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Resumo

Titulo: Sistema Fluxo-Batelada Monossegmentado: Determinacgao

Espectrofotométrica de Boro em Plantas

Esse trabalho introduz o conceito fluxo-batelada monossegmentado
(monosegmented flow-batch - MSFB). Esse sistema combina as
caracteristicas favoraveis do sistema fluxo-batelada (flow-batch analysis -
FBA) e do fluxo monossegmentado (monosegmented flow analysis -
MSFA), permitindo o uso do FBA em reacdes de cinética lenta sem
prejuizo na sensibilidade ou na frequéncia de amostragem. O MSFB foi
avaliado durante a determinacdo espectrofotométrica de boro em extrato
de plantas, baseado no método que envolve a reacao lenta entre o boro e
a azometina-H. Todas as solucdes padrao foram preparadas in-line e
todos os processos analiticos foram realizados por simples mudancgas nos
parametros operacionais do software de controle do MSFB. O limite de
deteccdo foi estimado em 0,008 mg L!. As medidas foram executadas
com frequéncia analitica de 120 amostras por hora, com precisao
satisfatéria. O MSFB foi aplicado com sucesso na analise de 10 amostras
de extratos plantas e os resultados foram equivalentes aos obtidos pelo

método de referéncia, ao nivel de 95% de confianca estatistica.

Keywords: Fluxo-batelada; Analise em fluxo monossegmentado; Reagdes

de cinética lenta; Determinacao de boro.



Abstract

Title: Monosegmented flow-batch system: Spectrophotometric

determination of boron in plants

This work introduces the monosegmented flow-batch (MSFB) analysis
concept. This system combines favourable characteristics of both flow-
batch and the monosegmented analysers, allowing use of the flow-batch
system for slow reaction kinetics without impairing sensitivity or sampling
throughput. The MSFB was evaluated during spectrophotometric
determination of boron in plant extracts, which is a method that involves a
slow reaction between boron and azomethine-H. All standard solutions
were prepared in-line, and all analytical processes completed by simply
changing the operational parameters in the MSFB control software. The
limit of detection was estimated at 0.008 mg L™!. The measurements
could be performed at a rate of 120 samples per hour with satisfactory
precision. The proposed MSFB was successfully applied to analyse 10 plant
samples and the results are in agreement with the reference method at a

95% level of confidence.

Keywords: Flow-batch; Monosegmented flow analysis; Slow kinetic

reactions; Boron determination.
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1.1 Caracterizacao da problematica

A andlise quimica é indispensavel em todas as areas da vida
contemporanea e pode ser executada por procedimentos rapidos, simples,
precisos e robustost'l. Atualmente, com a preocupacdo da
sustentabilidade na atuacao humana, ressaltam-se, particulamente na
Quimica Analitica, procedimentos analiticos que incorporam estratégias de
contengao no consumo de reagentes e amostras aliadas a redugao de
custos operacionais.0

Dessa forma, analisadores automaticos estdao continuamente surgindo
e sendo empregados, com sucesso, na analise de diversas substancias nas
mais distintas matrizes!?-51,

Em 1999, Honorato et al.'®! propds um método automatico para
titulacdo acido-base que alia as caracteristicas dos sistemas em fluxo e
dos sistemas em batelada, e o denominou de andlise em fluxo-batelada
(do inglés: flow-batch analysis - FBA).

O FBA possui como um dos principais componentes a camara de
mistura, onde pode ser realizada, sob controle do software, iniUmeras
etapas da analise, como: a insercdo da amostra e dos reagentes,
homogeneizacao, preparacao das solucdes de calibracao, extracao e
deteccdao. Diante dessa versatilidade, diversos procedimentos analiticos
tém sido descritos e aplicados utilizando o FBAL®!,

No entanto, essas aplicagdes utilizam processos onde a reagao se
completa rapidamente, sem a necessidade da espera de um tempo
prolongado (tempo de residéncia) antes da deteccdo do analito.
Determinagbes que empregam reacgdes de cinética lenta até podem ser
implementadas no FBA, entretanto a velocidade analitica, ou a
sensibilidade do método, acaba sendo prejudicadal”!.

Outras metodologias automaticas para analise em fluxo tém sido
propostas para reacdes de cinética lenta, como a analise por injecao em

)[11,12]

fluxo (FIA)B 101 andlise por injecdo sequencial (SIA , andlise em
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fluxo com multicomutacdo (MFA)['31 e a andlise em fluxo
monossegmentado (MSFA)!4-161,

Dentre eles, pode se destacar o MSFA, que tem como principal
caracteristica a adicdo da amostra entre bolhas de ar ou de um gas inerte,
para posterior transporte pelo fluido carregador. Como a amostra é
ladeada por bolhas de ar, esse sistema permite um longo tempo de
residéncia da amostra com minima dispersao, podendo ser alcancada uma
elevada sensibilidade analitica, sem prejuizo na frequéncia de
amostragem. Porém, o MSFA apresenta alguns inconvenientes quando
comparados aos sistemas FBA, como a homogeneizacao ineficiente, baixa
flexibilidade e versatilidade, necessidade de fluido carregador e
inviabilidade do preparo de solugdes de calibracao.

