximidade
da zona maritima. Este pode ultrapassar 1 g L, expresso em cloreto de sodio, nos
vinhos originrios de zonas costeiras, embora na maior parte dos casos seja inferior a 50
mg L' [4]. A Office International de la Vigne e du Vin (OIV) [5] ndo estabelece,
portanto, qualquer limite legal para este pardmetro, precisamente devido 4 diversidade de
origens que os vinhos podem ter e & inocuidade deste analito. Contudo a determinagéo
do seu teor é aconselhada para caracteriza¢do da matriz em estudo.

O método de referéncia para a determinagdo de cloreto no vinho, proposto pela
OIV [5], consiste numa titulagdo potenciométrica dos vinhos acidificados, empregando
como titulante uma solugiio de nitrato de prata e como detector um eléctrodo de AgCl/
Ag.

A necessidade de automatizar as metodologias de rotina, com o objectivo de
diminuir a manipulagio das amostras, bem como a exposi¢do do operador quer em
relagdo a elas quer a reagentes nocivos e toxicos utilizados, aumentar a frequéncia de

amostragem e reduzir os custos de analise, tem conduzido ao aparecimento de diversos
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procedimentos alternativos aos métodos de referéncia convencionais, destacando-se a
analise por injecgdo em fluxo (FIA).

Encontram-se descritas varias metodologias que recorrem a sistemas FIA para a
determinacéo do anido cloreto no vinho. Martinez-Jimenez sugere um processo indirecto
de determina¢do de cloreto e iodeto, por espectrofotometria de absorgio atomica [6].
Este sistema baseava-se num processo de precipitagdio em fluxo proporcionando,
contudo, um baixo ritmo de amostragem (10 amostras h"). A separagio analitica de
diferentes elementos presentes nos vinhos, nomeadamente, CI, CO;%, NO5, PO, ¢
anides organicos, por HPLC, e posterior determinagdo usando a espectrometria de
UV/VIS e a condutimetria, foi igualmente outro principio seguido para determinagdo de
anidio cloreto em vinhos [7].

A potenciometria, dada a sua grande versatilidade, facilidade de operagdo e baixo
custo [8], pode ser vista como uma alternativa valida aos métodos anteriormente
referidos. Os processos descritos que recorrem & detecgdo potenciométrica para a
determinagdo do cloreto em vinhos tém como base titulagdes potenciométricas [9-11]. E
descrito um processo automatico de titulagdo diferencial a corrente zero, usando dois
eléctrodos de fio de prata electro-oxidados numa solugdo de KCI 0,1 mol L' [9]. Limae
colaboradores descrevem a utilizagdo de um eléctrodo tubular de prata, de 2° espécie, de
Ag,S/Ag [10], enquanto Ferreira e colaboradores descrevem também a utilizagdo de uma
unidade tubular, mas de membrana cristalina homogénea, sensivel a prata [11].

Na determinagio potenciométrica de cloreto em vinhos, os eléctrodos de 2°
espécie, apesar da facilidade de construgdo, caracterizam-se pelo facto de o seu potencial
ser fortemente dependente dos constituintes da matriz, estando portanto sujeitos a
interferéncias, sendo o seu uso normalmente limitado a sistemas onde exista
necessariamente uma fase preliminar de separagdo da mesma. O trabalho descrito com
este tipo de detector [10], permitia a determinagdo de cloreto num intervalo de
concentragdo de 5 a 500 mg L', com um ritmo de amostragem de 60 a 120 amostras i
O uso de eléctrodos de membrana cristalina obviam as dificuldades enunciadas, provando
ser uma alternativa mais adequada, principalmente em matrizes complexas, pela
selectividade e pela velocidade de resposta elevadas que apresenta, proporcionando
sistemas com uma alta frequéncia de amostragem [11].

Foi nesse sentido que se desenvolveu um sistema baseado na analise por injec¢@o

em fluxo, incorporando detectores tubulares de membrana cristalina homogénea, para ser
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utilizado na analise de vinhos. Uma vez que a diminuigio do erro da determinagdo
analitica pode ser conseguida, por diminui¢do do nivel de ruido da determinagdo ou
aumento da sensibilidade da medi¢io potenciométrica, que condicionam a precisdo dos
resultados, optou-se, na montagem FIA estabelecida, por esta tltima estratégia. Assim,
com base nas boas caracteristicas operacionais demonstradas pelos sistemas de detecgdo
potenciométricos de sensibilidade aumentada, cujo desenvolvimento foi descrito no
Capitulo ITI, utilizou-se, neste caso, um eléctrodo tubular incorporando duas membranas
sensoras sensiveis 4 prata. No caso particular dos detectores potenciométricos de duas
membranas a sua sensibilidade acrescida, proporcional ao declive de cada membrana,
mostra-se particularmente atraente pela possibilidade que oferece de se poder associar a
diferentes técnicas potenciométricas, de maneira em tudo semelhante as realizadas com
unidades convencionais. Em titulagdes potenciométricas, um aumento de sensibilidade
traduzir-se-ia entdo numa melhor defini¢io da variagdo de potencial na proximidade do
ponto de equivaléncia, sendo o uso de detectores potenciométricos de dupla membrana
cristalina de sensibilidade acrescida uma boa ferramenta analitica.

As titulagdes em FIA, também denominadas de “pseudo-titulagdes™ [12], dado
que o que se obtém é uma equivaléncia de concentragdes de titulante e titulado e ndo de
quantidades / nimero de moles equivalentes, como acontece nas volumetrias classicas,
foram propostas por Ruzicka [13], sendo realizadas em sistemas de grande dispersdo. Os
sistemas FIA permitem proporcionar um gradiente de concentragdo, gerado pela
reprodutibilidade do tempo e pela dispersdo controlada da amostra [14] .

Assim, neste trabalho descreve-se o desenvolvimento e aplicagdo de uma
montagem FIA, de elevada dispersdo, baseada na detec¢do potenciometrica, utilizando
um sistema de detecgo de sensibilidade aumentada constituido por um eléctrodo tubular
de duas membranas, sensiveis a Ag (I), associado a um eléctrodo de referéncia
convencional. A analise de cloretos em vinhos era efectuada apos a reacgdo da solugdo

transportadora de prata com o cloreto, presente nas amostras de vinho.
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V - 2 - Parte experimental

2.1 Aparelhagem e eléctrodos

Na preparagdo dos eléctrodos tubulares, para serem usados em FIA, seguiu-se a
metodologia descrita no Capitulo II. O detector utilizado consistia num eléctrodo
selectivo de iio, de membrana dupla, em que o sensor era constituido por AgaS, cujas
caracteristicas operacionais se encontram descritas no Capitulo III. As unidades
sensoras, depois de construidas, eram condicionadas em contacto com uma solugdo de
prata (I) com concentragio igual a 1x10” mol L. Sempre que necessario, os eléctrodos
eram polidos com um fio de algoddo humedecido, revestido de oxido de aluminio ou
papel de polimento de pé de 6xido de aluminio.

O sistema de detecgdo era constituido pelo eléctrodo de configuragdo tubular,
incorporado num suporte de perspex descrito no Capitulo II, e pelo eléctrodo de
referéncia. Este ultimo, de AgCl/Ag (ORION 90-00-02), de dupla jungdo, continha uma
solugdo de KNO; 0,1 mol L™, como solugdo de referéncia externa.

A montagem FIA utilizada na determinagio do anido cloreto em vinhos, foi
estabelecida usando as unidades modulares descritas no Capitulo II. A cdmara de mistura
usada consistia num bloco de perspex com uma cavidade cujo didmetro interno de base
era igual a 10 mm, com uma altura regulavel (descrita no Cap. 1I). No interior desta
cavidade era introduzida uma barra magnética, com um comprimento de cerca de 7 mm.
Esta cdmara de mistura era colocada sobre um agitador magnético, utilizado para manter
e regular a agitagio da solugdo.

A determinagio do volume interno da cAmara de mistura foi feita enchendo-a
com uma solugdo de HCI de concentragio 0,1 mol L. Depois de se esvaziar o seu
conteudo para um matraz e lavar o seu interior varias vezes com agua bidesionizada,
recolheram-se as aguas de lavagem no mesmo recipiente, titulando-as em seguida com
solugdo de NaOH, de concentragdo conhecida. O valor do volume interno foi fixado em
290 uL.

O método de referéncia para a determinagio de cloreto em vinhos foi efectuado

no sistema titulador descrito no Capitulo II. Utilizou-se um eléctrodo indicador de
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membrana cristalina homogénea sensivel ao catido prata, de configuragdo convencional
[15], associado a um eléctrodo de referéncia de dupla jungdo, da marca Orion, modelo

90-00-02.

2.2 Reagentes e solucdes

As solugdes padrio de cloreto foram preparadas por dilui¢éo rigorosa da solugdo
padrdo de NaCl, de concentrago igual a 0,10 M, obtida por pesagem rigorosa de cloreto
de sodio previamente seco na estufa, até peso constante.

A solugio de nitrato de prata (I) foi preparada a partir do respectivo solido €
padronizada com a solugdo de cloreto de sodio, por titulagdo potenciométrica
convencional.

Na realizagdo dos ensaios de referéncia utilizou-se, como titulante, uma solugao
de Ag (I) obtida a partir de um padrdo comercial (Titrisol, Merck, ref. 9990) de

concentragdo 0,10000 mol L™

2.3 Preparacdo das amostras

As amostras de vinho eram intercaladas no sistema FIA sem serem sujeitas a
qualquer tratamento prévio.

Para a realizacdo do método de referéncia as amostras eram acidificadas com
HNO; e seguidamente tituladas. Para tal media-se 5,0 mL de amostra, a qual era
acidificada com 0,25 mL de HNO; de concentragdo 0,5 mol L, para um vaso contendo
uma barra magnética, e colocado sobre um agitador magnético. Apés a introdugdo do
par de eléctrodos, indicador e de referéncia, procedia-se a titulagdo do cloreto presente

nas amostras utilizando-se o titulador automatico descrito anteriormente.
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2.4 Método analitico de referéncia

Para avaliar a qualidade dos resultados obtidos pelo sistema FIA proposto, fez-se
a determinagdo do teor de cloreto nas amostras pelo método de referéncia. O método de
referéncia preconizado pela OIV [5] para o doseamento de cloreto em vinhos, ¢ um
método potenciométrico que recorre a uma titulagdo potenciométrica, com catido prata
(I) em meio acido, utilizando como eléctrodo indicador um eléctrodo sensivel a prata.

O valor da concentragio de cloretos foi obtido a partir da avaliagdo do ponto de

inflexiio da curva de titulagdo, por calculo do valor da primeira e segunda derivadas.

2.5 Montagem FIA utilizada

Foi utilizada uma montagem FIA monocanal de grande dispersdo, esquematizada
na Fig.1, no qual as amostras e padrdes eram inseridos num canal transportador, por
intermédio de uma valvula de seis portas. O transportador era constituido por uma
solugio de nitrato de prata de concentragdo determinada, sendo posteriormente
encaminhado para uma cimara de mistura. Nesta, ocorria a dispersdo do segmento de
amostra no transportador, conjuntamente com a precipitagio do anido cloreto por
reac¢do com o catido Ag (I). O perfil de concentragdo criado pelo decréscimo de Ag (1)
na solugdo transportadora era monitorizado por um detector potenciométrico tubular, de

duas membranas, sensivel a Ag (I).

Por forma a obter-se 0 maximo de sensibilidade analitica, de reprodutibilidade € o
mais curto tempo de analise possivel, procedeu-se a optimizagdo do sistema FIA
estabelecido, estudando-se os parametros fisicos e quimicos que mais influenciavam a
resposta do sistema de detecgfo. Assim, efectuaram-se calibragdes sucessivas, de modo a
ser obtida uma relagdo linear entre a largura de pico e o logaritmo da concentragdo de
cloreto, para uma zona de concentragdes que permitisse abranger os teores de cloreto,

normalmente presentes nos vinhos.
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Para a optimizacgio do sistema FIA foi estudada a influéncia da concentragdo da
solugdo titulante, do volume de injecgdo, da velocidade de fluxo, do volume interno da
camara de mistura e do comprimento do reactor desta ao detector, na largura do sinal
analitico. A avaliagdo da influéncia de cada um dos parametros referidos era efectuada
tendo em conta o declive da recta de calibragdo e a zona de resposta linear alcangados, a
reprodutibilidade dos ensaios, a largura do sinal transiente € o ritmo de amostragem

proporcionados pelo sistema.

Som mV *Rem

L1
BP
Vi
A LI [
2 s -~ E
N~ DT ER
ST =] FET
Aglt o

Figura I - Montagem FIA para a determinagdo de cloreto em vinhos.

Legenda: BP - bomba peristaltica; A - amostra (50 ul); ST - solugdo
transportadora, AgNO; + KNO; - HNO; (8,2 ml min'); Vi -
valvula de injec¢ao; CM - cdmara de mistura; Agit - agitador
magnético ; L, - reactor (30 cm); ET - eléctrodo terra; DT -
detector potenciométrico tubular sensivel a prata; ER - eléctrodo
de referéncia; Som - somador; mV - decimilivoltimetro; Reg -

registador, E - esgolo.
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V - 3 - Resultados e sua discussdo

Tendo em conta as boas caracteristicas operacionais dos sistemas de detecgio de
dupla membrana, sensiveis a catido prata (I), referidas no Capitulo 1II, nomeadamente
um largo intervalo de resposta linear (3x10° a 1x10™ mol L), um declive de 116,1 mV
década’, e uma reprodutibilidade analitica de cerca de + 0,6 mV, foi estabelecido e
optimizado um sistema de fluxo que permitisse efectuar analises de diferentes tipos de
vinho, cujos teores de anido cloreto variassem entre 10 e 800 mg L, por titulagio

potenciomeétrica.

Os processos de titulagdio em FIA baseiam-se na intercalagio do analito num
canal transportador titulante, procedendo-se a monitorizagdo do perfil de concentragdo
(do reagente ou do produto). Este perfil, criado numa cdmara de mistura, permite
estabelecer uma relagio linear entre o intervalo de tempo (largura de pico) e o logaritmo
da concentragdo do analito. Nestes sistemas de alta dispersdo € necessario conhecer o
perfil de concentragio do segmento da amostra quando atravessa o detector. Para tal ¢
necessario utilizar reactores que proporcionem uma distribui¢do exponencial de
concentra¢gdes no segmento de amostra, permitindo estabelecer uma equagdo que
relacione a largura de pico com a concentragdo das solugdes injectadas [13, 14].

Em termos de relagdo entre reagente, amostra e produto da reacgdo, para cada
ponto da curva ascendente do sinal analitico corresponde-lhe um ponto idéntico, na zona
descendente do pico. A analise destes pontos é tdo reprodutivel quanto a determinagao
do maximo do sinal analitico, e a criagio deste gradiente de concentragdo da zona de
amostra injectada, altamente controlavel e reprodutivel, é a chave principal para a

realizagio de titulagdes em fluxo.

O parametro que mais influenciava a qualidade dos resultados analiticos era a
concentragio da solugdo titulante a usar. A fixagdo de um valor de concentragdo de ido
primario, Ag (I), na solugdo transportadora, condicionava o valor da diferenga de
potencial a partir do qual o detector tubular efectuava as medidas, e estava limitado aos
niveis de concentragdo de cloreto a determinar nas diferentes amostras de vinho. A esta

solugdo titulante era adicionado KNOs, de concentragdo 0,1 mol L, usado para ajustar a
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forga i6nica e para aumentar a condutividade entre os eléctrodos indicador e de
referéncia. Era igualmente adicionado HNO;, com concentragdo igual a 1x10™ mol L™,
cuja fungdo era prevenir a precipitagdo de oxidos e hidroxidos de prata, que ocorrem
normalmente a pH alcalino. A concentragio da solugdo titulante de Ag (I) foi estudada
para os valores de 1,0x10”, 1,0x10™* e 1,0x10” mol L (Fig. 2). Uma concentragdo de
Ag (I) igual ou superior a 1,0x10” mol L™ condicionava as medidas a efectuar nas
amostras em que a concentragdo de cloreto era baixa, resultando por isso em sinais
analiticos praticamente indiferenciaveis para as amostras com teores de cloreto inferiores
a 100,0 mg L'\, Com o recurso a solugdes titulantes de concentragéo inferior a 1,0x10”
mol L™, para além de se observar uma maior instabilidade dos potenciais de linha de
base, também se registava um retorno bastante lento do sinal analitico 4 linha de base e,
consequentemente, um baixo ritmo de amostragem (Fig. 2 ¢ 3). O valor de concentragao
de Ag (I) de 1,0x10™ mol L permitia a obtengdo de curvas de calibragdo com menor
declive que o anterior, mas com uma relagdo ritmo de amostragem / sensibilidade muito
mais favoravel (Fig. 2 e 3). A optimizagdo deste pardmetro era pois limitada quer pela
gama de concentragio de cloreto a determinar, quer pelo ritmo de amostragem
proporcionado pelo sistema. A solugdo titulante de Ag (I) escolhida, de concentragdo
igual a 1,0x10® mol L, garantia, além de uma resposta linear no intervalo de
concentracdes de 10,0 a 800,0 mg L', uma boa reprodutibilidade dos resultados

analiticos com um rapido retorno a linha de base (Fig. 3).

Tendo-se fixado a concentragio da solugdo de Ag (I) no valor de 1,0x10* mol
L, efectuou-se o estudo da influéncia de diferentes volumes de injecgiio e caudais na
largura e reprodutibilidade do sinal analitico. Foram estudados volumes de injecgéo de
25, 50, 75 e 100 L, para diferentes valores de caudais no intervalo de 4,5 a 8,2 ml min™,
como se representa nas Fig. 3,4 e 5.

Valores de volume de injecgdo inferiores a 50 uL. originavam curvas de calibragdo
com baixa reprodutibilidade analitica enquanto que valores superiores a 50 uL
conduziam a uma acentuada diminui¢do do ritmo de amostragem (Fig. 5) com
desnecessario consumo de amostra.

Para um valor de caudal de 4,5 ml min" (Fig. 3), qualquer volume de injec¢io
estudado praticamente ndo conduzia a variacGes da sensibilidade analitica do sistema,

proporcionando ritmos de amostragem baixos. Os ensaios realizados a uma velocidade
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de fluxo de 6,5 ml min" (Fig. 4) originaram curvas de calibragdo com menor valor de
declive que os anteriores, enquanto que os efectuados com um caudal de 8,2 ml min™
apresentavam um ligeiro decréscimo de sensibilidade, mas um ganho acentuado no ritmo
de amostragem (Fig. 4 e¢ 5). Para este caudal os melhores valores de sensibilidade
ocorriam para o volume de injecgdo de 50 pL. Como se previa o ritmo de amostragem
aumentava com o valor do caudal e variava inversamente com o valor do volume de
amostra injectado. Optou-se, portanto, pelo valor de 8,2 ml min” e por um volume de

injecgo de 50 pL.

50 4
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;é
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S 20 1+ 2 -
0
: o
0
10 1T (m|
o | O O
| | | 1 | y/74 | |
| T ] j I V/4 | 1
10 20 30 40 S0 100 200

Concentragio (mg L)

Figura 2 - Variagio do sinal analitico com a concentragio da solugio de cloreto

injectada, para diferentes concentragées da solugdo titulante de Ag (I).

Legenda: © - 1x10°; @ - 1x10* e O 1x10° mol L.
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Figura 3 - Variagdo do ritmo de amostragem com diferentes valores de caudal para

as solugio de Ag (I) de concentragdo de Ix10° S Ix10” e 1x10° mol L.
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Figura 4 - Estudo da variacdo da sensibilidade analitica em fungio do caudal (w3
145:®-65¢0-82ml min') quando injectados diferentes volumes de solugdo (25,
50, 75 ¢ 100 1d.).
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Figura 5 - Estudo da variagdo do ritmo de amostragem em fungdo do caudal (O- 4,5;

® - 6,5¢O- 8,2 mL min’') para diferentes volumes de injec¢do (25, 50, 75 e 100 pl).
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Em “pseudotitulagdes FIA” [12], a viscosidade das solugdes tem uma grande
influéncia no formato do sinal analitico obtido, nomeadamente na sua largura [16]. No
caso particular dos vinhos, torna-se essencial a eliminagdo desse efeito, tendo em conta o
conteido variavel em agucares e consequentemente a grande diversidade de teores
alcoolicos dos diferentes tipos de vinhos (branco, tinto e licoroso). Estdo descritos
estudos comparativos resultantes da utilizagdo de diferentes configuragdes de reactor,
com o objectivo de actuarem como sistemas de gradiente, por forma a tentar-se eliminar
a influéncia dos diferentes conteudos em alcool na largura do sinal analitico [10]. Séo
referidos, como sistemas reactores, um tubo de teflon esticado, enrolado ou preenchido
com esferas de vidro (SBSR - single bead string reactor). Foi, no entanto, demonstrado
que o efeito de matriz ndo era completamente eliminado por nenhum deles, mas sim pela
utilizagio de uma cdmara de mistura com agitagdo magnética [10]. Nesta, a solugo
sofre uma agitagdo mecanica, ocorrendo homogeneizagdo numa direc¢do perpendicular
ao fluxo, o que conduz a melhores resultados que os que decorrem do uso de um tubo
enrolado ou um sistema SBSR de igual volume, dando origem a sinais analiticos com
formato gaussiano e a curvas de calibragdo lineares (intervalo de tempo vs. log
concentragdo). A utilizagdo deste tipo de dispositivo € vantajosa para a aplicagdo a
diferentes tipos de vinho, com distintos teores em alcool. Esta homogeneizagéo torna-se
particularmente importante quando se utilizam eléctrodos tubulares porque, neste tipo de
detectores, o sinal decorre do processo electroquimico, termodinamicamente reversivel,

que ocorre na superficie da membrana.