No presente trabalho, propde-se um sistema fluxo-batelada
monossegmentado (monosegmented flow-batch system - MSFB). Esse
sistema combina as caracteristicas favoraveis do FBA e do MSFA, para
implementar métodos que envolvem reacdes de cinética lenta sem perda
de sensibilidade ou de frequéncia analitica, além de minimizar alguns
problemas do MSFA. Sendo assim, foi desenvolvido e avaliado um sistema
MSFB para determinacao do teor de boro em extrato de plantas, usando

o método espectrofotométrico da azometina-H.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

Desenvolver um sistema fluxo-batelada monossegmentado para
reacoes de cinética lenta e aplica-lo a determinacao de boro em extrato de

plantas pelo método da azometina -H.

1.2.1 Especificos

Desenvolver uma metodologia que viabilize a utilizacao do sistema

fluxo-batelada em reacdes de cinética lenta;

e Desenvolver o sistema fluxo-batelada monossegmentado (MSFB);

e Desenvolver o programa para gerenciamento das operagdoes do
sistema;

e Ajustar os parametros de funcionamento do MSFB;

e Aplicar o MSFB na determinacdo espectrofotométrica de boro em
extrato de plantas;

e Avaliar o desempenho analitico do sistema proposto;

e Comparar as caracteristicas analiticas do MSFB com outros sistemas

automaticos em fluxo.
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1.3 Sistemas automaticos de analise

Métodos analiticos convencionais sao comumente desenvolvidos e
aplicados em laboratorios e centros de pesquisas de todo o mundo. No
entanto, procedimentos analiticos que possibilitem um menor consumo de
reagentes e amostras, reducdao na geracao de residuos, maior
sensibilidade, menor custo, elevada frequéncia de amostragem, menor
risco de intoxicacdo do analista e, além disso, de facil execucdo, ainda sdo
fortemente requisitados e aplicados em determinagdes de rotina, dada a
elevada demanda de andlises!'].

Dessa forma, nos ultimos anos, uma grande parte da Quimica
Analitica tem-se voltado para o desenvolvimento de sistemas automaticos,
bem como de metodologias e adaptacdes para esse fimtl,

Os argumentos para a utilizacdo da automacao sao bastante
variados, sendo comumente empregada para garantir maior segurancga do
analista no manuseio de substancias que potencialmente possam oferecer
riscos a saude, reduzir os custos, devido o baixo consumo de reagentes e
amostras, executar procedimentos em um menor intervalo de tempo,
diminuir o esforco humano, melhorar a precisao das analises, etc.

Os analisadores automaticos podem ser classificados em trés grupos:

e analisadores automaticos discretos ou em batelada;

e analisadores automaticos robotizados;

e analisadores automaticos em fluxo.

Os analisadores automaticos discretos, ou em batelada, sao versoes
mecanizadas de métodos classicos manuais. Geralmente, caracterizam-se
por usarem um recipiente individual para cada amostra e por transportar
a mistura reacional para o detector através de um sistema mecanico,
comumente, em forma de bandeja. Normalmente, as medidas sao
realizadas apds o estabelecimento do equilibrio quimico e fisico da reacao
em estudo, objetivando alcangar a maxima sensibilidade analitica*”!.

Os analisadores automaticos robotizados sdo caracterizados por

executar as operacdes analiticas com o auxilio de um braco mecéanico
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controlado por computador, que mimetiza os procedimentos executados
por um operador. A complexidade mecanica e o custo elevado fazem
com que esses sistemas possuam diversas limitacdoes na realizagao de
andlises automaticas. No entanto, eles desempenham um importante
papel em etapas preliminares do procedimento analitico, como
em tarefas que envolvam a manipulacdo de materiais téxicos ou
explosivos!*”],

Os analisadores em fluxo apresentam as caracteristicas de
processamento da amostra e reagente em fluxo continuo, seccionado ou
nao por bolhas de ar. De uma forma geral, devido a quantidade crescente
de analisadores em fluxo desenvolvidos, a IUPAC (International

)I18191 tem recomendado uma

Union of Pure and Applied Chemistry
classificacao de acordo com o processamento da amostra e/ou
reagente(s) bem como da caracteristica basica de seu fluxo.

Apesar da importancia dos métodos discretos, e sobretudo dos
métodos robotizados, na implementacdo e automatizacdo de
procedimentos laboratoriais, os métodos de fluxo registram um acentuado
crescimento, tanto em termos de divulgacdo, como em areas de aplicagao
e até em receptividade por parte da comunidade cientifical*2°,

Desde o desenvolvimento do primeiro analisador automatico em
fluxol?*1, em 1957, inUmeros analisadores tém sido propostos, como pode
ser visto na figura 1.1. As diferentes combinacdes de caracteristicas,
como o tipo de confluéncia, bombeamento/aspiracdo de amostras
e reagentes e sua segmentacao definem as peculiaridades de cada

sistema.
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Figura 1.1 - Linha do tempo com os principais analisadores automaticos em

fluxo.

Apesar de cada um desses sistemas em fluxo, apresentarem suas

peculiaridades, todos eles exibem uma configuracao geral em comum,

como mostrado na figura 1.2.
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Figura 1.2 - Diagrama esquematico de um sistema de analise em fluxo simples.
(a) exemplos de sistemas para propulsao dos fluidos, (b) exemplos de sistemas
de injegao, (c) exemplos de sistemas de mistura e (d) exemplos de detectores.
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A propulsao dos fluidos geralmente é realizada por uma bomba
peristaltica, embora varios outros mecanismos possam ser utilizados com
esta finalidade, como as bombas pistao (figura 1.2a). O controle
adequado das aliquotas de reagentes e amostras adicionadas ao sistema
é, normalmente, realizado por valvulas solenoides, rotatérias, ou por
injetor proporcional (figura 1.2b).

Comumente, andlises em fluxo exigem acessérios para promover
misturas, digestdes ou separagdes. Essas etapas sao promovidas por uma
bobina de reacao que podem ser modificadas de acordo com a reacgao
requerida (figura 1.2c). A detecgao do(s) analito(s) em um analisador
em fluxo pode ser realizada das mais diversas formas (figura 1.2d).

Os analisadores elencados na figura 1.1 serao discutidos nas
proximas seccdoes, dando maior atencdo ao analisador em fluxo
monossegmentado (MSFA) e ao analisador fluxo-batelada (FBA), para

melhor entendimento do trabalho proposto.

1.3.1 Analise em fluxo segmentado (SFA)

O desenvolvimento do primeiro sistema de analise em fluxo ocorreu
em 1957 por Leonard Skeggs!?!1, um pesquisador de laboratério clinico.
Esse sistema, que foi inicialmente denominado de analise em fluxo
continuo (do inglés: continuous flow analysis — CFA) e que logo em
seguida teve a sua terminologia alterada para analise em fluxo
segmentado (do inglés: segmented flow analysis - SFA), tem como
principio a segmentagao da amostra por bolhas de ar.

Nesse sistema, a amostra é aspirada continuamente, ocorrendo a
segmentacao por bolhas de ar e logo em seguida a adicao do reagente.
Dessa forma, a mistura e consequente reagao ocorrem enquanto os
segmentos amostra/reagente seguem em direcao ao detector, permitindo
assim obter o equilibrio quimico da reacao e uma elevada taxa de

amostragem. Com as suas caracteristicas o SFA permite a realizacao de
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diversas determinacdes quimicas com uma técnica analitica relativamente
simples.

Esse conceito alcancou uma ampla aceitagao, principalmente, no
campo das anadlises clinicas, decorrente do desenvolvimento e
comercializacdo dos AutoAnalyzer Technicon. Seu uso em laboratorios
clinicos tem diminuido, devido a um movimento em direcdo a sistemas
mais altamente automatizados, que requerem um menor envolvimento do
operador e menor consumo de reagente e amostra, fator importante para
reacOes enzimaticas. O SFA é ainda dominante em laboratérios de grande
porte, especialmente para determinagdes utilizando procedimentos

extensos ou complexos!?2],

1.3.2 Analise por injecao em fluxo (FIA)

Em 1975, Ruzicka e Hansen!?3! introduziram o conceito sistema de
analise em fluxo, que ficou conhecido, internacionalmente, pelo acréonimo
FIA (do inglés: flow injection analysis). Esse processo de analise quimica,
que foi inicialmente desenvolvido no Brasil durante a assessoria do até
entdo perito da Agéncia Internacional de Energia Atbmica Dr. Jaromir
Ruzicka a instalacdo do laboratério de Quimica Analitica do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao Paulo (CENA/USP)
tornou-se uma notoria ferramenta para automacao de procedimentos
analiticos em todo o mundo?#!,

No processo de analise quimica por injecdo em fluxo, diferentemente
do SFA, um volume reprodutivel da amostra € inserido, em curto intervalo
de tempo, em um fluido carregador nao segmentado, onde ocorre a
reacdo até a amostra alcancgar o detector.

Os sistemas de FIA possuem diversas vantagens, tais como:
possibilidade de realizar estudos cinéticos, baixo consumo de amostra,

elevada velocidade analitica e uma instrumentagao simples.
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No entanto, nesses sistemas como nao ha segmentacao por bolhas
de ar, a amostra inevitavelmente sofre dispersao durante o transporte
para o detector e os equilibrios fisico e quimico muitas vezes ndo podem
ser alcangcados. Consequentemente, a sensibilidade do método pode ser
inferior a obtida por outros analisadores. A queda na sensibilidade do
método ainda pode ser agravada pela mistura, muitas vezes, ineficiente,
entre amostra e reagentes.

Outra desvantagem do sistema FIA, quando comparado a outros
analisadores, é a sua baixa flexibilidade, pois caso alguma mudanga seja
necessaria, ha necessidade de se estudar novamente os inUmeros
parametros (vazao, nivel de dispersao, intercontaminacdo, etc.) ou até
mesmo elaborar uma nova configuragao para o analisador.