O volume interno da cdmara de mistura pode também influenciar o grau de
dispersdo da amostra. Para avaliar a sua influéncia testaram-se diferentes volumes
internos da camara de mistura, com os valores de 290, 335 e 535 uL. Concluiu-se que o
seu valor pouca influéncia tinha relativamente ao formato do sinal analitico obtido. Dado
que o aumento do volume era acompanhado por um ligeiro decréscimo no ritmo de
amostragem, optou-se pelo menor volume interno possivel (290 pL), valor este que ndo

comprometia 0 movimento do agitador magnético no seu interior.

A distdncia da cimara de mistura ao detector foi também estudada para o

intervalo de valores de 30 a 100 cm. Verificou-se que comprimentos superiores a 50 cm
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conduziam a um decréscimo da sensibilidade analitica (mV decada™) com abaixamento
do ritmo de amostragem. Optou-se, por isso, pelo menor valor possivel, cerca de 30 cm,
que correspondia ao comprimento minimo imposto pelo estabelecimento das ligagdes
entre os diferentes componentes do sistema FIA. Este comprimento favorecia um rapido

retorno do sinal analitico a linha de base.

A altura de pico, a que € efectuada a medida da sua largura, condicionava
também a sensibilidade da medigdo, sendo esta maior para valores de altura o mais
proximos possivel da linha de base. Foi fixada uma altura correspondente a 10 mV acima
do valor correspondente a linha de base, valor maximo que permitia abranger toda a
gama de concentra¢des das solugdes padrdo empregues, sem que a leitura fosse afectada

por oscilagdes provocadas pelo ruido eléctrico da linha de base.

A eliminagdo de interferéncias eléctricas no sistema foi conseguida pela
intercalagdo, na montagem FIA, de um contacto de terra que se situava entre a camara

de mistura e o detector (Fig. 1).

O sistema FIA com as caracteristicas seleccionadas permitia a determinagdo de
anido cloreto num intervalo de concentragdes alargado, entre 10,0 e 800,0 mg L7,

originando registos analiticos semelhantes ao que se apresentam na Fig. 6.

A repetitibilidade dos sinais analiticos foi determinada fazendo injecgdes repetidas
de solugdes padrdo de cloreto, com concentragdes iguais a 30,0 e 500,0 mg L™, tendo-se

obtido valores de desvio padrdo relativo com variagdes inferiores a 1%.

A estabilidade do sistema FIA ao longo de um dia de trabalho foi também
avaliada, tragando varias curvas de calibragdo, e procedendo-se ao calculo da variagdo
do potencial para diferentes niveis de concentra¢@o na zona de resposta linear do sistema
de detecgdo. Esta ndo apresentava desvios de potencial superiores a 1 mV ao longo de
um dia de trabalho, o que evitava fazer calibragdes repetidas por largos periodos de

tempo.
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Figura 6 - Registo de uma calibracdo obtida com o sistema FIA proposto.
Legenda: Solugdes padrdo de cloreto intercaladas: A -10; B - 20; C - 30; D
- 40; E-50; F - 100; G - 200; H - 500; I - 600 mg L"".

Quando havia uma diminui¢do na velocidade de resposta ou uma variagio no
limite de detecgdo registado pelo sistema de detecgdo, retirava-se o eléctrodo da
montagem e procedia-se ao seu polimento e condicionamento. Este procedimento era
efectuado cerca de uma vez por semana. Apesar de se tratar de um sistema de
precipitagdo em linha, dado que a concentragdo de titulante era muito baixa (1,0x10™
mol L") nunca ocorreram problemas de obstrugdo na tubagem da montagem FIA e/ou

no interior da cdmara de mistura.

O ritmo de amostragem, dependente do intervalo de concentragdes onde se
localizam as determinagdes, oscilava entre 90 a 200 amostras h’, valor este
consideravelmente superior ao indicado por outros autores [10], que utilizavam

igualmente um sistema de fluxo para a determinagdo de cloreto em vinhos.
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V - 4 - Determinagido de cloreto em vinhos

Com o sistema proposto conseguiam-se caracteristicas adequadas a analise de
anido cloreto, por titulagio em linha, pelo que se efectuou a sua validagdo por aplicagéo
a amostras reais de vinhos.

Apos a optimizagdo do sistema de fluxo descrito anteriormente, procedia-se a sua
calibragdo, injectando, em triplicado, diferentes padrdes de cloreto de sodio com
concentragdes que variavam entre 10,0 e 800,0 mg L™ (expresso em cloreto).

A aplicabilidade do sistema FIA descrito foi testada efectuando-se analises dos
teores de cloreto em vinhos portugueses, nomeadamente 12 amostras de vinhos brancos,
tintos e licorosos (Porto e Madeira). Na Tabela I, encontram-se resumidos, os resultados
referentes as determinagSes efectuadas sobre as mesmas amostras, utilizando quer a
metodologia FIA proposta quer a de referéncia.

A qualidade dos resultados obtidos pelo sistema FIA estabelecido (Cr) foi
avaliada estabelecendo-se uma relagdo, cujos pardmetros da regressdo linear, bem como

os respectivos limites de confianga para uma probabilidade de 95%,sd0:

Cr = 0,841 (£1,6) +0,997 (+ 1,1x10?) Cg mg L™ (r = 0,9999)

o que revela o bom acordo entre as duas metodologias (Fig. 7).

Foi também efectuado o teste t de Student, bilateral, emparelhado, na analise
comparada dos resultados originando um valor de t = 1,086. Para um nivel de confianga
de 95% (tog2s = 2,201) [17] confirma-se a hipotese nula, podendo considerar-se ndo
existirem diferencas estatisticas significativas entre os resultados fornecidos pelos dois
métodos.

Da analise dos valores acima citados, concluiu-se nfo existirem desvios

significativos, em termos de exactiddo, dos resultados fornecidos pelos dois métodos.
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Para avaliar a precisdo dos resultados obtidos no ensaio de amostras reais, com a
montagem desenvolvida, injectou-se repetidas vezes (n = 12), amostras de vinhos com a
concentragdo igual a 80,8, 115,0 e 259,5S mg L. O desvio padréo relativo encontrado foi

inferior a 0,6 % (Fig. 8).

Os valores de exactiddo e precisio obtidos com o sistema implementado
concorrem favoravelmente com os referidos em trabalhos anteriores [9 - 11], que
referem a obtengdo de um desvio relativo maximo de 6% [11]. Relativamente ao sistema
de fluxo que empregava um eléctrodo de 2° espécie [10], conseguiu-se obter, além de
uma melhor precisdo analitica (referida como inferior a 2,3 %), uma frequéncia de

amostragem significativamente mais elevada.

350-|—
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Figura 7 - Avaliacdo comparativa dos resultados obtidos no doseamento de cloreto

em vinhos pela metodologia FIA e pelo procedimento de referéncia.
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Tabela I. Resultados obtidos na determinagdo de cloretos em vinhos pela metodologia

proposta e pelo método de referéncia.

FIA REF DR

Amostra (mg L") (mg L) (%)
iy 29,0 +1,1 30,5 £1,0 -4.9
2 308 +4,9 310 44,5 -0,64
3* 29,7 40,80 29,2 +1.1 1,7
4 26,8 +1,5 26,7 +1,6 0,37
s 115 +1,6 114 £1,1 0,88
6™ 86,6 +2,4 84.9 2.1 2,0
o 80,8 +1,3 77,4 £1,1 4.4
" 61,2 42,1 60,9 +2.2 0,49
9% 129 43,1 128 43,1 0,78
10 230422 229 423 0,44
117 132 £1,1 133 £1,1 -0,75
12" 259 427 258 +2.9 0,39

® Valores médios ¢ correspondentes desvios padriio de cinco determinagdes efectuadas sobre a mesma

amostra para a metodologia FIA e de referéncia.

Tipo de vinho : * Vinho do Porto ¢ Madeira; ** vinhos tintos: “** vinhos brancos.
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Figura 8 - Fiagrama correspondente a um ensaio de repetitibilidade usando uma

amostra de vinho de concentragdo 100 mg L™, expressa em anido cloreto.

V- 5 - Conclusoes

As boas caracteristicas operacionais do sistema de detecgdo potenciométrico
usado, particularmente a boa sensibilidade e reprodutibilidade analiticas, permitiram a
construgdo e desenvolvimento de um sistema FIA simples e mecanicamente estavel que
foi aplicado com sucesso a analise de vinhos, sem necessidade de qualquer etapa de
preparagio da amostra.

O sistema desenvolvido constitui uma boa alternativa ao método de referéncia
[5], sendo mais simples e rapido, e aos métodos anteriormente descritos [6, 7, 9-11], ndo
s6 pelos altos ritmos de amostragem que proporciona, como também pelo baixo
consumo de amostras e reagentes. O sistema implementado proporciona um reduzido
consumo de reagentes, com um gasto de cerca de 90 ug de solugéo titulante de prata por
determinagio.

O sistema estabelecido exige pouca manutengdo, sendo facilmente aplicado a

diferentes matrizes em ensaios de controlo de rotina deste parimetro analitico.
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CAPITULO VI

Desenvotvimento de uma montagem FIA utilizando

um detector potenciométrico de duas membranas,
sensivel a iodeto, para a determinacdo de SO; em

vinhos
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VI - 1 - Introdugdo

A presenga de dioxido de enxofre (SO,) € essencial nos vinhos dado que tem uma
forte ac¢do inibitoria sobre o desenvolvimento das leveduras e bactérias lacticas, actua
como anti-oxidante, destroi as oxidases e intervém como melhorador gustativo, devido
a sua reacgdo com o acetaldeido [1].

O SO, pode ser encontrado nos vinhos sob a forma livre e combinada, sendo o

equilibrio entre ambas fortemente dependente da temperatura. A fracgdo livre (H2SOs,

HSO; e SO:%) é directamente doseavel no vinho acidificado, por reacgdo com uma
solu¢do de iodo. Da fracgdo combinada, parte encontra-se numa forma estavel, por
ligagdo com o acetaldeido, enquanto que a restante se encontra num estado pouco
estavel, constituindo uma reserva, que compensa o teor de SO, livre sempre que o
equilibrio se desloca por oxidagdo deste [2]. As fontes de SO, usualmente adicionadas
ao vinho sdo sob a forma de metabissulfito de potassio, cilindros de dioxido de enxofre
na forma liquefeita ou solugdes do gas em agua [3].

O controlo analitico do teor de SO, nos vinhos deve ser efectuado previamente a
sua comercializagdo, quer pelas suas caracteristicas de toxicidade, quer devido as
alteragdes organolépticas e quimicas que pode provocar nas bebidas. O seu efeito
toxico, pouco comum mas particularmente importante em individuos sensiveis a
sulfitos, manifesta-se predominantemente por sintomas respiratorios - sensagdo de
opressdo, espirros, crises de tosse espasmodica - podendo, nos casos mais graves,
conduzir a necrose bronquica. Pode também provocar complicagdes cardiovasculares,
nomeadamente colapso e hipertrofia cardiaca [4]. Devido aos efeitos toxicos citados, a
US Food and Drug Administration (FDA) [5] estabeleceu, como limite maximo de SO,
admitido em produtos alimentares, o valor de 10 mg Kg™".

Os limites maximos aceitaveis para o teor de dioxido de enxofre total, no
momento da venda do produto ao consumidor, foram também estabelecidos pela Office
International de la Vigne et du Vin (OIV) [6], e estdo representados na Tabela I. A sua
monitorizag¢do nos vinhos €, portanto, essencial para a verificagdo do teor em SO, total,

tendo em conta a legislagio vigente [2].
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O método oficial proposto pela Comunidade Europeia (CE) [7] e pela O1V [6]
para a determinagdo do SO, livre e total nos vinhos, baseia-se no arrastamento deste
composto da matriz, utilizando uma corrente de azoto ou ar, e promovendo a sua
fixacdo e oxidagio numa solu¢io neutra diluida de H;O,. O H,SO, resultante €
seguidamente doseado com uma solugio padrdo de NaOH, previamente titulada. Neste
método, o SO, total é extraido do vinho por aquecimento deste, a 100° C. O aparelho
utilizado na execugdo desta metodologia de referéncia obedece a pardmetros
rigorosamente estabelecidos pela OIV [6], nomeadamente no que respeita as dimensdes

de todos os seus componentes e ao processo de refrigeracéo.

Tabela I Valores mdximos aceitdveis para o teor de SO; total em vinhos segundo a

olv.

Limite mdximo aceitdvel Tipo de vinho
(mg L")
173 vinhos tintos
300 vinhos tintos, brancos e rosados com teor em matérias

redutoras > 4 g L
225 vinhos brancos e rosados

400 excepcionalmente certos vinhos brancos doces

A norma oficial portuguesa [8] propde, alternativamente, um processo de
doseamento mais rapido, baseado no método de Ripper. Este mesmo procedimento €
igualmente proposto pela OIV [6], como alternativa ao método de oxidagdo /

arrastamento, designando-o por “método rapido de ensaio”. Este método baseia-se
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numa titulagdo iodométrica, na qual o SO, livre ¢ doseado por oxidagdo com o iodo,
enquanto o SO, combinado € posteriormente doseado por titulagdo iodométrica, apos
dupla hidrolise alcalina da amostra. O SO, total é obtido pela soma dos valores de SO
livce ¢ SO, combinado determinados. Esta metodologia preconiza uma titulagio
correctiva, na qual a fracgdo livre do SO; € combinada com um excesso de etanal ou
propanal, de forma a permitir quantificar e subtrair o teor de substancias (que nao
sulfitos) oxidaveis pelo iodo em meio acido. Apesar de tudo, o método € moroso €
susceptivel a erros decorrentes das etapas de manipulagdo das amostras.

O processamento de um maior numero de amostras exigiu o recurso a métodos
automaticos, que permitissem minimizar os tempos de analise e seus custos,
relativamente aos laboriosos e morosos métodos classicos, anteriormente citados. Por
esta razdo foram propostos varios sistemas de analise por injecgdo em fluxo, para a
determinagdo deste parametro em vinhos, que permitiam efectuar analises em tempos
mais curtos, com menor manipulagdo e baixo consumo, quer de amostra quer de
reagentes.

Os sistemas de fluxo descritos incluem como processos de detecgdo a
espectrofotometria [9-18], coulombimetria [19], amperometria/voltametria [20-27],
quimioluminiscéncia [28, 29] e potenciometria [30, 311

Sio varios os sistemas de fluxo, destinados ao doseamento de sulfitos nos vinhos,
que referem a p-rosanilina como reagente de desenvolvimento de cor (reacgdo de West-
Gaeke) para detecgio espectrofotométrica [9-14]. Estes procedimentos apresentam
como principal desvantagem a sua dificil aplicabilidade a vinhos tintos, aconselhando-se
para isso uma separagdo preliminar da matriz por um sistema de difusdo de gas [12, 14]
ou um sistema de paragem de fluxo (stopped-flow) [9, 13]. O p-aminoazobenzeno
(PAAB) [15], o verde de malaquite [16, 17] € 0 4cido dinitroditiodibenzdico (DTNB)
[18] sdo também reagentes de desenvolvimento de cor vulgarmente referidos. Estes
sistemas, assim como os que utilizam detecgdo amperométrica/voltamétrica [20-27]
permitem, de uma forma geral, trabalhar em gamas de concentragdo muito estreitas [11,
13, 16, 17, 22, 23, 26, 27] e proporcionam sistemas com ritmos de amostragem
bastante reduzidos [10, 12-17, 20, 21, 23, 26] (10-60 amostras hh. A
quimioluminiscéncia [28, 29], apesar das boas caracteristicas analiticas que proporciona,

obriga normalmente 4 utilizagdo de reagentes de grande toxicidade.
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A detecgio potenciométrica apresenta como vantagens, relativamente aos
sistemas anteriormente citados, o baixo custo e a facilidade de operagdo numa gama
alargada de concentragdes, sem perda de sensibilidade analitica, além de proporcionar
uma boa selectividade e precisdo analiticas. As duas montagens referidas na literatura
[30, 31] descrevem a utilizagdo de unidades de difusdo de gases, o que lhes permitia um
acréscimo de selectividade, particularmente por eliminagdo da interferéncia do amao
cloreto, usualmente presente neste tipo de matriz. No trabalho descrito por Marshall
[30] foi utilizado um eléctrodo convencional de sulfureto de mercurio (IT) / cloreto de
merctrio (I), enquanto que Badr [31] refere a utilizagdo de um eléctrodo convencional,
de condutor movel, com solu¢do de referéncia interna, sensivel a sulfito. Porém, as
montagens referidas, porque usam detectores potenciométricos num arranjo em cascata
[30] ou eléctrodos com solugdo de referéncia interna [31], tornam-se mecanicamente
instaveis e de dificil implementagio em processos de rotina laboratorial. Além disso €
referido um intervalo operacional de concentragdes relativamente estreito (0,1 a 10 mg
L") [30], comparativamente com 0s teores de SO, usualmente presentes nos vinhos,
para além de ritmos de amostragem baixos (cerca de 20 amostras h™") [30, 31].

A difusio de gas é um processo que permite remover da amostra o analito, para
um canal aceitador, por forma a torné-lo livre de interferéncias quimicas e fisicas. A sua
inclusio em FIA, como etapa preliminar associada a detecgdo potenciomeétrica,
contribui consequentemente para um aumento da selectividade desta, obviando assim
uma das suas limitacdes. Induz, porém, a uma redugio da sensibilidade analitica; esta
desvantagem pode, no entanto, ser ultrapassada pelo recurso a detectores
potenciométricos de sensibilidade acrescida, que pela inclusdo de duas membranas
sensoras no mesmo corpo do eléctrodo, proporcionam valores de declive de calibragao
duplos dos obtidos com eléctrodos convencionais.

No Capitulo IIT foi referida a construgio e desenvolvimento de sistemas de
detecgdo de sensibilidade aumentada sensiveis a anido iodeto. Estes eram constituidos
por eléctrodos tubulares de duas membranas cristalinas homogéneas, e porque
apresentavam boas caracteristicas operacionais, nomeadamente alta sensibilidade
analitica e grande estabilidade, justificavam a sua aplicagdo. Nessa base desenvolveu-se

um sistema FIA simples e de custos reduzidos para a anilise de SO, em vinhos que
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incluia a intercalagio de uma unidade de difusdo de gas e permitia a determinagdo deste

parimetro quimico por um processo iodométrico, baseado no método de Ripper [6, 8].

VI - 2 - Parte experimental

2.1 Aparelhagem e eléctrodos

Como detector foi usado um eléctrodo tubular de duas membranas cristalinas
homogéneas, sensiveis a iodeto, cujo sensor era constituido por uma mistura de
Agl/Ag,S (na proporgdo molar de 1:1), estando a sua construgdo e avaliagdo descrita
no Capitulo IIL

A montagem FIA utilizada na determinagdo do SO, em vinhos foi estabelecida
usando o equipamento modular anteriormente descrito. As unidades de difusdo de gas
utilizadas consistiam num duplo bloco de perspex com uma cavidade talhada em cada
um dos blocos constituintes do difusor, com 2 mm de largura e 0,5 ou 1 mm de
profundidade, e com diferentes comprimentos de difusdo (3,5, 7,0 e 10,5 cm). Estas
unidades incorporavam uma membrana de difusdo, microporosa, hidrofobica, composta
por politetrafluoretileno (PTFE), que era substituida sempre que se verificava perda de

reprodutibilidade analitica,o seu colapso ou ruptura.

2.2 Reagentes e solugoes

A solucdo de Na,SO;, de concentragao 0,10 mol L, era preparada por pesagem
rigorosa do solido, e doseada diariamente por titulagdio iodométrica de acordo com o
procedimento referido em [7], sendo mantida no frigorifico entre utilizagdes. As
solugdes padrio de SO, eram preparadas diariamente a partir da solug@o anterior, por
diluigdo rigorosa, e estabilizadas com uma solugdo de glicerina 0,05 % (v/v). As

solugdes padrdo usadas nas calibragdes eram mantidas em baldes de vidro, cobertos
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com papel de aluminio e mergulhados em gelo, durante o periodo de realizagdo dos
ensaios. A sua possivel degradagdo foi avaliada ao longo de cinco horas de trabalho,
por injec¢do sucessiva de trés solugoes padrio de sulfito com concentragdes iguais a
5.0x10%, 1,0x10° e 50x10° mol L, no sistema de fluxo com detecgdio
potenciométrica. Verificou-se que, quando mantidas nas condigdes referidas, ndo
ocorria praticamente alteragdo das concentragoes das solugdes ensaiados, conforme se

demonstra com os resultados representados na Fig. 1.

5‘30 i
£
= L e 1 -3 -1
oD B e —4& 5x1073 molL
=
<
£20 L
3 —& $——— _u 1x103 mol L'
<15 +
-4 -1
10 # ' t’:'.\* 5x10“4 mol L
0 100 200 300
Tempo (min)

Figura 1 - Variagdo da altura do sinal analitico correspondente a injecg¢do de trés
padrées de SO,, de concentragoes 3, Ox107, 1,0x107 e 5,0x10° ? mol L, ao longo de 5

horas de trabalho.

A solugdo de iodo usada como titulante, foi preparada diariamente, de acordo
com as indicagdes referidas em [32]. Para isso procedeu-se a dissolugdo de 12,5 g de

iodeto de potassio, num volume minimo de H20, e adi¢do de 6,35 g de iodo, pesado
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em vidro de relégio e manuseado com uma espatula de madeira. Esta solugdo era
titulada com uma solugdo padrio de tiosulfato de sodio, de concentragao 0,10 mol L™,
e mantida num frasco rolhado de vidro escuro em local fresco e ao abrigo da luz.

A adigio de iodeto a solugdes aquosas de iodo tinha como objectivo diminuir a
pressdo de vapor da solu¢do aquosa pura de iodo e, consequentemente, reduzir a sua
perda por volatilizagio, assim como aumentar a solubilidade do iodo, por formagdo de
ol

Para utilizagdo no sistema FIA, a solugdo reagente de iodo, de concentragdo
5,0x107 mol L™, era diluida numa solu¢do tampao de acido acético / acetato de sodio

(pH 4,3 e forga ionica 0,1) até perfazer um volume de 500 mL.

2.3 Método de referéncia

Os valores obtidos pela metodologia FIA foram comparados com os resultados
obtidos pela aplicagio do método rapido proposto pela OIV [6] (método oficial
portugués [8]) na analise das mesmas amostras.

O método rapido de doseamento baseia-se no método de “Ripper” que, como foi
referido, consiste numa titulagdo iodométrica do SO, presente no vinho.

A determinagdo da fracgdo livre baseia-se na titulagdo iodométrica directa em
meio 4cido, para reduzir a oxidagdo de polifendis pela solugéo de iodo e permitir uma
reac¢do quantitativa entre o sulfito e o iodo. Faz-se uma titulagdo correctiva sobre a
mesma amostra, mas em que a fracgdo livre de SO, se combinou com um excesso de
etanal ou propanal. Para a determinagdo do “SO, combinado” efectua-se uma titulagao
iodométrica, em meio acido, apos dupla hidrolise alcalina da mesma amostra utilizada

na determinagdo do SO; livre e onde este foi oxidado.
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2.4 Preparacdo das amostras para doseamento por FIA e pelo método de

referéncia

Na determinagdo do SO, livre procedia-se a intercalagdo da amostra no sistema
FIA, sem a submeter a qualquer tratamento prévio, imediatamente apos a abertura da
garrafa.

Na determinag@o do SO, total seguiu-se um procedimento semelhante ao descrito
pela norma oficial portuguesa [8], no qual se usava uma aliquota de 10,0 mL de
amostra, a qual era alcalinizada com 1,6 mL de NaOH de concentragio 4 mol L e com
pH ajustado a cerca de 13 unidades. A amostra ficava em repouso durante 5 minutos e
era seguidamente adicionada de 2,0 mL de H,SO4 (1:9 v/v) sendo imediatamente
inserida na montagem FIA.

Na execucdo do método de referéncia para a determinagdo de SO, livre, a
amostra (50,0 mL), adicionada de H,SO4, cozimento de amido e EDTA Na,, era
titulada de imediato, apos a abertura da garrafa. A mesma toma era depois sujeita a
hidrolise alcalina dupla, por adigdo de uma solugio de 8 + 20 mL de NaOH, de
concentragio 4 mol L', e titulada, em duas etapas, com uma solugdo de iodo para

determinagdo do SO, combinado.

2.5 Montagem FIA usada

Para a determinagdo de SO, em vinhos foi estabelecida uma montagem FIA,
semelhante a representada na Fig. 2, na qual as amostras e solu¢des padrdo eram
inseridas numa solugdo transportadora (H>0), por intermédio de uma valvula de seis
portas, que convergia para um canal onde circulava uma solugio de HNO;. O SO,
libertado em meio acido difundia-se, através de uma membrana de PTFE inserida numa
unidade de difusdo de gas com 7,0 cm e uma profundidade de canal de 0,5 mm, para um
canal aceitador, onde circulava uma solugéo de 1, + KI. A variagdo da concentragio de

iodeto, causada pela reac¢do de oxidagdo do SO, era monitorizada pelo detector
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potenciométrico tubular sensivel a iodeto, colocado em linha com a unidade de difusio
de gas.

O sistema FIA foi optimizado, efectuando-se calibragdes sucessivas, de modo a
ser obtida uma relagdo linear entre a altura do sinal analitico e o logaritmo da
concentra¢do de SO, por forma a permitir realizar determinagdes numa gama alargada
de concentragdes, com um maximo de sensibilidade analitica e com uma alta frequéncia
de amostragem.

Para a optimizagdo da montagem FIA foi estudada a influéncia de diferentes
pardmetros fisico-quimicos e hidrodindmicos, nomeadamente, a concentragio da
solugdo de I, o pH da solugdo de HNO;, o percurso de difusdo da unidade de difusdo
de gas, o volume de injecgdo da amostra, o comprimento do reactor e os valores dos
caudais da solugdo transportadora e reagente, no declive da recta de calibracio,
intervalo de resposta linear, reprodutibilidade e ritmo de amostragem do sistema de

fluxo.

BP

Som mV

Q
5 >t %

Q

= DP ER

Figura 2 - Montagem FIA para a deferminagdo de SO; em vinhos.

Legenda: BP - bomba peristaltica; A - amostra (500 ul); Q; - solucdo
transporiadora, H>O (2,1 ml. min'); Q, - solucdo de I, -~ KI (4,5 mL
min’); Qs - solugdo de HNO; ( 2,3 mL min' ); Vi - vilvula de
injecgdo; X - confluéncia; UDG - unidade de difusdo de gas; L; e L,
- reactores (50 e 35 cm); ET - eléctrodo terra; DP - detector
potenciométrico sensivel a iodeto; ER - eléctrodo de referéncia; Som

- somador; mV - decimilivoltimetro; Reg - registador; E - esgoto.
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VI - 3 - Resultados e sua discussdo

O bom funcionamento do sistema de detecgdo de sensibilidade aumentada
sensivel a iodeto, referido no Capitulo ITI, nomeadamente o limite inferior de resposta
linear apresentado, na ordem de 2x10” mol L™, o declive de calibragio de 112,4 mV
década™ e a grande estabilidade, sugeriam a possibilidade de poder ser usado em
aplicagdes analiticas. Por isso, desenvolveu-se e optimizou-se um sistema FIA que
permitisse efectuar analises de diferentes tipos de vinho para determinagdo do SO, (Fig.
2).

Comegou-se por estudar o valor da concentragdo da solugdo titulante, tendo em
conta a intensidade do sinal analitico obtido, bem como os teores de SO, normalmente
existentes nos vinhos (cerca de 3 a 200 mg L'). Foram efectuadas calibragdes
consecutivas injectando, em triplicado, solugdes padrdo de SO, de concentragdes entre
3,2e 180 mg L. Foram estudadas solugdes de iodo com concentragdes que variaram
entre 2,5x10” mol L e 5,0x10” mol L™ (Fig. 3). Dado que ¢ necessaria a adigdo de
iodeto de potassio para promover a solubilizagdo do iodo [32], numa proporgdo de
cerca de 2:1 (m/m), a presenga deste anido condicionava o valor de potencial da linha
de base, pelo que limitava o valor de concentragdo minima que era possivel ser
detectado. Assim, solugdes de concentracdo de iodo superiores a 5,0x107 mol L ndo
permitiam determinagdes em amostras em que a concentragdo de SO, era baixa, inferior
a 5,0x10™ mol L, resultando nestes casos sinais analiticos de pequena amplitude.
Solugdes de iodo de concentragdo inferior a 2,5x10” mol L, para além de provocarem
instabilidade dos potenciais de linha de base e um retorno bastante lento do sinal
analitico a este, inviabilizavam ainda o doseamento de amostras cujas concentragdes de
SO, eram elevadas. A optimizagdo deste pardmetro foi pois efectuada de modo a que a
solugdo de iodo fosse suficiente para promover a total oxidagdo de SO,, por forma a
permitir a sua determinagdo quantitativa, sem se ter que recorrer a tratamentos
adicionais da amostra.

Atendendo a que os teores de SO; no vinho normalmente ndo excedem um valor
de cerca de 200 mg L™, optou-se por usar uma solugdo de titulante, com concentragdo

expressa em iodo, igual a 2,5x10” mol L™, que permitia efectuar determinagdes numa
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gama de concentragdo de 3,2 a 22,4 mg L', zona esta onde estdo contidos os teores de
SO, livre normalmente presentes nos vinhos tintos. Sempre que a concentragdo de SO,
era compreendida entre 22,4 ¢ 180 mg L, a concentragio em iodo da solu¢do usada

como titulante era igual a 5,0x10”° mol L™
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Figura 3 - Variagdes da sensibilidade analitica do sistema FIA relativamente a

concentragdo de I, (0) e concentragdo de HNO; /pH (©).
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O valor de pH, necessario para que a reac¢do do iodo com o sulfito fosse
quantitativa [1, 3], sem que no entanto houvesse oxidagéo dos polifenodis do vinho pela
solugdo de iodo, foi estudado, adicionando a amostra, por confluéncia, solugdes de
HNO; de concentragio variavel. A presenga do HNO; era também necessdria para
promover a libertagio do SO, da matriz e, consequentemente a sua difusdo, pelo que
foram testadas solugdes deste acido com concentragdes iguais a 4,0x107, 4,0x10% e
4,0x10° mol L". Verificou-se que, para valores de concentragio de HNO; iguais a
4x10° mol L' praticamente ndo ocorria libertagdo de sulfito, enquanto que o
abaixamento de pH conduzia aos melhores resultados de amplitude de sinal analitico,
relacionados com um incremento da libertagio do SO, (Fig. 3). Optou-se, por isso, por
uma solucdo de HNOs de concentragéo igual a 4,0x10™ mol L™

Porque nas condigdes de difusio implementadas a solugdo de HNO; poderia
igualmente conduzir & hidrolise indesejada de formas combinados de sulfito [33], foi
efectuado um estudo do comportamento das solugdes padrao de SO, adicionadas de um
aldeido, p. ex. formaldeido, mimetizando-se, com solugdes padrio, a reacgdo de
formagio de HMS (hidroximetanosulfonatos) que pode ocorrer nos vinhos. Utilizaram-
se, como condigdes experimentais, pardmetros proximos dos implementados no sistema
FIA proposto, ou seja, um valor de pH 5-6 e temperatura ambiente (cerca de 25 °C).
Para isso, foram introduzidas na montagem FIA misturas de solugdes equimolares de
formaldeido e sulfito, em concentragbes iguais a 1,0x107 e 1,0x10° mol o
imediatamente e passados cerca de 20 min apos a sua preparacdo, ndo se registando
qualquer sinal analitico. Nestas condigdes poder-se-ia concluir que a solugdo acida,
utilizada no interior da montagem para promover a libertagdo do SO, e condicionar a
sua reacgio de oxidagdo com a solugdo de iodo, ndo produzia qualquer hidrolise das
formas combinadas de sulfito. Se fosse efectuada uma hidrolise alcalina, prévia a
insercdo destes padrdes no sistema FIA, obtinha-se um sinal analitico correspondente a
totalidade do SO, presente, exactamente tal qual se passava com a hidrolise alcalina no

doseamento do SO, combinado.

Depois de definidos os pardmetros quimicos da montagem FIA, procedeu-se a
optimizagio do volume de injec¢do, comprimento do reactor e caudais, determinando-

se a sua influéncia na amplitude do sinal transiente fornecido pelo sistema de detecgéo.
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A eficiéncia de difusdo, processo que resulta das diferengas das pressdes parciais
nos dois lados da membrana e da diferenga de solubilidade do gés nas solugdes dos
canais dador e aceitador, ¢ fortemente dependente dos pardmetros que actuam ao nivel
do transporte do gas. Alguns autores [34, 35] referem que a difusdo em contra-corrente
faz aumentar a sensibilidade correspondente ao sinal analitico (em cerca de 10%) desde
que a velocidade de fluxo nos dois canais seja igual e reduzida, ndo sendo por isso
necessario existir um diferencial de pressio entre os dois lados da membrana difusora. A
profundidade do canal de difusdo, bem como o seu comprimento, sdo também
pardmetros que afectam a eficiéncia de difusdo, pelo que a sua avaliagdo € também
importante. Nalguns trabalhos sdo referidas etapas de concentragio do analito
recorrendo-se & difusdo de gases, nos quais se utilizaram caudais diferentes nos dois
canais dado que, recorrendo a paragem de fluxo ou a uma grande diminuigdo da
velocidade de fluxo do canal aceitador, se conseguia uma maior concentragdo do gas
em analise no canal aceitador [34, 35].

A influéncia da variagdo do volume de injec¢do na amplitude do sinal analitico foi
avaliada conjuntamente com o estudo de diferentes comprimentos de percursos de
difusdo (Fig. 4). Foram estudados volumes de injecgdo variaveis, de 100 a 1000 pL, e
trés percursos de difusdo diferentes (3,5, 7,0 e 10,5 cm), todos eles com uma
profundidade de canal de difusdo de 0,5 mm. Para todos os casos foram efectuadas
calibragdes sucessivas, em triplicado, na gama de concentragio de 3,2 a 180 mg 17,

Percursos difusores com cerca de 3,5 cm de comprimento originaram, para os trés
volumes de injecgdo testados, desvios de linearidade acentuados, particularmente para
as solugdes de sulfito mais concentradas, dado que a extensdo de difusdo ndo era
suficiente para toda a gama de concentragdo estudada. O coeficiente de correlagdo das
curvas de calibracio obtidas com esta unidade de difusdo era pouco satisfatorio,
afastando-se do valor unitario, ndo permitindo efectuar determinagdes na gama de
concentra¢do de SO; usualmente encontrada nos vinhos.

Quando se utilizava um percurso difusor de 10,5 cm, obtinham-se curvas de
calibragdo com menores valores de declive, relativamente aos sistemas com as unidades
de 3,5 e 7,0 cm de comprimento, observando-se também desvios de linearidade,
provavelmente devido a uma maior dispersio da amostra ao longo da membrana

difusora causada pelo seu elevado volume morto. Este problema era particularmente
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marcante para os padrdes mais diluidos. Para além disso, o ritmo de amostragem ficava
comprometido.

A unidade de difusio com um comprimento igual a 7,0 cm foi a que, nas
diferentes calibragdes efectuadas, originou melhores valores de coeficiente de
correlagdo e reprodutibilidade dos sinais analiticos, em particular para um volume de

injecgdo de 500 pL.
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Figura 4 - Estudo da variacdo da sensibilidade do sistema FIA, em funcdo do
comprimento do percurso de difusdo (m - 3,5 cm; ® - 7 cm; o - 10,5 cm), para
diferentes volumes de injec¢do (100, 200, 500 e 1000 wpl) e para um caudal fixado

em 3,5 mL min™".
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Com a unidade de difusdo de 7 cm, o volume de injecgdo de 200 pL, apesar de
originar curvas de calibragdo com um declive ligeiramente superior as obtidas com o
volume de 500 pL, conduzia a um maior irreprodutibilidade dos sinais analiticos para
concentragdes de sulfito inferiores a 22,4 mg L', comprometendo a determinagio de
SO, livre nos vinhos tintos. Por esta razio optou-se pela utilizagdo de um volume de
injecgdo de 500 pL, dado que permitia trabalhar em toda a gama de concentragoes na
qual o SO, esta usualmente presente nos vinhos verdes e tintos, e por uma unidade de

difusdo de gas com um percurso de 7 cm.

Com o volume de injecgdo de 500 pL foi também testada uma unidade difusora
com um percurso igual a 7 cm mas com uma profundidade de canal de 2 mm. Verificou-
se neste caso que, a capacidade de difusdo era fortemente comprometida, o que se
explica por uma menor superficie de contacto da amostra com a membrana de PTFE,

resultados que estdo de acordo com o descrito anteriormente na literatura [35].

Na montagem FIA implementada (Fig. 2) a distdncia entre a confluéncia X e a
unidade difusora de gases (L,) foi também estudada, de forma a que o seu comprimento
fosse suficiente para proporcionar uma boa mistura das solugdes nela convergentes, sem
contudo provocar uma grande diluigdo da amostra. O seu estudo foi efectuado para
comprimentos variaveis entre 15 e 115 cm, conforme se representa na Fig. 5. O
comprimento do reactor teria que ser suficiente para proporcionar uma libertagdo, o
mais completa possivel, do SO,, mas o mais curto possivel por forma a ndo
comprometer o ritmo de amostragem. Verificou-se que comprimentos superiores a 55
cm conduziam a um decréscimo da sensibilidade analitica com abaixamento do ritmo de
amostragem, devido a uma grande dispersdo da amostra no sistema. Para valores
inferiores a 35 cm o reactor ndo era suficiente para garantir a reac¢do das solugdes

convergentes. Optou-se por isso por um reactor com um comprimento igual a 50 cm.
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Figura 5 - Variagdo da sensibilidade analitica com o comprimento dos reactores
para um volume de injecgdo de 500 pl..

Legenda :0 - comprimento do reactor L;; ® - comprimento do reactor L.

Foi também optimizado o comprimento do reactor situado entre a unidade de
difusdo de gas e o detector (L), tendo-se variado essa distancia entre 15 e 50 cm (Fig.
5). Verificou-se que, distdncias inferiores a 35 cm conduziam a uma oxidagdo
incompleta do SO, libertado, com consequente irreprodutibilidade do sinal analitico e
baixa sensibilidade, o que prova ndo haver mistura completa entre a amostra e a solu¢do
de iodo. Distancias superiores a 35 c¢m provocavam uma desnecessaria dispersdo da
amostra, com perda de sensibilidade analitica. Por esta razdo foi escolhido para o
reactor L, um comprimento equivalente a 35 ¢cm, como situagfio de compromisso entre
a progressdo da reacgdo de oxidagdo e o efeito de dispersdo sobre o iodeto resultante

dessa reacgao.

Uma vez estabelecidos os parimetros anteriormente indicados, efectuaram-se

estudos de avaliagio da influéncia dos caudais na altura do sinal analitico (Fig. 6).
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Foram efectuadas calibragdes, em triplicado, na gama de concentra¢do de 3,2 a 180 mg
L. Decidiu-se manter os caudais Q, + Qs e Q, iguais [34, 35], por forma a evitar-se
deformagdes da membrana de difusdo e, consequentemente, prolongar o seu tempo de
vida. Fez-se, portanto, variar os caudais de Q; + Q; e Q, entre 2,0 e 5,0 mL min,
Obteve-se um maximo de sensibilidade analitica, associado um bom ritmo de
amostragem, para um valor de 4,5 mL min. A relacdo dos valores de caudal de Q; € Qs
foi entdo optimizada, de forma a que a dispersdo sofrida pela amostra fosse pequena, e
que a quantidade de HNO; presente fosse suficiente para promover a libertagdo total do
SO, e sua difusio através da membrana de teflon. Para além disso, a escolha da
velocidade de fluxo era também feita tendo em conta o ritmo de amostragem

proporcionado. Optou-se entdo pelos valores de 2,1 mL min” para Q; e 2,3 mL min’

para Q3.

A eliminagio de interferéncias eléctricas no sistema foi conseguida pela
intercalagdo na montagem FIA de um contacto de terra (“eléctrodo terra”), colocado

entre a unidade de difusdo de gas e o detector.
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Figura 6 - Variagio da sensibilidade analitica relativamente aos diferentes valores
de velocidade de fluxo (Q, + Q; e Qy), para um percurso de difusio de 7 cm e um
volume de injecgdo de 500 ul ( o ). Variacdo do ritmo de amostragem com o0s

diferentes valores de caudal estudados (w).
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O sistema FIA com as caracteristicas seleccionadas permitia a determinagdo de
SO, num intervalo de concentragio entre 3,2 a 180 mg L', com uma boa sensibilidade
analitica. Desta forma, obtiveram-se registos analiticos semelhantes aos representados
na Fig. 7.