O FIA foi o sistema em fluxo que causou maior impactol!!, gerando
dezenas de obras sobre o tema até os dias atuais. Estas obras incluem
livros, manuais e guias praticos sobre os principios, instrumentacao e
aplicagoes. Além disso, milhares de artigos cientificos tém sido publicados
abordando a técnica de analise em fluxo para diversas metodologias

analiticas.

1.3.3 Analise em fluxo monossegmentado (MSFA)

O primeiro sistema genuinamente brasileiro foi desenvolvido por Célio
Pasquini no seu trabalho de tese no Instituto de Quimica da Universidade
de Campinas!?®!, sendo divulgado & comunidade cientifica internacional
em 198541,

O sistema em fluxo monossegmentado foi proposto como um hibrido
do SFA com o FIA, agregando aspectos importantes dos dois sistemas[?°,
Como no SFA, devido a presenca das bolhas, a dispersao longitudinal é
minima, possibilitando, caso seja necessario, a permanéncia do
segmento no caminho reacional por longos periodos de tempo, sem o

risco de contaminacao entre as respectivas amostras. ]Ja do FIA traz o
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baixo consumo de reagentes e amostras e a elevada precisdao das
analises.

Assim como no SFA, no MSFA a interposicao da amostra e reagentes
entre bolhas de ar, possibilita a realizacao de determinacdes em que a
sensibilidade é cineticamente relacionada. Desta forma, a sensibilidade do
método ndo é prejudicada, mesmo em determinagdes que envolvem
reagoes de cinética lenta.

Para alcancar uma maior frequéncia analitica, basta introduzir
sequencialmente as amostras, enfileirando os diversos monossegmentos
no percurso analitico. Previamente a deteccdo, as bolhas de
ar sao removidas e o fluxo resultante, agora continuo, é imediatamente
transportado para cela de fluxo, onde sao feitas as leituras do
sinal analitico. Convém ressaltar, que com o avanco da instrumentacao,
essa remocao de bolhas nao é uma condicdo sine qua non para
captura do sinal, j& que esse processo pode ser realizado de forma
continua.

Diversos procedimentos analiticos tém sido desenvolvidos explorando
as caracteristicas do sistema MSFA como, por exemplo, titulagdol??!,
analise de gases!?”28] e extracdol?°3%],

Aqui se faz necessario mencionar uma discussao, acerca da confusdo
de nomenclatura, levantada por Célio Pasquini, no artigo “Por que ele é

Chamado de Analise em Fluxo Monossegmentado”3!!

. Nesse trabalho, o
autor lembra que o sistema MSFA foi originalmente nomeado de MCFA (do
inglés: monosegmented continuous flow analysis) e esta nomenclatura
permaneceu em uso até que as recomendagdes da IUPAC sobre a
classificacdo e definicdo de métodos analiticos em fluxo foram
S[18,19]

publicada . Desde entdo, varios pesquisadores tém reconhecido que
a palavra "continuo" ndo contribui significativamente para a descricdo do
processo que ocorre nesse sistema de fluxo, e acolheram o nome
recomendado pela IUPAC, monosegmented flow analysis, porém outros
permanecem no equivoco chamando tal sistema ainda pelo termo MCFA

ou dando outras nomenclaturas, como por exemplo SFIAL32],
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1.3.4 Analise por injecdao sequencial (SIA)

A andlise por injecdo sequencial (SIA) foi idealizado por Ruzicka e
Marshall em 1990[%3! com o intuito de simplificar mecanicamente os
sistemas FIA e superar alguns inconvenientes dessa técnica, como a
necessidade de fluido carregador continuo e a necessidade de uma nova
configuracgao fisica para determinacdes distintas.

Desta forma, o SIA veio como forma de facilitar a implementacao dos
métodos em fluxo no monitoramento on-line de processos industriais,
onde robustez e a calibracdo automatica s3o exigidas'3!.

Nos sistemas SIA, volumes de amostra e reagentes sao aspirados
sequencialmente, empregando uma bomba peristaltica ou como é mais
comum uma bomba pistdo. Uma valvula seletora (valvula SIA), com
varios canais de entrada (de seis a dez) e um Unico de saida, é utilizada
para o direcionamento de volumes pré-determinados de reagentes e
amostra para o interior do coletor onde pode ocorrer a homogeneizacgao,
separacao e mistura das solugbes. Em seguida, a direcao do fluxo é
invertida e a mistura reacional é direcionada para o detector.

A simplicidade e a versatilidade aliada a robustez geraram um
crescimento exponencial de aplicacbes analiticas nos sistemas SIAL,
Outras qualidades, para essa ascensao, poderiam ser mencionadas, como
o baixo consumo de amostra, e a reducdo na quantidade de residuos por
analise.