A repetitibilidade do sistema FIA implementado foi avaliada efectuando 12
injecgdes sucessivas de uma solugdo padrdo de concentragdo intermédia (64,0 mg 1.5
Os valores de desvio padriio relativo encontrados originaram resultados com variagdes

inferiores a 1,5 %.
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Figura 7 - Registo de uma curva de calibragdo tipica efectuada com padrées de SO;
e duas amostras diferentes de vinho.
Legenda : Solugdes padrdo de SO; injectadas : A - 32,0; B - 44,8; C -
64,0, D - 96,0; E - 128;0 mg L F - amostras de vinho.
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A estabilidade do sistema FIA ao longo de um dia de trabalho foi avaliada
tracando varias curvas de calibragdes e procedendo-se ao calculo da variagdo do
potencial para diferentes niveis de concentragdo, na zona de resposta linear do sistema.
Verificou-se, para a gama de concentragdes entre 3,2 ¢ 180 mg L", uma variagio

inferior a 1,5 mV dia™.

O ritmo de amostragem proporcionado pelo sistema implementado variava entre
75 amostras h', para as amostras mais concentradas, e 100 amostras h' para as

amostras com menor teor em SO,.

VI - 4 - Determinagio do SO; em vinhos

O sistema FIA implementado foi aplicado & determinagdo do teor em SO; livre e
total, em 30 amostras reais de vinho tinto e branco, comercializados no mercado
portugués.

Procedeu-se a calibragdo do sistema pela injec¢io, em triplicado, de diferentes
solugdes padrio de SO,, com concentragdes entre 3,2 e 24,0 mg L' para a
determinagdo de SO, livre em vinhos tintos, ¢ entre 32,0 e 180 mg L™ na determinagéo
de SO, total, em vinhos brancos e tintos e SO, livre em vinhos brancos.

A avaliagdo quantitativa dos sinais analiticos obtidos foi baseada na medigio da
altura de pico e sua conversio em valores de potencial (mV).

Nas amostras de vinho verde branco fez-se a determinagdo do SO total pela
metodologia proposta e pelo método oficial portugués [8]. Os valores obtidos com a
metodologia proposta para a determina¢do de SO, total, em 20 amostras de vinhos
brancos, foram comparados com os obtidos pelo método de referéncia. Para cada
amostra fez-se a média de duas determinagdes realizadas sobre duas tomas, tendo-se

obtido os resultados representados na Tabela II.

VI 20



Determinacdo de SO; em vinhos

Tabela II. Resultados obtidos na determinacdo de SO; total, em 20 amostras de

vinhos verdes brancos, pelo método FIA (FIA) e pelo método de referéncia (REF)

FIA REF DR FIA REF DR
Am.  (mgL’) (mgL') (%) Am  (mgl’)  (mgL) (%)
1 152,9+1,0 148,8+1,5 2,8 11 179,5+1,0 177,6+1,0 1,1
2 110,7+6,6 116,823 -5,2 12 103,2+41,0 1032+1,1 O
) 103,2+1,7 109,6+1,7 -5.8 I3 115,943,0 1104445 5,0
4 93,80+1,0  91,20+¢10 29 14 83,443,5 84.8+45 -1,7
5 106,546,0 1072423  -0,65 15 137,3+1,0 137,6+1,2 -0,22
6 104,343,0 1072423 -2,7 16 86,40+1,1 88.80+12 -2,7
Z 101,941,0 104,7¢1,1  -2,7 17 139,9+¢1,0 139,2+1,0 0,50
8 1589410~ 1576%1,1 082 18 116,4+1,0 116,0£1,2 0,34
9 111,4+0,50 113,6+0,10 -1.9 19 55,60+1.0 5440+1,1 2,2
10 142,8+1,0 149,611 -4.5 20 41,60+2.0 40,00+23 4,0

Os resultados apresentados s3o a média e desvio padrdo, de duas determinagdes efectuadas sobre a

mesma amostra, pela metodologia FIA proposta ¢ procedimento de referéncia [8].
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Foi estabelecida uma recta de regressio do tipo Cr — Cy - S C entre os
resultados obtidos pela metodologia proposta (Cy) e pelo método de referéncia (Cy)
(Fig. 8). A comparagdo dos dois métodos revela um bom acordo entre si, o que é

demonstrado pelos valores de

Cr=-0,476 (£ 5,8) + 0,999 (+ 4,9x10%) Cx mg L' r=0,995.

sendo o valor de Cy muito proximo de zero e o valor de declive muito proximo do

unitario.

180T
C. = -0,476 - 0,999 Cy r = 0,995
1607 n =20

140+

Met. FIA
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1001
80t
60T
401

20t
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Figura 8 - Avalia¢do comparativa dos resultados obtidos no doseamento do SO, total

em vinhos verdes pela metodologia FIA e pelo método de referéncia.
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O calculo do valor de t de Student, bilateral, emparelhado, na analise comparada
dos resultados obtidos pelas duas metodologias, proporcionou um valor de t = 0,855.
Para um nivel de confianga de 95% (too2s = 2,093) [36] confirmou-se a hipotese nula,
podendo-se considerar estatisticamente equivalentes os resultados obtidos pela

metodologia proposta e método de referéncia.

A determinagdo do teor em SO, livre pela metodologia FIA proposta, em 6
amostras de vinho branco, foi comparada com os valores obtidos com o método de
referéncia, como se representa na Tabela 11, tendo-se encontrado um desvio relativo
inferior a 9%. A determinagdo foi efectuada num s ensaio, para qualquer das duas
metodologias, como consequéncia da rapida perda do analito por volatilizagdo apos
abertura da garrafa.

Os valores encontrados pelo método de referéncia foram, em todos os casos,
inferiores aos teores obtidos com o sistema FIA. Esta diferenga deve-se ao facto de o
ensaio em FIA ter sido sempre efectuado imediatamente apos a abertura da garrafa,
sendo realizado num periodo de tempo mais curto (inferior a 2 min) relativamente ao
tempo de execugdo do método de referéncia. Além disso decorreu sempre um certo
intervalo de tempo até a execugdo do método de referéncia. As diferengas encontradas

nos resultados obtidos pelos dois métodos sdo, portanto, aceitaveis.
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Tabela III. Resultados obtidos na determinacio de SO; livre em 6 amostras de

vinhos verdes brancos pelo método FIA (FIA) e pelo método de referéncia (REF)

FIA' REF’ DR

Amostra (mg L") (mg L") (%)
1 40,6 38,4 5,7

2 37,0 33,2 5.1

> 43,6 41,6 4,8

4 103 94,4 9,1

5 80,7 76,8 5,1

6 107 99,2 7.9

*Os resultados apresentados correspondem a uma determinagdo pela metodologia FIA proposta e

procedimento de referéncia [8].

A determinagdo do SO total pelo procedimento de referéncia, em amostras de
vinho tinto, é considerada pouco exacta, pelo facto destes vinhos conterem altos teores
de taninos e matérias corantes [3]. Além disso, ¢ de muito delicada execugdo, dada a
dificuldade em se conseguir visualizar a variagdo de cor do indicador em torno do ponto
de equivaléncia. Esta, alids, é uma das grandes limitagdes apontada a este método. Por
forma a obviar esta dificuldade experimental, tentou-se efectuar a titulagdo numa
camara escura usando uma limpada de vapor de sodio, possibilitando assim observar-
se, ndo uma mudanga de cor, mas sim a passagem de transparente a opaco, segundo a
metodologia proposta por Curvelo-Garcia [2]. No entanto, este tipo de op¢do conduziu
frequentemente a resultados pouco precisos, determinados pela grande imprecisdo
associada a definicio do ponto final da titulagdo iodométrica. Neste caso e por essa
razdo, a exactiddio da metodologia FIA foi avaliada por recurso a ensaios de

recuperagao.
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Assim, foram avaliadas apenas 4 amostras de vinho tinto. Os ensaios de
recuperagdo das amostras foram efectuados adicionando 0,35 mL de uma solugdo de
Na,S0; de concentragdo 0,10 mol L' a 50,0 mL de amostra em analise.

Como se refere na Tabela IV, os valores de recuperacio encontrados variaram

entre 96,1 e 101,6%.

A determinagdo do teor de SO, livre, em vinhos tintos, foi também efectuada pela
metodologia FIA proposta. No entanto ndo foram realizados ensaios de recuperagéo,
em virtude de ndo ser possivel a sua determinagdo pelo método de referéncia, pelas
limitagdes apontadas anteriormente, ¢ de ndo fazer sentido executarem-se ensaios de
recuperagdo sobre amostras nas quais a volatilizagdo do SO; livre condicionava o teor
de analito inicialmente presente. Os resultados obtidos sdo também apresentados na

Tabela IV.

Tabela 1V. Resultados obtidos na determinacdo de SO; livre e total em quatro

amostras de vinhos tintos.

Amostra SO; livre SO, total ' Recuperagio™
(mg L") fmg L") (%)

1 14,2 134422 102

2 13,0 69,8+1,1 98,1

3 8,90 39.7+1,6 96,1

4 5.20 51,542,1 98.0

Média e desvio padrio de duas determinagdes efectuadas sobre a mesma amostra.

" Adigiio de 0,35 mL de uma solugdo de Na,SO; 0.1 mol L' a 50 mL de amostra.
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A metodologia FIA implementada para a determinagdo de SO, em vinhos permite
a obtencdo de um ritmo de amostragem de 75 a 100 amostras h™', muito superior ao
conseguido pelo método de referéncia, que apenas permitia efectuar cerca de 10-15

amostras h™' [6, 8].

A avaliagio da precisdo dos resultados analiticos foi estimada efectuando 12
injecgdes sucessivas de amostras de concentragio igual a 64,0 e 139,9 mg L" tendo-se
obtido valores de desvio padrdo relativo inferiores a 1,7 %. Os valores de precisdo
encontrados competem favoravelmente com os indicados por outros autores [10-14,
16-18, 23, 26, 28] para a determinagdo de SO, em vinhos. Sdo por eles indicados
valores de precisio varidveis entre 2 e 14 %. Quando se comparam os resultados
obtidos nos trabalhos descritos em [21, 24, 29, 30] encontram-se valores semelhantes

aos obtidos neste trabalho.

VI - 5 - Conclusoes

A técnica FIA, para o doseamento de SO, em vinhos, revelou-se simples, pratica e
rapida.

O sistema FIA proposto mostrou-se muito versatil permitindo a determinagdo de
SO, em vinhos brancos e tintos, numa gama alargada de concentragdes (3,2 a 180 mg
L") sem perda de sensibilidade e reprodutibilidade analiticas.

Os vinhos analisados encontravam-se todos dentro do intervalo de valores
permitidos pela legislagdo comunitaria.

Esta metodologia apresenta como grandes vantagens, relativamente aos métodos
de referéncia [6, 8], um alto ritmo de amostragem, que proporciona 75 a 100 amostras
h', a ndo especificidade da aparelhagem a utilizar, um aumento da selectividade
analitica e a facil aplicagdo a vinhos fortemente corados, sem necessidade de proceder a

tratamentos especificos da amostra.
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A utilizagio de detectores potenciométricos de dupla membrana permite efectuar
determinagdes analiticas com maior exactiddo, factor essencial na determinagdo de
teores muito baixos de analito (nomeadamente na determinagdo de SO; livre).

O sistema proposto apresenta também como vantagem adicional um baixo
consumo de reagentes, com um gasto de iodo inferior a 30 mg determinagdo™’, além de

que ¢ facilmente automatizavel, permitindo o seu uso em analises de rotina laboratoriais.
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Desenvolvimento de um sistema FIA, com detec¢io

com sensibilidade acrescida, para determinagio de
catido cadmio em dguas residuais, com etapa de

separagdo e concentragcdo em linha.
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VII - 1 - Introdugio

O cadmio é um metal pesado que aparece correntemente na natureza, associado
ao zinco. Este elemento foi descoberto em 1817, mas a sua utilidade em processos
industriais foi apenas reconhecida ha cerca de 50 anos. Das suas caracteristicas
principais destacam-se a elevada resisténcia a processos corTosivos e as propriedades
electroquimicas. Desde entdo, tem sido essencialmente utilizado em processos de
galvanizagio e electrodeposigdo, como pigmento para tintas e plasticos e como material
catodico para o fabrico de baterias de niquel-cadmio [1].

O cadmio (II) é uma espécie quimica de grande toxicidade, com manifestagdes
orgénicas, quer agudas quer cronicas. O efeito cronico deve-se a sua acumulagéo, a
nivel hepatico e renal. A sua toxicidade manifesta-se por doenga pulmonar obstrutiva e
enfisema, insuficiéncia renal, interferéncia com o metabolismo do calcio, conduzindo a
alteracdes Osseas, e ainda por efeitos cardiovasculares, particularmente hipertensdo
arterial [2]. Além disso, tem um longo tempo de semi-vida biologica, de 10 a 30 anos, €
reconhecida carcinogenicidade [3].

Em 1972, foi estabelecido por um comité especializado da Food and
Agricultural Association (FAO) e World Health Organization (WHO) um valor
toleravel de ingestdo semanal de 400 a 500 pg de Cd (1), o que representa um valor de
cerca de 70 pg dia "' [4], alertando para a perigosidade deste elemento. As principais
vias de exposi¢io a este metal s3o os alimentos, a agua, o ar e o tabaco [5].

O cadmio existente na agua tem habitualmente a sua origem nas chuvas, nos
efluentes industriais, particularmente os provenientes de galvanoplastias, ou
eventualmente, na sua dissolugio a partir de certas canalizagdes galvanizadas ou
plastificadas [1]. A determina¢do do catido cadmio na dgua, quer com o objectivo de
serem realizados estudos de ambito geoquimico e de poluigdo ambiental, quer pela sua
elevada toxicidade, torna-se portanto fundamental. A legislagdo portuguesa [6]
estabeleceu para o cadmio total presente em aguas residuais um valor maximo
admissivel de 0,2 mg L' A avaliagio quantitativa deste elemento tem sido
maioritariamente efectuada por espectrofotometria de absorgdo atomica (EAA) [7],

fundamentalmente devido aos limites de detecgdo alcangaveis por esta metodologia,
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sendo alias esta a base dos processos de referéncia estabelecidos quer pela norma
portuguesa [6], quer pelo Standard Methods of Analysis [8].

A potenciometria, apesar de ndo permitir determinar niveis de concentragao tao
baixos quanto a EAA, oferece consideraveis vantagens relativamente a esta,
particularmente o baixo custo e simplicidade do equipamento e a facilidade de
instalagdo e de operagdo das suas montagens. No entanto, séo poucas as referéncias na
literatura a determinagdes potenciométricas convencionais deste metal [9-13]. Ito [9]
refere a utilizacdo de eléctrodos, de configuragdo convencional, sensiveis a Cd(II). Os
eléctrodos descritos permitiam efectuar a determinagdo de Cd(II) com um limite de
detec¢do na ordem de 10 mol L', sendo também referida a utilizagdo de uma solug@o
tampdo mascarante, composta por salicilaldoxima, que permitia  reduzir
substancialmente a interferéncia provocada pelos catides Cu(IT), Pb(II), Fe(III), Ag(T) e
Hg(II). Estes eléctrodos tinham, no entanto, os inconvenientes de possuirem solugdo de
referéncia interna, e ndo se conheciam as suas caracteristicas de resposta quando
incorporados em sistemas FIP. Foram também propostas outras abordagens baseadas na
detecgdo potenciométrica, utilizando-se titulagdes potenciometricas convencionais [10-
12] e o método da adi¢io padrdo [13]. De forma a eliminar efeitos de interferéncia de
matriz foram sugeridas etapas de separagdo/concentragdo, baseadas em extracgao
liquido-liquido com uma solugdo de ditizona em cloroformio [10] ou cromatografia de
troca ionica [12], ou ainda dupla titulagdo sobre a mesma amostra [11]. Os sistemas
potenciométricos convencionais referidos permitiam a determinagio de Cd(II) apenas
para teores superiores ao limite inferior de resposta linear dos eléctrodos, os tempos de
analise eram longos e os procedimentos laboratoriais complexos.

Por sua vez, as metodologias analiticas baseadas em sistemas de analise em
fluxo, permitem ndo s6 aumentar a frequéncia de amostragem, como também melhorar
as caracteristicas operacionais dos diferentes tipos de detectores, particularmente no
que diz respeito a selectividade analitica. As metodologias baseadas em fluxo
possibilitam um tratamento adequado da amostra, em linha, permitindo nao s eliminar
interferéncias de elementos existentes na matriz, como também atingir um limite de
detecgdo adequado ao sistema de detecgdo, por intercalagdo de unidades modulares

apropriadas para a realizagdo de etapas de separagio de interferentes e concentragao.

VII 3



Determinagdo de cadmio em dguas residuais com etapa de separagdo e concentragdo

Assim, alguns dos procedimentos analiticos baseados em sistemas FIA, para
determinagio de Cd(I) frequentemente incluem passos de separagdo e pré-
concentragio, que servem para separar o analito de componentes potencialmente
interferentes, e também para o concentrar para niveis que permitam a sua determinagdo
[14]. Estes sistemas de pré-concentragdo em linha apresentam inimeras vantagens
relativamente aos processos de concentragdo convencionais / manuais [15], sendo de
destacar o baixo consumo de amostra (10-100 mL, relativamente a 500-1000 mL em
“batch”), a rapidez do processo (5 - 25 amostras h™) e a minora¢do de contaminagdes,
atendendo a que a etapa de concentragdo decorre em circuito fechado, no interior do
sistema FIA.

Sdo varios os sistemas de fluxo que descrevem a utilizagdo de EAA [15-28]
como processo de detecgdo, por vezes associada a ICP [15, 18] ou geragao de hidretos
[21], acoplando sistemas de concentragdo com resinas quelantes [16-19, 22, 25],
processos de precipitagio / concentragdo [20, 26] ou pré-concentragao electroquimica
[27].

Apesar das vantagens anteriormente referidas decorrentes do uso de detectores
potenciométricos, a selectividade limitada dos eléctrodos selectivos de ido de membrana
cristalina sensiveis a Cd (lI), especialmente em relagdo ao Cu (II) e Pb (II), €
provavelmente a razdo principal da escassa aplicagdo analitica destas unidades [29]. A
melhoria deste pardmetro pode, no entanto, ser conseguida pela utilizagdo de solugdes
com pH e mascarantes de interferentes adequados [9, 29] ou, com etapas de separagéo /
concentragdo em linha, por exemplo por recurso a formagdo de complexos. Dado que
as reacgdes de complexagio sdo normalmente muito selectivas, a combinagdo da
complexagdo com a troca iOnica permite a separagdo de catibes com propriedades
quimicas similares [30]. A formagio de complexos anidnicos de catides oferece ainda a
possibilidade de separagdo de diferentes catides por intermédio de permutadores
anionicos. Por esta razdo, algumas das separagdes de ides metalicos mais bem sucedidas
foram realizadas utilizando-se resinas anionicas, nas quais se retiveram complexos
anidnicos de metais [31]. A formacio de complexos halogenados de metais, do tipo
[MX,]*, carregados negativamente e consequentemente retidos em resinas anionicas,
tem sido, no entanto, pouco explorada e as referéncias na literatura referem como

processos de detecgdo a espectrofotometria de UV/Vis [32-35], a espectrofotometria
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de absorgdo e emissdo atomica [22 - 24] e a quimioluminiscéncia [36]. Nos trabalhos
referidos, recorreu-se a formagdo de clorocomplexos [32-34, 36], bromocomplexos
[23] e iodocomplexos [35] do metal, para promover a sua separagdo dos interferentes e
reten¢io em resinas anionicas.

As caracteristicas favoraveis da detecgdo potenciométrica, quando usada em
sistemas de fluxo [37], permitiam eliminar o efeito de Schlieren, frequentemente
referido nos sistemas com detecgiio espectrofotométrica [32-35], particularmente em
montagens com etapa de concentragdo em linha, e obviar a necessidade de ciclos de
lavagem entre as diferentes amostras [38]. Os sistemas de detecgdo sensiveis a Cd (II),
descritos no Capitulo III, apresentavam caracteristicas adequadas para serem
incorporados em sistemas FIA, j4 que possuiam uma sensibilidade acrescida, o que
permitia trabalhar em zonas de concentragdo muito baixas com maior rigor, e um LIRL
melhorado relativamente as unidades convencionais [39]: Tendo em conta o exposto,
construiu-se um sistema FIA para a determinag¢do deste catidio em dguas residuais.

Para se poder determinar este catiio em concentragdes inferiores ao limite
inferior de resposta linear do eléctrodo, bem como aumentar a selectividade do sistema
relativamente a outras espécies cationicas, recorreu-se a intercalagio de uma etapa de
pré-concentrago e separagdo, por formagio de clorocomplexos de Cd (II) e introdugéo

de uma resina de troca ionica.

VII - 2 - Parte experimental

2.1 Aparelhagem e eléctrodos

Na preparagio dos eléctrodos tubulares, para serem usados em FIA, seguiu-se a
metodologia descrita e representada graficamente, pela Fig. 8, do Capitulo II. Os
detectores utilizados consistiam de eléctrodos selectivos de ido, de membrana dupla,
cujo sensor era constituido por uma mistura de CdS / Ag,S, na propor¢ao molar 1:10.
Utilizou-se um dispositivo electronico para soma dos potenciais correspondentes a cada

uma das membranas sensoras (Capitulo II). As caracteristicas operacionais destes
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sistemas de detecgfio encontram-se descritas no Capitulo III. As unidades sensoras,
depois de construidas, eram polidas e condicionadas em contacto com uma solucdo de
cadmio com concentragdo igual a 1x10° mol L™

O eléctrodo de referéncia, de AgCl/Ag (ORION 90-00-02), de dupla jungéo,
continha uma solugio de KNO; de concentragdo 0,1 mol L' como solugio de
referéncia externa.

A montagem FIA utilizada na determinagdo do catido cadmio em agua foi
estabelecida usando-se o equipamento modular referido no Capitulo IL. O sistema usado
para intercalagio das amostras e solugBes padrdo e reagentes consistia num injector -
comutador, igualmente descrito no Capitulo II.

Como método de referéncia para a determinagdo de Cd (II) foi utilizada a
espectrofotometria de absor¢do atomica, com recurso a um espectrofotometro Pye

Unicam, modelo SP9.

2.2 Reagentes e solugies

A solugdo mie de cadmio era preparada por diluigdo de uma solugdo de CdCl,

de concentragdo 1000 mg L’ (Titrisol®

Merck Art. 9960) em agua. As solugdes
padrdo eram preparadas diariamente por diluigdo da solu¢do anterior.
A solugdo complexante e a solugdo eluente eram obtidas a partir das respectivas

solugdes concentradas e padronizadas, sempre que necessario, com padrdes primarios.

" bp ok ® el % . ol
A resina de troca ionica AG" 1-X8, constituida por grupos funcionais de amoénio

quaternario ligados a uma rede formada por um co-polimero (divinilbenzeno estireno)

foi preparada por empacotamento do permutador basico (AG®1-X8, 200-400 mesh (45-
106 um), na forma de cloreto, BIO-RAD Lab.) num tubo de teflon de dimensdes 2 cm
x 1,85 mm d.i.. Para fixagdo da resina no interior do tubo utilizaram-se, nas suas
extremidades, tampdes de esponja de polietileno ou 1 de vidro. A resina era
condicionada por passagem de uma solugdo de NaCl de concentragdo 1-2 mol 1+

através da coluna, durante cerca de 10 minutos. O tempo de vida médio de uma coluna
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era de cerca de 1 semana, procedendo-se a sua substituigdo sempre que se observava
um decréscimo acentuado da amplitude do sinal analitico.

Nos estudos de eliminagdo da interferéncia do catido cobre usou-se uma resina
cationica quelante, Chelex-100, de granulometria 200-400 mesh, BIO-RAD Lab, com
dimensdes de cerca de 3 cm x 1,85 mm d.i.. Esta resina era composta por co-polimeros
de divinilbenzeno estireno contendo ides iminodiacetato, que actuavam como grupos
quelantes, por ligagio a ides metalicos polivalentes. O seu condicionamento era
efectuado por passagem de uma solu¢io de HNO; de concentragdo 1 mol L durante

cerca de 5 minutos. O seu tempo de vida médio era de cerca de 8 horas.

2.3 Preparagdo das amostras

As amostras de aguas residuais provenientes de efluentes de tanques industriais
foram filtradas por papel de filtro, sempre que apresentavam particulas em suspensao, e
inseridas posteriormente na montagem FIA.

Na determinagdo do teor de cadmio pelo método de referéncia efectuou-se uma
diluicdo das amostras de forma a que a sua concentragdo se situasse no intervalo de

aconselhado para o espectrofotometro utilizado, ou seja, de 0,028 a 2 mg B

2.4 Método de referéncia

Para avaliar a qualidade dos resultados obtidos com a metodologia FIA
desenvolvida, efectuou-se a sua comparagdo com os valores fornecidos pelo processo
de referéncia, para uma série de amostras de agua. Para isso utilizou-se a
espectrofotometria de absor¢dio atomica de chama [8] como método de referéncia. O
valor da concentragio de cadmio nas diversas amostras foi obtido por interpolagdo do

valor de absorvéncia na curva de calibragdo respectiva.
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2.5 Montagem FIA utilizada

Foi utilizada uma montagem FIA, esquematizada na Fig.1, na qual a solugdo a
analisar recebia, por confluéncia, a solugdo complexante (RC), composta por NaCl
preparado em HCI. Na posi¢do 1 do comutador (P.1), o complexo [CdCL]* formado
passava pela resina permutadora anionica, colocada na alga do comutador, durante um
periodo de 180 segundos, sendo retido por esta. Ap6s comutagio (P.2), a eluigdo era
efectuada, em contra-corrente, por intermédio de uma solugio de NaNO; (El)
promovendo a libertagdo do analito retido na coluna (R;), e encaminhado-o para o
sistema de detecgdo. A detecgio era efectuada por intermédio de um sistema de
deteccdo de dupla membrana cristalina homogeénea de CdS / Ag;S. Apos a leitura do
sinal analitico, e retorno deste a linha de base, voltava-se a posi¢do 1 do comutador,

iniciando-se um novo ciclo de determinagdes.

Com o objectivo de se obter uma montagem que permitisse registos analiticos o
mais sensiveis possivel, numa gama de concentragoes também o mais alargada possivel
e com o maximo de reprodutibilidade, por forma a realizar determinagdes de Cd(IT) em
niveis habitualmente presentes nas aguas residuais, efectuou-se a optimizagdo do
sistema FIA, por calibragdes sucessivas. Para o efeito teve-se em linha de conta as
concentracdes e caudais dos reagentes, tipo e dimensdo da coluna de troca idnica,

distancias entre os diversos componentes da montagem e tempos de comutagao.

Os resultados obtidos em cada etapa de optimizagdo da montagem foram
também verificados, procedendo-se paralelamente a ensaios em “batch”. Estes ensaios
visavam permitir tirar conclusdes sobre o decurso dos processos quimicos que ocorriam
nas diferentes etapas do método implementado, nomeadamente na formagdo do
complexo, na retengdo deste na coluna de troca ionica e no processo de eluigdo, de uma
forma independente entre si. Os ensaios foram efectuados em trés etapas. Na primeira

fez-se fluir solugdes padrio de cadmio, preparadas em NaCl, por uma coluna de troca
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anionica, com caracteristicas e dimensdes semelhantes a utilizada no sistema FIA,
colectando essas solugdes 4 saida da coluna. Nesta etapa pretendia-se estudar a
concentragdo mais adequada de solugio de NaCl, usada como complexante, para a
formagio do complexo aniénico de cadmio (IT) de forma a garantir uma retengdo o mais
completa possivel do metal. Numa segunda etapa procedeu-se a determinagéo do teor
em Cd (I) dessas mesmas solugdes, por EAA. Numa terceira etapa procedeu-se a
intercalacdo das solugdes obtidas na primeira etapa num sistema de fluxo monocanal,
esquematizado na Fig. 2. Estas duas Gltimas etapas permitiam verificar se os resultados
espectrofotométricos coincidiam com os potenciométricos, e retirar informagdo sobre

os possiveis estados i0nicos em que se encontrava o cadmio presente.

Determinou-se igualmente, por EAA, o teor de catido cddmio nas solugdes
provenientes dos “esgotos” resultantes da intercalagdo de solugdes padrdo no sistema
FIA esquematizado na Fig. 1. Desta forma poder-se-ia concluir se ocorriam perdas de

cadmio para o esgoto, que consequentemente ndo passava para o sistema de detecgao.
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Figura 1 - Montagem FIA para a determinagdo de cddmio em amostras de dguas

residuais.

Posigoes do injector/.comutador: 1 - posi¢cdo de enchimento, 2 - posigdo de eluigio

Legenda: A - amostra; RC -~ sol. complexante de NaCl ~ HCI (2,7 ml min”');

El - solugdo eluente de NaNO; (3,0 ml min'); IC — injector /
comutador; R; - resina de troca ionica; L; e L, - reactores; ET -
electrodo terra; DT - detector potenciométrico de cadmio; ER -
eléctrodo de referéncia; Som - somador; mV - decimilivoltimetro,

Reg - registador; E - esgoto; X - confluéncia.
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Figura 2 - Montagem FIA monocanal para a optimizagio das etapas do sistema de
determina¢do de cadmio em amostras de dguas residuais.

Legenda: A - amostra (200 ul); ST - solu¢do transportadora (KNO; de
concentragdo 0,1 mol [,’]); ET - electrodo terra; DT - detector
polenciométrico de cadmio; ER - eléctrodo de referéncia; Som -
somador;, mV - decimilivoltimeiro; Reg - registador; E — esgoto; Vi

valvula de injecgdo; BP — bomba peristdltica.
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VII- 3 - Resultados e sua discussdo

Tendo em conta as boas caracteristicas operacionais dos detectores
potenciométricos sensiveis a cadmio, cuja descrigdo e avaliagdo é referida no Capitulo
111, particularmente o intervalo de resposta linear (5x10° - 1x10™" mol L), a grande
sensibilidade analitica (55,3 mV década™) e amplo patamar de pH operacional (1,8-8,0),
desenvolveu-se uma montagem FIA que, com este sistema de detecgdo, permitisse
efectuar determinagdes de Cd (II) para niveis de concentragao abaixo do limite inferior
de resposta linear do eléctrodo.

Como foi referido, com objectivo de aumentar a selectividade da metodologia
proposta neste trabalho, além da intercalagdo de uma resina de troca idnica, para
concentrar o metal existente na amostra, promoveu-se uma etapa de formagdo de um

complexo anionico de Cd (IT).

Este catiio forma complexos estaveis com os halogenetos em solugdes aquosas
[40], ocorrendo diminui¢io da tendéncia de formagdo de complexos com a diminui¢io
do peso molecular do halogeneto, ou seja, no sentido iodeto > brometo > cloreto [41].
Neste trabalho optou-se pelo uso de anido cloreto como complexante, tendo por base
dois factores: por um lado a existéncia intrinseca do cloreto na amostra, como elemento
maioritario nas aguas residuais (relativamente ao brometo e iodeto), o que faz com que
uma fracgdo de catidgo Cd (1I) quando presente em solugdes aquosas salinas, exista na
forma de tetraclorocadmiato [42]; por outro a elevada estabilidade quimica das solugdes
de cloreto, comparativamente com, por exemplo, as solugdes de iodeto.

O cadmio forma complexos com o anido cloreto segundo as seguintes reacgdes

[43].
Cd?* (ag) +ClI'(aq) <— CdL"
Cd% (aq)+2Cl (aq) <— CdL,
Cd* (ag) +3 Cl (aq) <— CdLs
Cd? (aq) +4Cl' (aq) <—> CdL/”
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As diferentes estabilidades e cinética de formagao dos complexos metalicos, bem
como a selecgdo de uma concentragdo adequada de reagente complexante e de um
permutador 16nico conveniente, permitem separar o Cd (II) dos restantes elementos
metalicos, como ja foi anteriormente demonstrado por outros autores [31-36]. Na Fig. 3
pode-se observar os diferentes coeficientes de distribuicdo (log %) referentes a cobre
(II), cadmio (II) e chumbo (II), em fun¢do da concentracdo de anido cloreto, numa
resina permutadora anionica do tipo da utilizada neste trabalho [31]. Desta forma, tendo
em conta os diferentes coeficientes de distribui¢do, bem como a dependéncia da
concentragdo em cloreto para a formagdo dos respectivos complexos, pretendeu-se
conseguir eliminar a interferéncia de outros metais. A utilizagdo de uma resina anionica,
concentragdes adequadas de Cl' e relagdes favoraveis de caudais e reactores,
permitiriam estabelecer condig¢des experimentais para formagéo e reten¢do do complexo
[CdCl]*, havendo eliminagdo dos outros catides metalicos (particularmente o Cu (11) e

o Pb (I1)) para o esgoto.

Cu (1) Cd (1) Pb (ID)

0 4 8 12 4 8 12 4 8 12

Figura 3 — Coeficientes de distribuicdo (log y) referentes a cobre (Il), cadmio (1) e
chumbo (II) numa resina permutadora anionica Dowex 1-X8, em funcdo da

concentragdo de anido cloreto [31 ]
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A concentragio de anido cloreto (RC) necessaria a completa formagdo do
complexo [CACL,}* foi estudada para um intervalo de concentracdo de 0,01 a 2,0 mol
L", usando solugdes de diferente composi¢do: NaCl, HCI e NaCl preparada em HCl.
Optou-se por ndo testar solugdes de cloreto de concentragdo superior a 2,0 mol il
quer para evitar a formagdo de clorocomplexos com outros catides metalicos [31-32,
44] (nomeadamente com o catiéo Cu(1l), Zn, Co, Fe e Mn), quer porque, para elevadas
concentracdes de cloreto, este poderia passar também a actuar como eluente do
complexo de cadmio retido, conduzindo a perdas do metal para o esgoto, com
consequente diminui¢do da sensibilidade analitica. A presenga de um meio acido,
estabelecido por intermédio de uma solugdo de HCI, ja anteriormente referida por
outros autores [32-34], revelou-se importante na formagao do complexo, tendo-se
verificado que, na sua auséncia, havia um grande decréscimo da amplitude de sinal
analitico registado. As variagdes na sua concentragdo, para valores entre 1,0x10° e
1,0x10" mol L', ndo provocavam alteragdes significativas na altura do sinal analitico,
pelo que se escolheu a concentragdo de 1,0x102 mol L. Estes estudos foram
efectuados, em triplicado, na montagem FIA esquematizada na Fig. 1.

Todas as solugdes testadas como complexante na montagem FIA (Fig. 1) foram
igualmente avaliadas em “batch” por determinagdo, por EAA, do teor de Cd(II)
existente na solugdo, apos passagem por uma coluna de troca ionica com caracteristicas
similares a usada na montagem FIP. Verificou-se que, para valores de solugdo de
cloreto de sodio inferiores a 0,40 mol L', ndo havia completa retengdo do analito na
resina, registando-se a presenga de cadmio na solucdo encaminhada para o esgoto. O
valor de concentra¢do de 0,45 mol L foi o valor minimo que se mostrou suficiente
para garantir a complexagdo quantitativa de cadmio, o que esta de acordo com o0s
valores apresentados por outros autores [34]. Como reagente complexante optou-se
entdo por uma solu¢do de NaCl de concentragio 2.0 mol L™, preparada em HCI 1,0 x
102 mol L™, tendo em conta que esta sofreria diluigdo no ponto de confluéncia (X) com
a amostra (A) (Fig. 1). O valor de cloreto pretendido, cerca de 0,45 mol L, era

conseguido ajustando adequadamente a relagdo dos dois caudais (A e RC).

Estabeleceu-se uma razio teorica de caudais de 1 : 3,5, para o canal de solugdo

complexante (RC) e de amostra (A), respectivamente, valor este que garantia uma
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diluigdo de cerca de 22 % da solugdo complexante (RC) ao nivel da confluéncia. Desta
forma obtinha-se uma concentracdo de cloreto suficiente para que ocorresse uma total
complexagio do Cd (II) intercalado (concentragdo de cloreto de cerca de 0,50 mol L™
no ponto de confluéncia) e adicionalmente estabelecia-se uma situagdo de compromisso
evitando que ocorresse um grande consumo de amostra e uma elevada dispersdo da

mesma.

Um dos parémetros mais relevantes do sistema estudado prende-se com a
dimensio da coluna de troca idnica e com a granulometria das particulas suas
constituintes. Embora o tamanho da coluna seja fundamental para o sucesso da etapa de
concentracio, comprimentos elevados podem, contudo, ndo ser convenientes por
implicarem grande consumo de permutador i6nico, aumentarem a pressao
hidrodindmica do sistema e favorecerem a dispersio da amostra, com consequente
diluigiio, durante a etapa de eluigdo. A capacidade de resolugdo de uma coluna esta
também condicionada pela granulometria do material de empacotamento que a
constitui, sabendo-se que o uso de particulas com menor granulometria permite a
utilizacdo de colunas de troca ionica de menores dimensdes. Optou-se neste caso por
uma resina com granulometria de 200-400 mesh. Estas dimensoes garantiam uma boa
eficiéncia de separagio e permitiam a construgdo de uma coluna de dimensdo
suficientemente reduzida para que ndo houvesse um grande acréscimo de pressao.

Foram testadas diferentes dimensdes para a coluna de troca idnica, variando-se
o seu comprimento para valores entre 2 e 10 cm, como se representa na Fig. 4. Para
550 intercalaram-se diferentes solugdes padrao de cadmio (1,0x10° a 1,0x10* mol i
na montagem esquematizada na Fig. 1, e registaram-se 0s respectivas sinais analiticos.
Verificou-se que comprimentos superiores a 5 cm produziam pressoes hidrodindmicas
muito elevadas no interior do sistema, variagdes abruptas de caudal, e o aparecimento
de picos “negativos”, provavelmente resultantes da grande dispersdo sofrida pela
amostra na etapa de eluigio. No intervalo de comprimentos de 2 a 5 cm ndo se
verificavam alteracdes significativas na altura do sinal analitico e a sobrepressdo do
sistema era substancialmente reduzida, pelo que se optou, para este parametro, pelo
comprimento mais reduzido possivel (2 cm).

Esta opgdo foi também validada por estudos efectuados em “batch”, apos

passagem de 20,0 ml de solugdo de cadmio, de concentragdo 1,0x10™ mol L, pela
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coluna, e determinagdo do teor de Cd(Il) nessa mesma solugfio, imediatamente ap0s
essa passagem. Para realizar estes estudos escolheu-se para a solugdo padrdo de cadmio
uma concentragdo intencionalmente elevada, para que pudesse ser considerada uma
concentragdo extrema relativamente aos valores de Cd(II) habitualmente existentes nas
amostras. Desta forma garantia-se que, s€ ndo OCOITESSe saturagdo para este nivel de
concentragdo, ndo ocorreria certamente para teores de Cd (II) mais baixos. A
concentragdo de Cd (IT) determinada na solu¢do recolhida a saida da coluna, por EAA,
era desprezavel, provando que a resina, com as dimensdes de 2 cm x 1,85 mm, tinha

uma elevada capacidade de reteng@o.
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Figura 4 - Variacdo da altura do sinal analitico com o comprimento da coluna de
permuta idnica (1,85 mm d.i.), por passagem de uma solugdo padrdo 1,0 x 10° mol

L' de Cd(Il) preparada em cloreto.

Fixadas as condicdes que determinam a fase de pré-concentragao da amostra
fizeram-se estudos sobre a composi¢io da solugdo eluente. Estudaram-se diferentes
cluentes (El), designadamente solugdes de NaCl, NaNO;, NaNO,;, KNO; ou H;O.
Verificou-se que o processo de eluigdo obtido com solugdes diluidas de NaCl (para

valores de concentragdo entre 1x10™* e 1x10” mol L™), ou apenas com H,0, conduzia a
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uma etapa de eluigdo lenta e incompleta. Adicionalmente, a eluigdo por intermédio de
H,0 exigia a intercalagdo de uma solugdo ajustadora de forga ionica através de uma
segunda confluéncia, situada antes do detector, conduzindo por esse facto a dispersao
da amostra eluida e consequentemente a diminuicio da sensibilidade analitica. A escolha
de solugdes eluentes compostas pelos ides NOs (Fig. 5 s p e NO; (Fig. 5 4), deve-se a
maior afinidade destes anides para o tipo de resina anionica escolhida (selectividade
relativa de 65 e 24, respectivamente [45]) comparativamente com o cloreto
(selectividade relativa de 22 [45]). Estas solugdes produziam respostas diferentes,
consoante o contra-iio presente; a solugéo de NaNOj; proporcionava uma eluigao mais
rapida e reprodutivel do que a que resultava da eluigio com as solugdes de NaNO, e
KNO:. A solugio de NaNO; originava um sinal analitico que ndo regressava ao valor de
potencial correspondente a linha de base, o que podera ser explicado pela formagdo de
nitritocomplexos de cadmio [46] responsaveis pela diminuigao do teor de Cd (1I) livre
em solug@o.

Dos eluentes estudados foi escolhida a solugdo de NaNO; porque proporcionava
uma rapida eluigdo e sinais analiticos com melhores caracteristicas de reprodutibilidade.
Periodicamente (1 vez por dia ou sempre que se notava irreprodutibilidade dos sinais
analiticos) procedia-se a um condicionamento da coluna de troca ionica com uma
solucdo de cloreto, dado que a constante passagem da solugdo eluente contribuia para
uma conversdo desta a forma de nitrato.

Foram entdo testadas concentragoes variaveis deste composto quimico, entre
0,10 e 2,0 mol L', na presenca e auséncia de HNO, (Fig. 5), dado que estudos
anteriores [32-34, 36] sugeriam uma melhoria do processo de eluigdo quando este
decorria em meio acido. Verificou-se que a concentra¢io de anido nitrato nao era, no
entanto, determinante no processo de eluigio, dado que praticamente nao ocorria
alteragdo na amplitude do sinal analitico com a variago da concentragao deste.