Contudo, € importante salientar que o SIA, devido as caracteristicas
operacionais do dispositivo de injecao utilizado, apresenta a desvantagem
de realizar as anadlises com uma baixa frequéncia analitica, quando
comparado a outros analisadores, visto que as aspiragdes das solucoes

sao realizadas de forma sequencial.
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1.3.5 Analise em fluxo com multicomutacdao (MFA)

Em meados da década de 90, outro pesquisador brasileiro, prop6s
uma metodologia analitica automatica baseada em sistemas de fluxo
multicomutado. Esse sistema foi batizado de anadlise em fluxo
multicomutado (MFA)34],

A principal caracteristica do sistema desenvolvido por Boaventura
Reis é a insercdao de pequenas aliquotas da amostra e do reagente de
forma consecutiva e alternada, originando uma amostragem binaria. Essa
formacao de zonas reacionais favorece o processo de homogeneizacao
entre a amostra e o reagente, ndo influenciando na velocidade analitical!.

Trabalhos!®! evidenciam uma série de vantagens do emprego da
amostragem binaria nos sistemas de analises em fluxo e entre essas se
destacam o aumento da precisao e da sensibilidade analitica, além da
diminuicio no volume de reagente por analise, acarretando,
consequentemente, uma reducdao na quantidade de residuo gerado.

Apesar das qualidades proporcionadas pela analise em fluxo
multicomutado, o MFA nao tem encontrado por parte da comunidade
cientifica a aceitacdo desejada, talvez pelo seu carater de novidade, ja
que esse sistema guarda grandes semelhancas com sistemas ja
comercialmente consagrados, como o FIA*®l, Essa falta de receptividade
foi comentada por Santos!®*!, que atribui essa falta de robustez as
valvulas solenoides disponiveis comercialmente e a dificuldade em
encontrar circuitos eletronicos comerciais para o acionamento das
valvulas, o que obriga a sua confecgao.

De qualquer forma, a multicomutagcdao tem ganhado o seu espago
entre as metodologias de analise em fluxo, j@ sendo uma técnica em fluxo

reconhecida pela IUPAC.
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1.3.6 Analisador em fluxo-batelada (FBA)

Em 1999, Honorato et al.!'®! propuseram um sistema automatico para
viabilizar a execugao de titulacdes, empregando o método de Fibonacci
para detectar o ponto final. Na ocasiao, estudou-se a acidez nos vinhos
brancos por titulacgdo com NaOH utilizando indicador de purpura de
metacresol.

Esse sistema foi batizado de analisador em fluxo-batelada (do inglés:
flow-batch analyser - FBA), uma vez que incorpora as principais
caracteristicas dos analisadores em fluxo, como por exemplo, o transporte
dos reagentes e das amostras e o monitoramento do sinal analitico, com
os analisadores em batelada, j& que o processamento da amostra é
realizado em uma cadmara antes de ser submetido a deteccdo.

Como pode ser visto no esquema ilustrativo apresentado na figura
1.3, o FBA é constituido basicamente das seguintes partes:

e Sistema de propulsao: para efetuar a propulsao dos fluidos no FBA,
geralmente é utilizado uma bomba peristaltica (figura 1.3a), devido a
sua capacidade de impulsionar os liquidos por varios canais
simultaneamente, mantendo a vazao constante.

e Sistema de adicao dos fluidos: no FBA, volumes predefinidos e
precisos de reagentes e amostras, adicionados ou aspirados da camara de
mistura, sao controlados pelas valvulas solenoides (figura 1.3c). Outros
sistemas de comutacao podem ser empregados, como valvulas pinga,
valvulas SIA, microbombas (que executam a fungdo da valvula e do
sistema de propulsao), etc;

e Camara de mistura: a camara de mistura ou camara reacional
(figura 1.3b) é uma das principais caracteristicas do FBA. E constituida
por uma pequena peca cilindrica, geralmente de Teflon® ou acrilico, com
volume interno variavel de 0,5 a 2,0 mL. Nessa camara de mistura ocorre
a maior parte dos procedimentos analiticos, como por exemplo, a adicao,
homogeneizacgdo, pré-tratamento, reagdes, acondicionamento dos fluidos,

preparo de solugdes de calibracao, deteccao do analito, etc. A eficiente
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mistura dos fluidos pode ser alcangada pela utilizacdo de uma pequena
barra magnética no interior da camara, sendo o movimento da barra
magnética estimulado pelo campo gerado pelo acionamento de um
agitador magnético (figura 1.3d);

e Sistema de deteccao: o dispositivo empregado para deteccao
(figura 1.3e) vai depender do método empregado na analise, podendo
até, caso necessario, acoplar o detector a camara;

e Sistema de controle: todo o controle do sistema é realizado com o
auxilio do computador (figura 1.3f), garantindo velocidade e precisdo nas
anadlises. Para o controle das valvulas é utilizado um acionador de valvulas

(figura 1.3g).

Figura 1.3 - Esquema ilustrativo dos principais componentes do FBA. (a) bomba
peristaltica, (b) cédmara de mistura, (c) valvulas solenoides, (d) agitador
magnético, (e) sistemade deteccdo, (f) computador e (g) acionador de valvulas.