Por sua vez, a opgdo por uma solugdo acidica (NaNO; em HNO;) (Fig 3 (©)
obrigava 4 intercalagio de um sistema tampdo por forma a evitar gradientes de pH na
resposta do detector potenciométrico, 0 que conduziria a consequente dispersdo do
analito. Foi pois seleccionada como eluente uma solugdio de NaNO; de concentracdo
1,0 mol L, concentragéo esta suficiente para permitir a elui¢do total do cadmio retido,

servindo simultaneamente como solugéo ajustadora da forga i6nica.
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Mais uma vez, os estudos efectuados, quer por EAA quer usando o sistema de
fluxo esquematizado na Fig. 2, com determinagio da razio da concentragdo de Cd(II)
intercalado relativamente a concentragdo de Cd (II) presente na solugdo apos eluigdo,

comprovaram que a etapa de eluigdo para a solugdo escolhida ocorria correctamente,

com um rendimento proximo dos 100%.

Figura 5 - Registos analiticos resultantes da elui¢do com diferentes solugoes.
Legenda : Solugdo padrdo de cadmio 1 0x10° mol L™,
Eluentes - A - NaNO; 1,0 mol L''; B - NaNOs 2,0 mol ot
C - NaNOs 1,0 mol L' + HNO; 0,1 mol L D - NaNO; 1,0 mol
L!: E - KNO; 0,5 mol L: F-NaNQ; 0,5 mol 7 i

Dado que o permutador ionico era constituido por particulas com uma
granulometria muita pequena, € por forma a evitar o empacotamento gradual e

consequentemente a sua obstrugao, realizou-se a eluigdo em contra-corrente.

Os caudais usados em sistemas de concentragao em linha devem ser
estabelecidos de modo a nio comprometer a cinética da troca ionica, nem variar

drasticamente a pressio do sistema, por forma a garantir uma retengdo quantitativa do

analito.
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No estudo do caudal do canal amostra (A) + reagente clorocomplexante (RC)
foi tida em conta ndio sO a pressdo imposta pelo valor escolhido mas também a razéo
dos caudais, que condicionava a diluigio da solugdo complexante (RC) que deveria ser
mantida num valor de concentragdo proximo de 0,5 mol L. Este factor é de relevante
importancia porque, embora seja necessario assegurar que, para as concentragdes de
cadmio em analise, a solugdo de cloreto seja suficiente para complexar todo o cadmio
existente, é necessario também garantir a menor dispersdo da amostra, assim como o
seu consumo minimo. Como tal optou-se, como se referiu, por uma relagdo teorica de
caudais de 3,5 : 1.

Relativamente ao caudal da solugdo eluente, o seu valor foi estabelecido por
forma a garantir uma eluigdo completa do complexo, que se traduzia numa sensibilidade
elevada, permitindo contudo a obtengdo de um ritmo de amostragem razoavel.

Os caudais do canal amostra + reagente clorocomplexante, bem como da
solugdo eluente, foram estudados para valores entre 0,75 e 3,75 mL min'l, como se
representa nas Fig. 6, 7 e 8. Verificou-se que este parametro tinha, fundamentalmente,
influéncia sobre a pressdo hidrodindmica exercida no interior do sistema e no ritmo de
amostragem, sem alteracdo significativa na capacidade de retengdo e eluigdo das
solugdes. Para valores de caudal elevados, superiores a 3,1 mL min" ocorria
gotejamento de solugdo nas extremidades da resina devido a uma excessiva pressao,
optou-se por isso por um caudal da solugdo complexante total de 2,7 mL min”, sendo

de 0,6 mL min” para RC e 2,1 mL min” para o canal da amostra (concentragdo de CI'

aproximada de 0,5 mol L"' na zona de confluéncia) e de 3,0 mL min” para o canal

eluente (El).

Efectuaram-se igualmente estudos em “batch”, para avaliagdo da influéncia dos
caudais no desenvolvimento das etapas de complexagdo e eluigdo. Para o efeito,
utilizaram-se duas bombas peristalticas, uma mantendo o caudal fixo e a outra
proporcionando caudais variaveis. Desta forma, poder-se-ia fixar o caudal da solugdo
complexante, enquanto se estudava a variagdo do caudal do eluente e vice-versa. As
solugdes de cadmio testadas eram preparadas em NaCl 0,50 mol L'+ HCI 1,0x10? mol

L os eluatos eram posteriormente injectados no sistema de fluxo monocanal (Fig. 2),
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determinando-se a amplitude do sinal analitico obtido em fung¢do dos valores de uma
curva de calibragiio previamente estabelecida. Desta forma comprovou-se que, com 0s
caudais implementados, niio ocorria perda de analito para o esgoto, sendo os valores de

caudal seleccionados adequados aos processos de concentragéo e eluigdo.
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Figura 6 - Estudo da variagio da altura de sinal analitico em fung¢do do caudal.
Legenda: O- caudal da solugdo complexante + amostra, para um caudal

de solugio eluente fixado em 1,75 ml min’,
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Figura 7 - Estudo da variagdo da altura de sinal analitico e do ritmo de amostragem
em fungdo do caudal.
Legenda: ® - variagdo do ritmo de amostragem com diferentes valores de
caudal da solugdo eluente;

o - caudal da solugdo eluente, para um caudal de solugdo

complexante + amostra fixado em 2,7 mL min”.

Figura 8 — Registos dos sinais analiticos obtidos quando, para um caudal de solu¢do
complexante + amostra fixado em 2,7 mL min”', por variagio do caudal da solugio
eluente de NaNO; 1,0 mol L™ (solugdo padrdo de Cd(Il) Ix107 mol L)
Legenda: A - 0,75; B-1,0; C- 1,4; D-2,2; E-3,0mL min’ e F - solu¢do
de NaNO; 2 mol L' com caudal 3,0 mL min”.
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O tempo de enchimento da coluna foi também estudado para o valor de caudal
fixado em 2,7 mL min. Verificou-se que, para intervalos de tempo de 30 a 180
segundos, o Cd(II) era quantitativamente retido, enquanto que para valores superiores a
240 segundos ocorria perda de cadmio, dado que o cloreto presente em RC passava a
actuar, conjuntamente com o nitrato, também como eluente. Foi escolhido um tempo de
enchimento de 180 s, valor este que estabelecia um compromisso entre o ritmo de

amostragem e a sensibilidade do sistema (Fig.9 e 10).
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Figura 9 - Estudo da variagdo da altura do sinal analitico em fungio do tempo de
enchimento da coluna de troca ionica, nas condi¢ées de caudal fixadas
anteriormente.
Legenda: @ - solugdo padrdo de Cd(Il) de 112,4 mg L' (1x10% mol L"),
O - solugdo padrdo de Cd(ll) de 11,2 mg L (1x107 mol L.
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Figura 10 - Registos analiticos referentes a uma solugdo padrdo de Cd(Il) de 11,2
mg L, em fun¢do do tempo de enchimento da coluna de troca idnica, nas condigdes
de caudal fixadas anteriormente.
Legenda : Tempos de enchimento A - 30; B - 60; C-120;D—- 180 e
E-210s.

O comprimento do reactor L,, situado entre a confluéncia X e a coluna
permutadora (Fig. 1), foi estudado tendo em conta a extensdo e cinética da reacgdo de
formagdo do clorocomplexo metalico. Foram testadas diferentes dimensdes desse
reactor para valores entre 5 e 100 cm. Optou-se pelo comprimento de 30 cm visto que,
para distincias mais curtas nao ocorria a complexagio completa de Cd (II), e
comprimentos superiores a 30 cm, além de favorecerem o aumento da dispersdo da
amostra, ndo traziam qualquer beneficio na extensdo da reacgdo, conduzindo a um
desnecessario abaixamento do ritmo de amostragem, como se pode verificar nos

resultados apresentados na Fig. 11.
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Figura 11 - Estudo da variacdo da altura do sinal analitico em funcdo do
comprimento do reactor ( ® _ solucdo padrdo de Cd(ll) de concentragdo 1000 mg L' o
- solugdo padrdo de Cd(ll) de concentragdo 56,2 mg L ).

Variagdo do ritmo de amostragem com a dimensio de L; (l).

O comprimento do reactor Lo (Fig. 1) foi também estudado, para valores entre
15 e 100 cm, de acordo com o grafico representado na Fig. 12. A distancia escolhida foi
a menor distancia operacionalmente conseguida, que permitia uma ligagdo estavel entre
os diferentes componentes da montagem FIA, evitando-se a dispersdo da amostra e

tentando conseguir-se um ritmo de amostragem o mais elevado possivel.

A eliminagdo de interferéncias eléctricas no sistema implementado foi
conseguida pela intercalagdo, :mediatamente antes do detector potenciométrico, de um

contacto de terra (“eléctrodo terra”).
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Figura 12 - Estudo da variagdo da altura do sinal analitico (@) e do ritmo de
amostragem (M) em fungio do comprimento do reactor Ly, para a solugdo padrio de

Cd(ID) de concentracdo 1000 mg L™

A repetitibilidade dos sinais analiticos foi determinada fazendo doze injecgdes
sucessivas de solugdes padrdo de cadmio com concentragdo igual a 0,11 e 0,56 mg L

tendo-se obtido valores de desvio padrio relativo com variagdes inferiores a 1,5 %.

O sistema FIA optimizado proporcionava um ritmo de amostragem de 15-20
amostras h™', permitindo proceder a determinagdes analiticas numa gama alargada de

concentracdes de cadmio de 0,056 e 56,2 mg L™,
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Avaliaciio do grau de extensdio de interferéncia do catidio cobre e chumbo.

Os principais catides cujo grau de interferéncia € significativo na resposta do

eléctrodo sensivel a cadmio usado sdo o cobre e o chumbo (valores de K" de84el,
respectivamente), como foi referido no Cap. lII. Uma vez que ¢ comum a presenga
destes ides em conjunto com o cadmio, em aguas residuais, impde-se uma avaliagio da
sua influéncia nos resultados analiticos.

Foram efectuados estudos de avaliacdo da interferéncia destes ides no sistema
desenvolvido, para um intervalo de concentragio de ido interferente de 1,0x10° a

1,010 mol L™,

Foram propostas duas abordagens para eliminagdo das interferéncias dos catides
referidos; a primeira consistia na execugdo de ciclos de lavagem da coluna permutadora
com H,0, antes da comutagio para a etapa de eluigdo, de forma a eliminar a amostra
remanescente no volume intersticial da resina, enquanto o catido cadmio, sob a forma
de clorocomplexo, permanecia adsorvido nos seus locais activos; a segunda abordagem

consistia na inser¢do de uma resina de troca cationica (Chelex-100), imediatamente apos

a coluna AG®1—X8 (Fig. 13), de forma a promover a retencao dos catides ndo
complexados com o cloreto (fundamentalmente o Cu (I1) e Pb (I1)).

Para efectuar estes estudos foram intercaladas solu¢des puras de cadmio (de
concentragdes no intervalo de 0,056-56,2 mg L") e solugdes de cadmio adicionadas de
Cu (II) e Pb (IT) com concentragdes variaveis, no intervalo acima referido. Verificou-se
que, para qualquer uma das abordagens, quer pelos ciclos de lavagem, quer pela
inser¢do da coluna quelante, o teor de Cd (II) néo sofria alterag@o. Por sua vez os dois
catides interferentes responderam de forma distinta perante cada uma das alternativas
popostas. No caso do cobre, dada a sua alta afinidade para a resina Chelex-100
(selectividade de 126 relativamente a afinidade do catiio Zn(Il), tomado como
referéncia [45]), conseguiu-se eliminar totalmente a sua passagem para o sistema de
detecgdo, por retengdo na resina quelante, mesmo para concentra¢gdes na ordem dos
1x102 mol L, valor suficientemente alto relativamente ao existente nas amostras

ensaiadas. Desta forma conseguia-se, mesmo para teores de interferente 10 a 100 vezes

VIT 26



Determinagdo de cddmio em aguas residuais com etapa de separagdo e concentragdo

superiores ao teor de Cd (II) presente, uma eliminagéo praticamente total do Cu (II)
existente. Os ciclos de lavagem eram menos eficazes para concentragdes na ordem de
grandeza referida, ocorrendo passagem de Cu (I1) para o sistema de detecgdo.

O chumbo (II) apresentava uma baixa afinidade para a resina Chelex-100
(selectividade de 3,88 relativamente a afinidade do catido Zn(1) [45]), sendo
fracamente retido por esta mas, por sua vez, era completamente eliminado para esgoto
pela lavagem com H,O, com ciclos de duragdo entre 30 a 60 s. Desta forma para
concentragdes de Pb (IT) 10 a 100 vezes superiores a de Cd(II) conseguia-se uma
eliminagdo do interferente na ordem dos 100%.

Concluiu-se portanto que, segundo a origem das aguas a analisar, conseguia-se
por um ou outro processo eliminar a interferéncia dos dois catides citados, sem que

qualquer deles conduzisse a alteragdes do teor de catido Cd (II) determinado.

Ja depois da conclusio deste trabalho surgiram na literatura duas abordagens
diferentes para a eliminagio de interferentes quimicos [9, 29]. Ito [9] propos uma
metodologia baseada na detecgdo potenciométrica, que recorria a utilizagdo de uma
solucio tampdo mascarante com salicilaldoxima, de pH 6,15 em TISAB, que permitia
reduzir substancialmente a interferéncia dos catides Cu (II), Pb (II), Fe (III), Ag (I) e
Hg (IT). Por sua vez, Trojanowicz [29] propunha diversas alternativas de mascarantes
quimicos e permuta i6nica para eliminar as interferéncias provocadas por Fe (I1D), Cu
(1) e Pb (II), nomeadamente efectuando uma redug¢do com hidroxilamina, complexagao
com neocuproina e reten¢do por um permutador anionico (Amberlite IRA 400 na forma
de sulfato ou cromato), respectivamente.

Embora a solugdo implementada neste trabalho apresente certas limitagGes
relativamente as referéncias citadas [9, 29] apresenta, no entanto, algumas vantagens,
nomeadamente o facto de se tratar de uma montagem simples, sem necessidade de criar
um canal adicional para inser¢do da solu¢io mascarante, permitindo inclusivamente,
numa fase posterior do trabalho, determinar igualmente o catido Cu (II) por eluigdo do
metal retido na resina quelante. Desta forma o sistema poderia ser utilizado para uma

determinagdo biparamétrica dos metais Cd (IT) e Cu (1I).
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Som mV Reg

UL

Figura 13 - Sistema FIA para a determinagio de cadmio em amostras de dguas
residuais, com inclusdo da resina quelante para eliminacdo da interferéncia do
catido Cu(ll).

Legenda: A - amostra; RC - solugdo complexante de NaCl ~ HCI; El - solu¢do

eluente de NaNQ;s; IC - injector/ comutador;, R; - resina de iroca

ionica (AG®1—X8); R; - resina quelante (Chelex-100); ET -
eléctrodo terra; DT - detector potencioméirico de cadmio;, ER -
eléctrodo de referéncia; Som - somador;, mV - decimilivoltimetro;

Reg - registador; E - esgolo.
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VII - 4 - Determinagio de cddmio em dguas residuais

Utilizando a montagem FIA com detecgdo potenciométrica, representada na Fig.
1, foi possivel obter caracteristicas analiticas adequadas ao estudo de amostras reais,
pelo que se procedeu ao doseamento do catiio Cd (IT) em diferentes amostras de aguas.
A aplicabilidade do sistema FIA descrito foi testada efectuando-se analises dos teores
de cadmio em 12 amostras de aguas residuais provenientes de efluentes e tanques
industriais, particularmente de galvanoplastias. As calibragdes dos sistemas FIA foram
efectuadas pela injecgdo, em triplicado, de diferentes solugdes padrdo de cadmio com
concentragdes que variavam entre 0,056 e 56,2 mg L' A determinagdo analitica das
amostras foi efectuada por medigio das respectivas alturas do sinal analitico €
interpolagio na curva de calibragio correspondente. Um fiagrama caracteristico,
representativo dos resultados obtidos com o sistema implementado, encontra-se
representado na Fig. 14.

Na Tabela 1 encontram-se resumidos os resultados referentes as determinagdes
efectuadas sobre as amostras, quer pela metodologia FIA quer pelo procedimento de

referéncia.

A qualidade dos resultados obtidos pelo sistema FIA implementado (Cr) foi
avaliada relativamente aos resultados obtidos pelo método de referéncia (Cr).
Estabeleceu-se uma relagio cujos pardmetros da regressdo linear bem como os

respectivos limites de confianga, para uma probabilidade de 95 %, sdo:

Cr =-3,30 (£1,5) + 1,09 (+ 3,0x107%) Cr mg L™ (r = 0,9990)

o que revela o bom acordo entre as duas metodologias FIA relativamente ao
procedimento de referéncia (Fig. 15).
Foi também efectuado o teste t de student na analise comparada dos resultados,

originando valores de t = 0,873. Para um nivel de confianca de 95% (to02s =2,201) [47]

VIr 29



Determinagdo de cadmio em dguas residuais com etapa de separagdo e concentragdo

- 10 min

10 mV

Figura 14 - Registo de uma calibragio do sistema de detec¢io potenciométrico de
dupla membrana correspondente a intercala¢do de um conjunto de solugées padrio.
Legenda: Solugdes utilizadas : A 0,056; B 0,084, C—-0,11; D 0,56, E
L12;F 112¢G - 562mglL’
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Tabela I. Resultados obtidos na determinagdo de cddmio em dguas residuais pela

metodologia FIA com detecgdo potenciométrica e pelo método de referéncia (EAA).

FIA REF DR
Amostra (mg L") (mg L) (%)
1 47,1+0,90 47,4 -0,63
2 35,9+0,60 35,3 1.3
3 27.,4+0,90 2 = i
4 37,640,20 38,3 -1.8
5 11,140,20 13,9 -20
6 19,140,10 20,0 45
7 34,340,60 35,3 338
8 96,9+1,2 91,6 5,8
9 45,040,70 422 6,6
10 35,840,30 35,4 1,1
11 35,8+0,10 35,3 1,4
12 67,6+1,2 64,6 4.6

* Valores médios e correspondentes desvios padrdo de trés determinagdes efectuadas sobre a mesma
amostra pela metodologia FIA.

® Determinacdes efectuadas sobre a mesma amostra pela metodologia de referéncia [8].
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confirma-se a hipotese nula, podendo considerar-se estatisticamente equivalentes os

resultados fornecidos pelo método FIA relativamente ao método de referéncia.

A precisdo dos resultados obtidos, para 10 injecgdes sucessivas de 2 amostras
(de concentragdes 23 ¢ 54,8 mg L) originaram desvios padrdo relativos da amplitude
do sinal analitico inferiores a 1,5%. Estes valores assemelham-se aos anteriormente
descritos [18, 20, 26, 32-34] embora, relativamente a alguns casos [23, 25, 35, 36], se

note uma melhoria muito consideravel da precisdo analitica da determinagao.

Este sistema permite a determinagdo de cadmio para niveis de concentragdo
duas décadas abaixo do limite inferior de resposta linear do detector usado, at€¢ um
valor de 5x107 mol L, possibilitando a determinagdo deste catido no intervalo de
0,056 a 56,2 mg L. Comparativamente com a espectrofotometria de absorgdo atomica
com chama (determinag¢des no intervalo de concentragdo de 0,028 a 2,0 mg LY, o
método potenciométrico proposto permite trabalhar numa gama muito mais alargada de

concentragdes e apresenta um limite de detecgio de 0,011 mg L™

100 T =
Cr= 3,30 - 1,09 Cr r = 0,999
< n=12
— 80 +
R
S 60 T
a0 T
20 T
0 } + } } i
0 20 40 60 80 100

Meét. Referéncia

Figura 15 - Avalia¢do comparativa dos resultados obtidos no doseamento de cidmio

(1) em dguas residuais pela metodologia FIA e de referéncia.
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VII - 5 - Conclusoes

O sistema desenvolvido constitui uma boa alternativa aos métodos
anteriormente descritos para a determinago potenciométrica de catido cadmio [9-13].
Este sistema FIA permite a determinagio potenciométrica de cadmio para niveis de
concentragdo inferiores ao limite inferior de resposta linear do eléctrodo, e a
incorporagdo da resina de troca anionica além do efeito de concentragdo do analito
permitiu também aumentar a selectividade da metodologia, eliminando possiveis
interferentes, nomeadamente os catides cobre (II) e chumbo (IT). O uso de detectores
potenciométricos de duas membranas permitiu realizar as determinagdes analiticas com
maior sensibilidade analitica, particularmente para teores de Cd (II) inferiores ao LIRL.
Este método concorre favoravelmente com a EAA com chama, permitindo trabalhar
numa gama de concentragdes muito mais alargada e com um limite de detecgdo de
0,011 mgL™".

As 4guas analisadas apresentam teores de cadmio muito elevados, dado que
provém de efluentes e tanques industriais de galvanoplastias, sendo em todos os casos,
muito superiores aos limites admitidos pelas normas portuguesas [6].