A combinacdao desses acessorios garante caracteristicas intrinsecas
dos analisadores em fluxo (alta velocidade analitica, baixo consumo de
amostra e reagentes, baixo custo de montagem e facilidade de

automatizacdao) e dos analisadores em batelada (universalidade de
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aplicagbes, robustez e versatilidade) fornecendo ao analisador fluxo-
batelada, figuras de mérito como: altas precisao e velocidade analitica,
baixo custo por analise, baixo consumo, manipulacao e contaminagao de
reagentes e amostras e geragao de pouco residuo para o meio ambiente.

Apesar do FBA ter sido originalmente concebido para realizar
titulacdbes, o tempo demonstrou que esse sistema tem um escopo
bastante diferente dos anteriormente propostos e que essa estratégia
analitica poderia ser aplicada a outros processos analiticos.

Varias metodologias analiticas tém sido abordadas nesses ultimos 12
anos!®! explorando as caracteristicas do FBA.

Estratégias de pré-tratamento de amostras, como extracao liquido-

[381 " titulagBes!®*?], adicdo de

liquido!®®! e digest&o!®’], analises screening
padriol®® e  abordagens  explorando  quimiluminescéncial*!],
fluorescéncial®®!,  turbidimetrial**! e nefelometrial**! ja foram
desenvolvidas. Diversas formas de deteccdo também podem ser
integradas a camara de mistura, como exemplo, recentemente, Andrade
et al. sugeriram o uso da webcam como forma de deteccdo no FBAL?4,

Variacdes na configuracdao basica do FBA tém sido realizadas.
ALMEIDA e colaboradores!*®! desenvolveram um sistema FBA utilizando
uma bomba pistdo acoplada a camara de mistura para propulsdo dos
fluidos (Ver figura 1.4). Nesse tipo de dispositivo a propulsao é
promovida dentro da prdpria camara de mistura devido a acdo de um
pistdo pneumatico inserido no seu interior. O funcionamento desse
sistema € baseado na diferenca de pressdo dentro da camara de mistura
pelo movimento do pistdo. O acoplamento entre a camara de mistura e o
pistao forma a unidade de propulsao do analisador, que funciona de forma
similar a uma bomba seringa.

Os volumes dos fluidos que sdo aspirados para a camara de mistura
sao controlados pelo tempo de acionamento das valvulas solenoides, que
atuam como interruptoras de fluxo, e pela rotagdao de um motor de
passos, responsavel pelo movimento do pistao, que é controlado por meio

de um microcomputador.
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Figura 1.4 - Bomba pistao acoplada a cdmara de mistura para propulsao dos
fluidos em um sistema FBA. (a) motor de passos (b) camara de mistura (c)
visualizagao interna da camara de mistura com o pistdao inserido em seu interior.
As setas indicam os sentidos de movimento do pistao.

Outra modificagdo, foi a miniaturizacdo do FBA, usando a técnica de
litografia UV em polimero comercial uretana-acrilato para construcdo da
caAmara de mistural®®l,

Apesar do FBA ser uma técnica relativamente recente, comparado
aos outros analisadores em fluxo, suas potencialidades ja vém sendo
reconhecidas no meio cientifico, sendo inclusive mencionadas em livros-
texto da area!'?°!, IfAdn e Tubino!*”!, chega até a classificar o FBA junto
dos outros analisadores, discutidos nas seccdes anteriores, ja

reconhecidos pela IUPAC.

1.4 Metodologias analiticas automaticas para determinacoes que

envolvem reacgodes de cinética lenta

Os recentes avangos na area de instrumentacdo e das técnicas

analiticas possibilitaram a aplicacao da analise automatica em fluxo a uma
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diversidade de matrizes (bioldgicas, industriais, clinicas, ambientais,
geoldgicas, etc.). Inumeras dessas determinacdes envolvem em seu
processo uma reagao lenta entre o analito e o reagente, dessa forma, um
longo periodo de tempo é necessario para alcancar o equilibrio quimico da
reacao.

Aqui iremos discutir algumas metodologias automaticas em fluxo
desenvolvidas para implementar esses métodos.

Apesar de reagdes que exigem um longo tempo de residéncia serem
de dificil implementacdo nos analisadores FIA, alguns trabalhos
mostraram ser possivel a realizagdo desse procedimentol®°],

O problema dos analisadores FIA aplicados a reagoes de cinética lenta
é a exigéncia de uma bobina de reacao longa, acarretando uma elevada
dispersdao o que ird resultar em uma baixa sensibilidade do método
empregado.

Alteragdes no procedimento automatico do FIA convencional podem
ser realizadas, como por exemplo, a utilizacao do modo stopped flow, mas
a taxa de amostragem é drasticamente reduzida, pois o sistema de
propulsdao € desligado enquanto o desenvolvimento da reacao quimica
acontecel%-48:49]

Essa desvantagem pode ser superada através do uso de multicanais
em paralelo, onde a mistura de amostra e reagentes sao incubadas
simultaneamente, para que o equilibrio da reacao seja alcancado antes da

captura do sinal analiticol®°>2

. Para este fim, uma valvula de distribuicao
direciona a mistura amostra/reagentes armazenando-a em um dos canais
em parelelo.