O método proposto é econdmico, quer pelo tipo de detector utilizado quer pelo
baixo consumo de reagentes (220 mg NaCl e 770 mg NaNO; por determinagao) sendo
uma boa alternativa aos dispendiosos métodos espectrofotométricos [15-28, 32-35].
Além disso, é facilmente automatizavel e implementavel em qualquer laboratorio de

controlo analitico, necessitando de reduzida manutengao .
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CAPITULO VIIT

Desenvolvimento de uma montagem FIA, utilizando

um detector potenciométrico de CuS / Ag,S de
sensibilidade aumentada, para determinacdo de

Tetraciclinas em produtos farmacéuticos.
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VIII - 1 -Introdu¢do

O crescente desenvolvimento da industria farmacéutica tem conduzido a um
esfor¢o cada vez maior no sentido de assegurar métodos analiticos rigorosos, para o
controlo de qualidade dos produtos farmacéuticos, com celeridade e custos reduzidos.

As tetraciclinas (TC) constituem uma das mais importantes familias de
antibioticos, caracterizando-se pelo seu largo espectro de acgdo anti-bacteriano sobre
bactérias gram positivo e negativo, mycoplasma, treponemas, leptospiras, rickettsias,
actinomicetes, coxiella, clamidias e plasmodiuns [1]. Esta classe terapéutica €
vulgarmente utilizada no tratamento de patologias humanas, sendo usada como droga
de eleigdo para a colera, febre recidivante e infecgdes causadas por rickefisias,
mycobacterium fortuitum e marinum e clamydium psitiaci e trachomatis. E ainda
frequentemente utilizada em medicina veterinaria, nutricgdo animal e em aditivos
alimentares destinados a uso pecuario.

A tetraciclina (TCH), cuja estrutura quimica se representa na Fig. 1, ¢
quimicamente a [4S-(4a, 4aa, Saa, 603, 12aa)] - 4 - dimetilamino - 1, 4, 4a, 5a, 11, 12a
- octahidro-3, 6, 10, 12, 12a - pentahidroxi - 6 - metil - 1, 11 - dioxonaftaceno - 2 -
carboxamida, sendo a oxitetraciclina (5-hidroxitetraciclina), OTCH, e a clortetraciclina

(7-clortetraciclina), CTCH, seus derivados, providos de actividade terapéutica similar.

Figura 1 - Estrutura quimica da tetraciclina (TC)
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O método biologico de avaliagio da poténcia microbiologica € o mais
comummente reconhecido como método oficial para a determinagio de TC em
formulagdes farmacéuticas [2-4]. No entanto, a grande morosidade da determinagio,
devido ao longo tempo de incubagdo que exige (18-24 horas), a dificuldade da sua
implementagdo em laboratorios quimicos, e o facto de lhe ser apontado uma baixa
especificidade e pouca precisdo, devido a variabilidade inerente a resposta biologica,
tém conduzido ao aparecimento de sistemas de andlise alternativos, mais expeditos,
sendo na sua maioria baseados na detecgdo espectrofotométrica.

As tetraciclinas formam quelatos estaveis com alguns metais pesados [5]. Esta
complexagdo é importante pois determina o mecanismo de ac¢do destes farmacos no
organismo e permite explicar também alguns efeitos deletérios que estes compostos
farmacologicos possam ter nos tecidos mineralizados orgéanicos, nomeadamente na
pigmentagdo dos dentes em desenvolvimento e no comprometimento do crescimento
Osseo [1].

A formagdo de varios complexos estaveis dos seus esqueletos hidronaftacenos,
com o ferro (III) [6, 7], tungsténio [8-10], 4-aminofenazona e hexacianoferrato (I11)
[11, 12], cobre (II) [13-15], molibdato [10, 16, 17] e tério [18], tém sido aproveitados
para fins analiticos, com subsequente doseamento de TC por espectrofotometria de
UV/Vis. Estes sistemas tém, no entanto, como desvantagens, uma aplicagdo limitada a
uma estreita gama de concentragdes e a necessidade de se proceder a uma compensagao
na medi¢do, devido a coloragdo intrinseca das proprias amostras.

A potenciometria [19-25] tem também sido sugerida para a determinag@o de
compostos constituintes desta importante familia farmacologica. A primeira referéncia a
eléctrodos sensiveis a TC data de 1987 [19] e descreve a construgdo de eléctrodos de
membrana plastica de TCH, OTCH e doxiciclina (DC), com solugéo de referéncia
interna, usando tetrafenilborato de sodio como extractor ionico da membrana. A sua
aplicabilidade estava comprometida pela falta de selectividade em relago a estes trés
antibiéticos além de apresentar um tempo de vida relativamente curto. Posteriormente,
em 1989 [20, 21], surgiram descrigdes de eléctrodos sensiveis a TCH [20], também de
membrana plastica e com solugio de referéncia interna, usando como pares i6nicos o

silicotungstato de tetraciclina, dipicrilaminato de tetraciclina e tetraciclinato de
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cetiltrioctilamonio.  Estes  eléctrodos  apresentavam boas  caracteristicas de
funcionamento, com declives na ordem dos 58 mV decada™ e limites de detecgdo de
1x10”° mol L, embora tivessem também um tempo de vida relativamente curto, de
apenas cerca de 2 meses. Em 1994 é referida a construgio de eléctrodos sensiveis a
CTCH [22], usando diferentes pares ionicos, nomeadamente a CTCH com
dipicrilaminato de amonia, tetrafenilborato de sodio, fosfomolibdato de sodio e
tungstosilicato dissodico. Estes eléctrodos, também com solugdo de referéncia interna,
apresentavam um tempo de vida de cerca de 1 semana e uma baixa selectividade
relativamente a desoxiciclina.

Tém ainda sido feitas referéncias a sistemas potenciométricos que utilizavam
eléctrodos de amoénia [23] ou de CO; [24, 25], na realizagdo de ensaios biologicos de
avaliagio de TC. Nestes estudos € descrito o desenvolvimento de métodos
microbiologicos de determinagdo da poténcia antimicrobiana, baseados na inibi¢do, por
parte do antibiotico, da produgdio de amonia [23], ou do processo de respiragéo [24,
25] de uma suspensdo de E. coli. Por estarem envolvidos ensaios microbiologicos,
exigindo periodos de incubagdo longos (cerca de 2 horas) e recurso a tecnologia
especifica da area da microbiologia, estas metodologias sdo também pouco atractivas,

sobretudo para analises de rotina.

A automatizagdo, envolvendo instrumentagdo simples e econdmica, como € 0
caso da analise por injecgdo em fluxo (FIA), permite um grande numero de analises num
curto espago de tempo, um baixo consumo de reagentes e amostras e a possibilidade de
aplicagdo aos mais variados métodos de detecgdo.

Encontram-se referéncias a sistemas de analise por injecgdo em fluxo com
determinacio  espectrofotométrica de complexos corados de tetraciclinas,
nomeadamente com Fe (1II) [6, 7], WO,” [8], 4-aminofenazona e hexacianoferrato (I1T)
[11] e Cu(Il) [13]. Estes sistemas apresentavam como principais desvantagens, a
impossibilidade de aplicagdo numa gama de concentragdes alargada e, em alguns casos,
proporcionavam sistemas com ritmos de amostragem muito baixos, por exemplo 17 [6]
e 70 amostras h™' [11]. Sistemas FIA com detecgdo amperométrica [26-28], apesar da
grande sensibilidade analitica, proporcionavam também rtmos de amostragem

relativamente baixos, na ordem dos 60 / 70 amostras h™' [26, 28]. A detec¢do em fluxo
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por quimioluminiscéncia também ¢é apresentada como uma alternativa valida,
empregando quer o par peroxido de hidrogénio / persulfato de potassio [29], quer o
bromo [30], ou N-bromosuccinamida [31] como agentes oxidantes. Sao contudo
metodologias bastante dispendiosas além de que requerem a utilizagéo de oxidantes de
grande toxicidade.

O uso de sistemas FIA com detecgdo potenciométrica para determinagdo de TC
tém raramente sido propostos, apesar do beneficio resultante da possibilidade de
automatizagdo e facilidade de operagdo. No Gnico trabalho referido na literatura, at¢ ao
momento, usando este tipo de detecgio, recorria-se a utilizagio de eléctrodos sensiveis
a TC [32], de configuragdo convencional, baseados em membranas de condutor movel,
com selectividade para TCH, CTCH, OTCH, DC e metaciclina (MC). Os resultados por
eles fornecidos apresentavam, contudo, uma precisio de cerca de 2,1 mV e uma

variacio de potencial superior a 4 mV apos dois dias de trabalho.

A capacidade que certas moléculas orginicas (contendo atomos tais como N ou
0) tém de funcionar como dadores de pares de electrdes, faz com que elas formem
complexos com ides metalicos, podendo por isso ser determinadas por titulagdo com
sais metalicos, e esta reaccdo podera ser seguida com o eléctrodo selectivo de ido
metalico apropriado [33].

Tendo em conta os resultados obtidos aquando da construgdo e avaliagio de
eléctrodos selectivos de ido sensiveis a Cu (II), apresentados no Capitulo IIL, sobretudo
a elevada sensibilidade analitica proporcionada por aqueles que incorporavam uma
dupla membrana, propds-se para este trabalho a determinagio potenciométrica indirecta
de trés TC, tetraciclina (TCH) oxitetraciclina (OTCH) e clortetraciclina (CTCH),
utilizando um método simples, rapido, exacto e pouco dispendioso. Propde-se a sua
complexagio com o catifio cobre (II), recorrendo a analise por injecgdo em fluxo,
monitorizando-se potenciometricamente o abaixamento da concentragdo do metal na
solugdo complexante, empregando para isso eléctrodos tubulares de dupla membrana

cristalina homogénea sensiveis a Cu (II), de alta sensibilidade.

VIIT 5



Determinagdo de tetraciclinas com ESI sensivel a Cu(ll)

VIII - 2 - Parte Experimental

2.1 Reagentes e Solugoes

As solugdes das tetraciclinas (TC), obtidas na forma de cloridratos (Sigma),
foram preparadas diariamente por pesagem rigorosa do respectivo solido, e diluigéo
numa solu¢do de HCI de concentragdo 1,0x10” mol L. As solugdes padrdo de TC,
usadas na avaliagio e optimizagio do sistema FIA implementado, eram preparadas
diariamente a partir das anteriores por dilui¢do cuidadosa com agua bidesionizada. Estas
solu¢des eram mantidas, entre ensaios, ao abrigo da luz.

A solugdio de nitrato de cobre, usada como complexante, era preparada por
pesagem rigorosa do respectivo solido e padronizada por titulagdo potenciométrica,
usando-se como solugdo titulante uma solugdo padrio de EDTA (Titriplex III de

concentragdo 0,1000 mol L, Merck 9992).

2.2 Aparelhagem e eléctrodos

O sistema FIA foi estabelecido usando o equipamento descrito no Capitulo IL.

Na preparagio dos eléctrodos tubulares, para serem usados em FIA, seguiu-se a
metodologia descrita no Capitulo II. O eléctrodo selectivo de ido, de membrana dupla,
tendo como sensor uma mistura de CuS / Ag,S (proporgdo molar 1:1), tem o seu
estudo e caracteristicas operacionais indicadas no Capitulo III. As unidades sensoras,
depois de construidas, eram mantidas em contacto com uma solugéo de cobre (II), de
concentragao igual a 1x10” mol L™, para condicionamento, para que estivessem aptas a
serem utilizadas no momento da sua intercalagio na montagem FIA. Sempre que
necessario, os eléctrodos eram polidos com um fio de algoddo humedecido revestido de

oxido de aluminio, ou papel de polimento com pé de oxido de aluminio. Apos o
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polimento eram colocados em condicionamento, conforme o procedimento referido
anteriormente.

O detector potenciométrico era constituido pelo eléctrodo de configuragdo
tubular de dupla membrana, incorporado num suporte de perspex descrito no Capitulo
II, e pelo eléctrodo de referéncia. Este ultimo, de AgCl / Ag (ORION 90-00-02), de
dupla jungio, continha uma solugdo de KNO; de concentragdo igual a 0,1 mol L™ como
solucio de referéncia externa. Utilizou-se adicionalmente o dispositivo somador,
referido no Capitulo II (Fig. 2), para soma dos potenciais correspondentes a cada uma
das membranas sensoras.

O espectrofotometro utilizado na realizagio do método de referéncia para
determinagdo do teor de TC nas diferentes formulagdes farmacéuticas era um SP6 - 500

UV (Pye-Unicam).

2.3 Preparagdo das amostras

As amostras solidas contendo TCH, sob a forma de capsulas e drageias, eram
pulverizadas em almofariz de porcelana e homogeneizadas, apos determinag¢éo do peso
médio de cada tipo de forma farmacéutica. Uma quantidade de po equivalente a cerca
de 125 mg de TCH era cuidadosamente pesada e transferida quantitativamente para um
baldo volumétrico de 50,0 mL.

Nas pomadas oftalmologicas, pesou-se rigorosamente uma quantidade de
pomada contendo cerca de 50 mg de principio activo a qual foi adicionado 10,0 mL de
uma solugdo de HC1 1x10” mol L™ Por forma a que ocorresse a dispersio e dissolugdo
do principio activo na solu¢do aquosa, as amostras eram colocadas em banho de ultra-
sons, aquecido a 37 °C. Procedia-se a transferéncia quantitativa do sobrenadante, apos
solidificacio dos excipientes gordos, para um baldo de 25,0 mL. Estas solugdes
apresentavam algumas particulas em suspensdo, resultantes da presenga dos excipientes
utilizados na sua preparagdo. A sua granulometria ndo era, no entanto, suficiente para
provocar qualquer obstrugdio na valvula de injec¢do ou no interior da propria montagem

FIA pelo que ndo se justificava proceder a sua filtragdo. Para a sua determinagdo pelo
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método espectrofotométrico, pelo contrario, teve que se filtrar a solugdo, usando-se
para o efeito um filtro de 0,45 pm de acetato de celulose.

O colirio foi sujeito a homogeneizagdo do conteido da embalagem. Uma
quantidade de amostra equivalente a cerca de 25 mg de CTCH foi cuidadosamente
transferida para um baldo de 25,0 mL.

O po veterinario analisado foi sujeito a homogeneizagdo do contetido do pacote.
Uma quantidade de po equivalente a cerca de 500 mg de OTCH era cuidadosamente
pesada e transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 100,0 mL.

Apds o procedimento referido para cada um dos tipos de formulagdo, as
amostras, antes de serem inseridas na montagem FIA, eram diluidas em H,O
bidesionizada, de forma a serem obtidas solu¢des de TC com concentragdes situadas
entre 7x10™* e 1x10® mol L™, valores enquadrados dentro da zona de resposta linear do
sistema de deteccdo utilizado.

Para a realiza¢do da metodologia espectrofotométrica, em todas as formulac¢oes
referidas, a quantidade de amostra correspondente a cerca de 20 / 25 mg de TC era
rigorosamente pesada e quantitativamente transferida para um baldo de 25,0 mL sendo
diluida numa solu¢do de HCI de concentragdo 0,01 N e, sempre que necessario, filtrada.

Na realiza¢io dos ensaios de recuperagdo efectuou-se a adi¢do de 0,30-0,50 mL
da solugdo da TC respectiva, de concentragdo 1,0x10 mol L, a 25,0 ou 50,0 mL da
amostra, de forma a ser obtida uma concentragio de TC de cerca de 7x10” - 1x10™ mol

L‘].

2.4 Método de referéncia

Para avaliar a qualidade dos resultados obtidos pela metodologia FIA
desenvolvida, fez-se a determinagdo dos teores de TC nas amostras pelo método
espectrofotométrico baseado na Farmacopeia Helvética [34]. Dadas as limitagdes ja
assinaladas para o método microbiologico, indicado pelas Farmacopeias Britanica,
Americana e Internacional [2-4], procurou-se usar um método de validagdo dos

resultados FIA que pudesse ser executado paralelamente aos ensaios potenciométricos,
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¢ a0 mesmo tempo, utilizasse a instrumentagdo usualmente disponivel num laboratério
quimico. Os ensaios de avaliagdo de poténcia anti-bacteriana, além de exigirem material
especifico da area da microbiologia, eram extremamente morosos, ndo se justificando a
sua implementagdo uma vez que os resultados por eles fornecidos ndo rivalizam com os
decorrentes do uso do método espectrofotométrico.

Para a execucio do método referido, a preparagdo da amostra era feita por
dissolugio desta numa solugio de HCI de concentragio 0,01 N, procedendo-se,
consoante o tipo de principio activo a analisar, a determinagio da absorvéncia de cada

amostra a 245 nm (TCH), 254 nm (OTCH) e 280 nm (CTCH).

2.5 Montagem FIA utilizada

Para a determinagdo de TC em diferentes formulagdes farmacéuticas utilizou-se
um sistema de analise por injec¢do em fluxo, com detecgdo potenciométrica semelhante
ao esquematizado na Fig. 2. A amostra e padrdes eram inseridos, por intermédio de
uma valvula de injecgdo, numa solugdo transportadora, constituida por uma solugio de
KNO; de concentragio 0,1 mol L™, adicionada de HNOs, que convergia para um canal
onde circulava uma solugdo complexante de Cu(NOs),. O complexo formado, associado
a um decréscimo da concentragio de Cu (II), era monitorizado pelo detector
potenciométrico sensivel a Cu (II), cujas caracteristicas operacionais foram
anteriormente referidas no Capitulo 11T

No sentido de avaliar a influéncia dos diferentes parametros fisico-quimicos na
amplitude do sinal analitico, de forma a permitir efectuar a determinag@o do teor em TC
numa gama alargada de concentragdes, com o maximo de sensibilidade analitica e num
espago de tempo o mais curto possivel, procedeu-se a optimizagdo do sistema de fluxo.
Assim, foram optimizados os diferentes pardmetros da montagem FIA nomeadamente, a
concentragdo da solugio de cobre (I1), o pH da solugdo transportadora, os volumes de

injec¢do, a dimensdo dos reactores e os caudais.
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Figura 2 - Montagem FIA para a determinagio potenciométrica de tetraciclinas
Legenda: A - amostra; ST - solugdo transportadora (HNO: ~ KNO3) (4,0
ml, min’'); SC - solu¢do complexante (Cu(NQO3)5) (4,0 mL min');
BP - bomba peristaltica; Vi - valvula de injecgdo (200 ul); X -
confluéncia; L, - reactor (35 cm); ET - eléctrodo terra; DT -
detector tubular de duas membranas sensivel a Cu (1I); ER -
elécirodo de referéncia; Som- circuito somador; mV -

decimilivoltimetro; Reg. - registador; E - esgolo.
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VIII - 3 - Resultados e sua discussdo

Tendo em conta as boas caracteristicas operacionais apresentadas pelos
eléctrodos de dupla membrana, sensiveis a Cu (I1) (Capitulo II), desenvolveu-se e
optimizou-se um sistema FIA que permitisse efectuar determinagdes do teor de TC em

diferentes preparagdes farmacéuticas comercializadas.

A optimizagdo da montagem FIA foi feita comegando-se por estudar o valor da
concentragdo da solugdo de Cu(Il) mais adequado para o desenvolvimento da reacgao
de complexagio. A fixagdo de um valor de concentracdo de ido primario na solugéo
complexante condicionava o valor da diferenga de potencial a partir do qual o detector
tubular efectuava as medidas, e estava limitado aos niveis de concentragdo de TC a
determinar. A solugdo complexante de Cu(NOs), foi avaliada num intervalo de

concentragdes entre 5,0x10° e 0,1 mol L' (Fig. 3 e 4).

1007
: 0
= 8071 O
8 0
s 60T
g Q
< 401 e
? i °
207 - o o
g & 49 0
| | 1 |
1x104 5x104 7,5x104 1x10°3 1x102

Conc. TC (mol L)

Figura 3 - Variagdo da altura do sinal analitico com a variagdo da concentragdo de
solugido complexante de Cu (I1), para diferentes concentragées das TC em estudo.
Legenda : Concentragdo de titulante: © - Cu (1) Ix! 0" mol L'; o-Cu (1I)
5¢10° mol L' @ - Cu (1) Sx107 mol L e §- Cu (1) 5x10° mol
£
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Concentragdes de Cu(Il) superiores a 5.0x107 mol L' condicionavam as
medidas a efectuar nas amostras em que a concentragdo de TC era inferior a 7,5x10™
mol L', resultando em sinais analiticos muito pequenos para as amostras mais diluidas.
Solugdes complexantes de concentragdo inferior a 5,0x10” mol L', para além de
provocarem instabilidade do potencial de linha de base, também originavam um retorno
bastante lento do sinal analitico a este e limitavam ainda a determinagdo de TC para
valores de concentragdo superiores a 1,0x10° mol L. A optimizagdo deste parametro
era pois limitada pela gama de concentra¢do de TC a determinar e pela estabilidade do
potencial da linha de base.

Optou-se assim por uma solugio de cobre (II) de concentragao igual a 5,0x107
mol L', que permitia a determinagdo de TC para um intervalo de concentragdes de
cerca de S0 a 500 mg L', ¢ por uma concentragdo de 5,0x10* mol L', para a
determinacio de concentragdes mais elevadas de principio activo (superior a 350 mg
(g

Para qualquer um dos casos obteve-se uma elevada sensibilidade analitica, como

se pode avaliar pelos resultados apresentados no grafico da Figura 4.
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Figura 4 - Varia¢do da sensibilidade analitica do sistema FIA com a variagdo da
concentracdo de solucio complexante de Cu (II) para as trés TC em estudo

Legenda : 8- O1CH; u- TCH; o - CTCH.
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A solugdo transportadora, constituida por um electrolito, com a fungdo de
promover o contacto eléctrico entre o eléctrodo indicador e de referéncia, e
simultaneamente funcionar como ajustador de forga ionica, foi igualmente utilizada para
avaliar a influéncia do pH na extensdo da reacgdo de complexagdo. A solugdo
ajustadora era constituida por nitrato de potassio de concentragdo igual a 0,1 mol L,
electrolito que ndo interferia na resposta do eléctrodo sensivel a Cu (11). Os diferentes
valores de pH, no intervalo de 1,0 - 9,7, foram estabelecidos por adi¢do de uma solugdo
de HNO; ou NaOH a referida solugdo de KNO:s. Qualquer um destes ides € contra-ides
ndo provocavam interferéncia na resposta do eléctrodo, como ja tinha sido verificado
nos ensaios de avaliacdo dos coeficientes de selectividade potenciométricos efectuados
anteriormente (Cap. IIT e [35]). Verificou-se que a reac¢io de complexagdo era
favorecida em meio acido (Fig. 5), o que estard por certo ligado ao facto de ocorrer
precipitagio de cobre, sob a forma de oxidos e hidroxidos, para valores de pH
superiores a 6.

Verificaram-se os melhores resultados de amplitude de sinal analitico,
relacionados com uma maior extensio da reacgdo de complexagao, para valores de pH
de cerca de 2, para as trés TC estudadas.

A escolha de um meio acido foi ainda justificada pela maior solubilidade das TC
neste meio, € para se prevenir a ocorréncia de precipitagoes de cobre dentro do sistema,

o que poderia conduzir a obstru¢do dos canais de ligagdo e consequente rebentamento.
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Figura 5 - Variacdo da sensibilidade do sistema de detec¢do proposto com o valor de

pH da solug¢do transportadora

Legenda : ¢ - OTCH; o- TCH: o- CTCH.
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Depois de definidos os pardmetros quimicos do sistema, que se relacionavam
directamente com a reacgdo de complexagdo, optimizou-se O volume de injecgdo,
comprimento do reactor e caudais, determinando-se a sua influéncia na amplitude do
sinal transiente fornecido pelo detector potenciométrico.

Foram estudados volumes de injec¢do de 100, 200, 500 e 1000 pL, como se
representa na Fig. 6. O volume de injecgio de 100 pL originava uma baixa sensibilidade
analitica, comprometendo particularmente a determinagdo de baixas concentragdes de
TC (inferiores a 500 mg L™). Volumes de injecgdo superiores a 500 uL. mostraram-se
desaconselhaveis, uma vez que a sua utilizacio néo apresentava vantagens significativas
no tocante a amplitude do sinal analitico (ocorrendo mesmo diminui¢do da sensibilidade
para um volume fixado em 1000 pL). Para além disso, ficava comprometido o ritmo de
amostragem, por haver necessidade de recorrer a um reactor de grandes dimensdes para
promover a completa reacgdo entre o Cu (1I) e o analito. Desta forma, optou-se por um
volume de injecgdo de 200 pL, valor este que permitia obter uma boa sensibilidade com

uma boa reprodutibilidade analitica.
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Figura 6 - Variagdo da sensibilidade do sistema de deteccdo com o volume de
injeccdo.

Legenda : ® - OTCH; B- TCH; o - CTCH.
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Seguidamente estudou-se o comprimento do reactor entre a confluéncia € o
detector (L), de forma a que a sua dimensao garantisse um tempo de permanéncia da
amostra em contacto com o reagente complexante, que permitisse que a reac¢do fosse
completa, sem no entanto comprometer o ritmo de amostragem. O seu estudo foi
efectuado para comprimentos variaveis (35, 100, 200, 235 e 300 cm) como se
representa na Fig. 7. Verificou-se que comprimentos superiores a 100 cm conduziam a
um decréscimo da sensibilidade analitica com abaixamento do ritmo de amostragem,
devido a uma grande dispersdo da amostra no sistema. O valor de 35 ¢m, comprimento
minimo imposto pelo estabelecimento das ligagdes entre os diferentes componentes da
montagem, era suficiente para um bom desenvolvimento da reacgdo de complexagdo,
proporcionando uma mistura completa entre as duas solugdes, e traduzindo-se ainda
numa boa estabilizagdo da linha de base, permitindo obter uma boa reprodutibilidade

dos sinais analiticos, com um elevado ritmo de amostragem.
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Figura 7 - Variagio da resposta do sistema de detec¢do com a dimensdo do reactor
L,
Legenda - ® - OTCH; 0- 1CH, o- CTCH.
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Uma vez estabelecido o comprimento do reactor a utilizar estudou-se a
influéncia do caudal na amplitude do sinal analitico, fixando-se o mesmo valor nos
canais ST e SC (Fig. 2). Para valores de caudal total iguais a 2,7, 3,2, 4,5, 7,0 ¢ 8,0 mL
min”', ndo se registou alteragdo significativa da amplitude do sinal analitico, pelo que se
optou pelo caudal mais elevado, de 8,0 mL min”, o qual permitia a obten¢do de curvas

de calibragio com uma boa sensibilidade analitica com um bom ritmo de analise.

Estudos de interferéncias

Com o objectivo de possibilitar a aplicagdo do sistema proposto ao ensaio de
formulagdes farmacéuticas comerciais estudou-se o efeito de alguns excipientes,
normalmente presentes no tipo de preparagdes estudadas, nos resultados analiticos.

A reaccdo de complexagio pode ser alterada pela presenca de diferentes
compostos quimicos que possam eventualmente reagir com o catido Cu (II) ou interferir
na resposta do eléctrodo utilizado. Dado que, na maior parte dos casos, nao era referida
a listagem de excipientes usados em cada formulagdo, e na eventualidade de alguns
compostos orginicos e inorganicos, usualmente utilizados nas etapas galénicas,
poderem estar presentes nas formulages ensaiadas, foi feita a caracterizagdo da
interferéncia por eles provocada (Tabela I).

Com a excep¢io do NaCl nenhuma das substancias avaliadas interfeiam na
determinagdo de TC pela metodologia proposta. Nao se procedeu ao estudo de
interferentes inorganicos alcalinos e alcalino-terrosos na resposta do eléctrodo porque,
do conhecimento que se tinha das caracteristicas operacionais do eléctrodo (Capitulo
III), so era previsivel a interferéncia de catides que formassem precipitados com o
sulfureto presente na membrana sensora (p. ex. cadmio, chumbo e prata) e a presenga
destes, nas formulagdes estudadas, ndo era previsivel.

Nio se efectuou a avaliagio de interferentes resultantes de sub-produtos de
sintese das TC, dado que a natureza dessas substéancias ¢ dependente do tipo de sintese

realizada, etapa sobre a qual também ndo tinhamos qualquer informagdo. Seguiu-se o
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mesmo critério relativamente a avaliagio de possiveis produtos resultantes da

degradagio das TC resultantes da fase de armazenamento.

Tabela I. Avaliagdo da interferéncia de possiveis excipientes na resposta do sistema

FIA estudado

Interferente

Glicose

Frutose
Sacarose

Ureia

Amido
Polietilenoglicol
PEG 4000

NaCl

Na,50;

Perborato sodio

ndo interfere
ndo interfere
ndo interfere
ndo interfere
ndo interfere
ndo interfere
ndo interfere
interfere
ndo interfere

nao interfere

A eliminagio de interferéncias eléctricas no sistema foi conseguida pela

intercalacdo, na montagem FIA, de um contacto de terra colocado entre a confluéncia e

o detector potenciométrico.
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Com os parimetros cuja optimizagdo se referiu, o sistema FIA permitia a
determinagéo de TC num intervalo de concentragdo entre cerca de 48,1 - 4,8 x 10° mg
L para TCH, 49,1 - 4,9x10° mg L™ para OTCH e 51,5 - 5,1x10° mg L™ mg L™ para a

CTCH, com uma boa sensibilidade analitica.

A estabilidade do sistema proposto, ao longo de um dia de trabalho, foi avaliada
efectuando-se o tracado de seis curvas de calibragbes num intervalo de cerca de 8
horas, e procedendo-se ao calculo da variagdo do potencial para diferentes niveis de
concentragdo de TC, na zona de resposta linear do sistema de detecgdo. Obtiveram-se
para a TCH, OTCH e CTCH, respectivamente, uma variacdo inferior a £ 2,6, 1,1 e 1.4
mV dia.

A repetitibilidade do sistema FIA implementado foi avaliada efectuando 16
injecgdes sucessivas de uma solugio padrao de cada uma das trés TC para um valor de
concentracio intermédia da zona de resposta linear do sistema de detec¢do. Os valores
de desvio padrdo relativo encontrados originaram variagdes inferiores a 0,5 % para

qualquer das trés TC estudadas (ver Fig. 8).

Com estes sistemas obtiveram-se registos analiticos semelhantes aos

representados nas Fig. 8, 9 e 10, para cada um dos tipos de TC estudados.

O ritmo de amostragem registado variava entre 150 amostras h', para as
amostras mais concentradas, e 200 amostras h™', para as amostras de menor teor em

principio activo.
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Figura 8 - Fiagrama representativo de uma calibracio de OTCH e ensaio de

repetitibilidade para um padrio (E) de OTCH.
Legenda : Padrdes injectados A - S5xl0*: B - 7.5x107%; C - Ix1 g7, b~
2x10° mol L' e E - Ix107° mol L.
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S 20mV

Figura 9 - Fiagrama correspondente a uma curva de calibracdo de CTCH
Legenda : Padrdes injectados A - 5x1 0% B - 7.5x107; C - Ix10® e D -
2x10° mol L.
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e

Figura 10 - Fiagrama correspondente a uma curva de calibragdo de TCH.
Legenda: Padroes injectados A - 5x1 0% B-75x10* C- Ix] 0eD -
2x107° mol I''; E, F - duas amostras diferentes de TCH; G -

ensaio de recuperacdo da amostra .
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VIII - 4 - Determinacdo de TC em formulagdes farmacéuticas

Apos o desenvolvimento do sistema FIA descrito anteriormente efectuou-se a
sua calibragdo, pela injecgdo (em triplicado) de diferentes padrdes de TCH, OTCH e
CTCH, respectivamente, com concentragdes entre 50 e 500 mg L', para a
determinagdo das formulagdes com menor teor em principio activo, € entre cerca de 350

e 5,0x10° mg L' para a avaliagio das amostras mais concentradas.

A avaliagio quantitativa dos sinais analiticos obtidos foi baseada na medigio da

altura de pico e sua conversio em valores de potencial (mV).

A aplicabilidade do sistema FIA descrito foi entdo testada, efectuando-se a
analise do teor de TC em diferentes formulagdes farmacéuticas disponiveis no mercado
portugués. Os resultados obtidos, representados na Tabela 11, foram comparados com
os valores obtidos pelo método espectrofotométrico. A qualidade dos resultados foi
também avaliada, determinando a percentagem de recuperagao para todas as amostras,
que originaram, como esta indicado na Tabela I1, valores muito proximos dos 100 %,
indiciando uma boa exactiddo analitica.

Os resultados obtidos pelos dois métodos sdo semelhantes, e para prova-lo, foi
estabelecida uma regressdo linear do tipo Cr = Co + S Cr entre os resultados
proporcionados pela metodologia proposta (Cr) e pelo método espectrofotométrico
(Cr) (Fig. 11).

A comparagio dos dois métodos revela um bom acordo entre si, 0 que €

demonstrado pelos valores de

Cp=-1.71 (+21)+ 0,995 (+3,9x10°) Cr mg L" r=09993

com um valor de declive muito proximos da unidade, uma ordenada na origem proxima

de zero e um elevado coeficiente de correlagdo.
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Tabela II. Determinacio de TCH / CTCH / OTCH em formulages farmacéuticas

pelo método FIA proposto e pelo método de referéncia.

Preparagdo FIA“ REF* Recuperacio(%)
farmacéutica mgg’ mgg!
Terramicina 318 £ 0,01 328 +0,01 * 98,9
(po soluvel)
Terricil 5,30 £ 0,01 5,80 £ 0,01 99
(pom. oftdlmica)
Ciclobiético 849 + 0,01 873+0,01 101
(capsulas)
Ciclobiotico 761 + 0,01 734 £ 0,01 104
(capsulas)
Neociclina 886 + 0,01 892 + 0,01 103
(capsulas)
Hostaciclina 550+ 0,01 564 + 0,01 104
(drageias)
Aureomicina 19,8 £0,01 20,6 £ 0,02 99,7
(colirio)
Aurecil 43,0+ 0,01 44,6 + 0,02 99.3

(pom. oftalmica)

Os resultados apresentados sdo a média ¢ desvio padrdo para quatro determinagdes efectuadas sobre 4

tomas de uma mesma amostra.

* Resultados expressos em mg g’

* Valor obtido recorrendo ao método da adicdo
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1000 T

C"F = -1, 71 + 0,995C, r=09993
800 T (n-38)

Método FIA

600 A
400 A

200

0o, . . : :

0 200 400 600 800 1000
Método Referéncia

Figura 11 - Avaliagdo comparativa dos resultados obtidos no doseamento de TC pela

metodologia FIA e pelo método de referéncia.

A avaliagio da precisio analitica dos resultados obtidos pela metodologia
potenciométrica foi efectuada pelo calculo do desvio padrdo relativo, apos 12 injecgoes
de uma amostra de cada TC, com concentragdes iguais a 318 mg (OTCH), 441 mg
(TCH) e 19,8 mg (CTCH). Os valores obtidos demonstraram uma boa precisdo, com
um desvio padrio relativo inferior a 0,4 %. A precisdo encontrada com o método
potenciométrico implementado representa uma melhoria significativa relativamente a
algumas das metodologias anteriormente apontadas na determinagdo de TC por
espectrofotometria , amperometria e quimioluminiscéncia [6, 7, 11 — 13, 19, 26, 28,

31], que apontavam valores de precisdo com desvios superiores a 0,9 %.
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A gama de concentragdes passivel de ser determinada pela metodologia
proposta ¢ também significativamente mais ampla que 2 citada pela maioria das
referéncias anteriores [6, 7, 9, 11 - 16, 31] aplicadas na determinag@o de compostos
desta familia terapéutica, permitindo a avaliagdo de todas as formas comerciais
existentes no mercado, sem ter que recorrer a etapas adicionais de dilui¢do ou pre-

concentrac¢do dos analitos.

Os bons resultados analiticos conseguidos devem-se particularmente as boas
caracteristicas operacionais do sistema de detecgdo potenciométricos sensivel a Cu (II)
anteriormente desenvolvidos (Cap. IIT). Destacam-se ainda as vantagens da detec¢do
potenciométrica relativamente a espectrofotometrica, especialmente a possibilidade de
aplicagio a amostras fortemente coradas, e a elevada sensibilidade analitica, que
contribuiu para a obten¢do de resultados mais exactos e precisos, particularmente
quando aplicados a situagdes em que os valores de concentragao de analito eram muito
proximos entre si.

Apesar de alguns dos métodos espectrofotométricos descritos permitirem
efectuar determinagdes de teores de TC inferiores a 1 mg L verificou-se, contudo, que
o método potenciométrico proposto permitia determinar, com uma boa sensibilidade,

qualquer uma das formulagdes existentes no mercado.

VIII - 5 Conclusdes

A andlise por injecgio em fluxo, utilizada para o doseamento de TC em
formulagdes farmacéuticas, revelou-se simples, pratica e rapida de executar.

A anilise automatica das tetraciclinas, baseada na detecgdo potenciométrica,
Mostrou-se um processo vantajoso, relativamente a detec¢do espectrofotométrica [6 -
18, 34], na medida em que era possivel realizarem-se as determina¢des numa ampla
zona de concentracdes, independentemente da coloragdo e turvagdo das amostras. A
utilizagio de um sistema potenciométrico de sensibilidade aumentada permitia a

obtencdo de resultados mais precisos e reprodutiveis que os anteriormente citados.
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O sistema proposto permitia a determinagio destes analitos com um alto ritmo
de amostragem, 150 a 200 amostras h', e com um baixo consumo quer de amostra (200
uL) quer de reagentes, com um consumo de apenas cerca de 13 pg de Cu (II) por
determinagdo.

A opgio pelo método analitico desenvolvido € justificada pelo facto de se tratar
de um sistema simples, facilmente aplicavel a diferentes tipos de formulagdes
farmacéuticas sem requerer um complicado tratamento da amostra.

A aplicabilidade do sistema proposto podera facilmente ser alargada, com
ligeiras modificagdes da montagem FIA e dos seus pardmetros quimicos, a outros

antibioticos quimicamente similares as TC.
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Conclusies globais

Na elaboragio desta dissertacdo optou-se por, nos diferentes capitulos,
apresentar a discussdo dos resultados e retirar as respectivas conclusdes. Procurou-se
desta forma realgar as conclusdes especificas de cada caso considerado, justificando-se
que, neste capitulo, somente se evidencie muito brevemente as conclusdes de indole
geral do trabalho desenvolvido.

O processo de construgdo dos eléctrodos utilizados, obtidos por prensagem a
pressdes elevadas, de misturas de sulfureto de prata com sulfuretos dos catides ou sais
de prata dos anides, permitiu obter eléctrodos sensiveis a espécies inorganicas,
nomeadamente cloreto, brémeto, iodeto, sulfureto, prata (I), cobre (II), cadmio (II) e
chumbo (I1). Este processo de construgdo, além de simples e econdmico, permitiu a
obtencdo de eléctrodos com boas caracteristicas operacionais € com um tempo de vida,
em muitos casos, superior a 6 anos.

A construgio de eléctrodos de configuragdo tubular permitiu que fossem
desenvolvidos sistemas de deteccdo de sensibilidade aumentada, mecanicamente
estaveis e simples, nos quais o declive (mV década™") obtido era aproximadamente 0
dobro do conseguido com os sistemas de fluxo com detecgdo potenciomeétrica
convencional. Os sistemas desenvolvidos, tipo diferencial e tipo soma, permitiam um
ganho acentuado de sensibilidade, com manutengdo das restantes caracteristicas
operacionais, relativamente aos sistemas de detec¢io empregando os eléctrodos
correspondentes incorporados em sistemas FIA convencionais.

O aumento de sensibilidade conseguido com os sistemas de detecgdo
potenciométricos implementados tornou possivel a sua aplicagdo pratica, concretamente
na determinagdo dos respectivos ides primarios em aguas e vinhos, obtendo-se
resultados mais exactos e precisos que os decorrentes da metodologia de referéncia
aplicada. Permitiu também a implementagdo de montagens que possibilitavam a
determinagdo de diferentes compostos, promovendo-se reacgdes quimicas, a cujos
produtos finais os ESI eram sensiveis, e reacgdes de complexacdo.

O doseamento potenciométrico mostrou-se favoravel relativamente aos

procedimentos de referéncia, uma vez que, exigindo instrumenta¢do relativamente
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economica e pouco sofisticada, era possivel, em periodos de tempo significativamente
mais curtos, executar um niimero elevado de determinagoes.

As montagens desenvolvidas eram mecanicamente estaveis, faceis de implementar,
utilizavam material e instrumentagdo analitica pouco complexa e tinham ainda como
vantagem permitirem ©o processamento de um maior numero de amostras.
Adicionalmente, o consumo quer de reagentes quer de amostras era, em todos 0s casos
pequeno, o que € particularmente relevante do ponto de vista economico e sobretudo
ambiental.

O tipo de montagens implementadas poderia ainda ser utilizada por pessoal ndo
especializado, evitando submeter as amostras a dosear a preparagdes morosas €
monotonas, contribuindo para o decréscimo quer da manipulagdo, quer dos custos e
tempo despendido na realizagdo dos processos de controlo analitico.

A facilidade de substituigio dos detectores potenciométricos tubulares por
unidades sensiveis a outras espécies ionicas, nas montagens FIA desenvolvidas, permitia
a determinagdo de diferentes espécies analiticas sem necessidade de recorrer a modulos
ou aparelhos dispendiosos.

Finalmente concluiu-se que a associagdo da detecgdo potenciométrica a sistemas
de analise por injeccio em fluxo, pela facilidade de efectuar diferentes etapas de
separagdo, conversdo ou pré-concentragdo em linha, permite uma grande versatilidade
de aplicagdes, sendo um processo alternativo de doseamento dos mais variados

produtos na area hidrologica, alimentar e farmacéutica.
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