O artificio de aprisionamento de zonas (do inglés: zone trapping)
também pode ser utilizado para contornar as aparentes dificuldades do
FIA nesse tipo de analisel®®!, Essa técnica envolve a remogdo da porgdo
central de uma zona de amostra processada do caminho analitico, para
deixa-la em repouso durante um periodo pré-estabelecido de tempo sob
condicoes definidas, e depois reintroduzi-la no fluxo transportador. Assim,

um desenvolvimento mais completo do reacao quimica, com consequente
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aumento da sensibilidade, é conseguido sem parar o fluxo, utilizar
valvulas multicanais ou bobinas paralelas.

Semelhantemente, ao FIA, o conceito de multicomutacdo também
pode ser empregado para realizar procedimentos com reacdes de cinética
lental**>** com a vantagem de promover uma melhor homogeneizagdo
entre a amostra e o reagente.

Sistemas que se mostram mais adequados para executar
metodologias que envolvem reacdes quimicas de cinética lenta sdo os que
apresentam fluxo segmentados, destacando-se o MSFA['l, Essa técnica
permite armazenar os segmentos da mistura amostra/reagente no
caminho reacional, dessa forma o equilibrio quimico é alcancado enquanto
a mistura segue para o detector.

A técnica de fluxo monossegmentado também tem sido explorada em
combinacao aos sistemas SIA. Nessa abordagem a execucao do
experimento € ainda mais simplificado, sem a necessidade de
determinacao dos coeficientes de dispersao, uma vez que O
monossegmento formado entre duas bolhas de ar pode ser pensado como
um pequeno frasco volumétrico em que quantidades precisas de padrao e
os reagentes sdo adicionados[®®°°],

Com o intuito de explorar o SIA na determinacao de creatinina em
amostras de urina humana, Dasgupta et al. prop6s um sistema que
utilizava quatro detectores em paralelo!*?], dessa forma, as misturas
reacionais eram armazenadas para posterior detecgao.

ReacOes de cinética lenta também podem ser exploradas no FBA,
porém a taxa de amostragem ou a sensibilidade acaba sendo afetada. A
principio, ha trés formas de executar esse procedimento no fluxo-batelada
convencional:

I) Esperar o equilibrio da reacao ocorrer na camara de mistura -
nesse procedimento apdés a adicdo e homogeneizacdo dos fluidos, a
mistura reacional permaneceria na CM até alcancar o estado de equilibrio
exigido pelo método. Decorrido esse tempo, o conteddo da CM seria

direcionado para deteccdo e uma nova analise poderia ser executada,
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apo6s a limpeza do analisador. No entanto, com esse procedimento, apesar
de se obter um maximo do sinal analitico, a frequéncia de amostragem
seria inevitavelmente prejudicada.

II) Armazenar as amostras ja preparadas - Nessa montagem
operacional as misturas amostra/reagentes geradas no sistema seriam
armazanadas em recipientes desvinculados da CM (em béqueres, por
exemplo). Com isso, uma alta frequéncia analitica, mesmo respeitando o
tempo da reacao quimica, seria obtida. Essa metodologia, resolveria o
problema anterior, ou seja, boa sensibilidade e frequéncia analitica seria
alcancada, no entanto é inviavel estocar inlUmeras amostras até a reagao
se completar. Convém ressaltar que, além de precisar de muitos
recipientes, apos passar o tempo de reacdao da primeira amostra, as
outras viriam em seguida com um intervalo igual ao da preparacao das
misturas reacionais, ou seja, alguns segundos. Poderia se pensar em
acoplar um amostrador ao FBA, no entanto a complexidade de automacao,
a falta de portabilidade, além do maior custo do aparelho seriam
inevitaveis.

IITI) Explorar gradiente de concentracdo - A técnica de gerar
gradiente de concentragdo foi descrita por Souza et al.!”l. Nessa ocasido,
o FBA, na sua forma convencional, foi aplicado a determinacao
espectrofotométrica de albumina e proteinas totais em soro sanguineo,
usando o0s métodos do biureto e do verde de bromocresol,
respectivamente. Nessa metodologia, a frequéncia analitica ndo é tdo alta
como nos sistemas segmentados, além disso outras desvantagens sao
observadas, como a perda na sensibilidade quando comparado aos

sistemas em batelada.
1.5 Determinacao de boro em plantas
Para demonstrar as potencialidades do sistema proposto, optou-se

por aplica-lo na determinacdao espectrofotométrica de boro em plantas

pelo método da azometina-H. Basicamente, dois motivos determinaram a
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escolha: Primeiramente, devido a relevancia da determinacdo desse
analito em plantas. O segundo e o mais importante, decorre do préprio
método que envolve uma reacdo de cinética lenta, o que era fundamental
para nossas discussoes.

Nas seccoes abaixo, serao discutidos esses pontos com maiores

detalhes.

1.5.1 Importancia da determinacao de boro em plantas

Nas ultimas décadas, a necessidade de se alcancar uma elevada
produtividade agricula para suprir o rapido crescimento da populacao
mundial, contribuiu para a pratica de adubagao do solo com fertilizantes
quimicos. Dentre os diversos nutrientes incorporados ao solo por essa
técnica, esta o boro, por ser o micronutriente mais movel no solo, sendo
facilmente lixiviadol®7,

O boro é um elemento de extrema importancia no desenvolvimento

[57,58]

das plantas Sua faixa de concentracdo € da ordem de algumas

partes por milhao (ppm), com um intervalo de concentragao relativamente
pequeno entre niveis de deficiéncia e de toxidade!®°!,

O excesso ou deficiéncia deste micronutriente causa sérios danos as
plantas, podendo comprometer gravemente a produtividade de uma
cultura. Em excesso, o boro pode causar a morte precoce ou a necrose de
partes da plantal®®, j& a deficiéncia pode causar a paralisacdo do
crescimento e a morte da extremidade da haste principal da planta. Folhas
deformadas, quebradicas e com coloragdo amarronzada nas
extremidades, interrupcao no crescimento das raizes, pequeno nimero de
flores e baixa produtividade de frutos, sdo outros sintomas evidentes[®?],

Acontece que esses sintomas, provocados por dosagens
desproporcionais de boro, s6 aparecem quando a planta ja se encontra
bem danificada, sendo muitas vezes confundidos com os danos causados

por insetos ou viroses!®?!,
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Desta forma, anadlises periddicas do solo e das plantas sao
fundamentais no controle da produtividade de uma determinada cultura.
Para viabilizar o controle continuo e adequado do teor de boro nessas

matrizes um grande numero de analises é exigido periodicamente.

1.5.2 Métodos classicos para determinacao de boro em plantas

Dado a importancia da determinacdao do teor de boro para a
produtividade de uma cultura, diversos métodos tém sido descritos na
literatura, conforme comentado por Carrerol®3],

Determinacdes espectrofotométricas e técnicas mais recentes como a
espectroscopia de emissdo e absorcdao atdbmica com chama,
espectrometria de absorcdo atdomica com atomizacdao eletrotérmica,
analises de ativacao neutrbnica, espectrometria de fluorescéncia de raio-
X, espectrometria de emissdo déptica com plasma indutivamente acoplado
e espectrometria de massas com fonte de plasma, vém sendo empregadas
na determinacdo desse elemento!®3],

No entanto, as metodologias mais utilizadas sao as que se baseiam
na formacao de complexos coloridos, produtos da reacao do acido bodrico
com um reagente organico especifico, usando como forma de deteccdo a
espectrofotometria no visivel.

A seguir, discutiremos os métodos que mais se destacam para

determinagao da concentragao de boro em plantas.

1.5.2.1 Método do azul de metileno

O método conhecido por azul de metileno consiste na formagao do
complexo entre o acido fluorobdrico (HBF4) e o reagente. O complexo é

extraido com um solvente organico e entdo medido a 658 nm. Esse
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método possui o inconveniente de utilizar acidos concentrados, como o
acido fluoridrico e o acido sulfurico, que sao precursores da espécie HBFy,.
O método do azul de metileno possui, ainda, como desvantagem, a baixa

precisdo nas analises!®2],

1.5.2.2 Método da quinalizarina

O método da quinalizarina para determinacao de boro foi inicialmente
estudado por Goward e Wiederkehr!®41,

Em Aacido sulfarico concentrado a quinalizarina apresenta uma
coloracdo violeta azulada, quando em presenca de acido bérico, mediante
aquecimento, ocorre a formagao de um complexo azul. O solvente, neste
caso o acido sulfurico concentrado, funciona como agente desidratante,
fazendo com que esta reacao se complete.

Esse método apresenta alguns inconvenientes como desvios da lei de
Beer, sobreposicao dos espectros do reagente e do complexo boro-
quinalizarina e a sensibilidade do reagente & agual®*!. Outra desvantagem
do método da quinalizarina é que a sensibilidade deste procedimento pode
sofrer alteracdes, dependendo da concentracdo do acido sulflrico, usado
como desidratante. Como interferentes, os ions de metais de transicao, os
nitratos, o ion fluoreto e os agentes oxidantes sdo os principais.

Desde 1984 o método da quinalizarina encontra-se descrito na
literatura como o método oficial de analise na AOAC Official Methods of

Analysis para determinacdo de boro em plantas!®®],

1.5.2.3 Método da curcumina

Os métodos que usam a curcuminal®®! como reagente colorimétrico

podem ser divididos em dois grupos: o0 que usa o0 complexo
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rubrocurcumina e o que faz uso do complexo rosocianina. Ambos 0s
complexos apresentam uma coloracdao vermelha, mas sdao quimicamente
distintos.

O complexo rubrocurcumina é formado pela reacdo entre o acido
borico, acido oxalico e a curcumina, em acido acético. Este complexo é
extremamente sensivel a umidade, gerando uma baixa reprodutibilidade
do método.

JA a resocianina é formada em solucdao fortemente acida e
praticamente isenta de agua. Este complexo é mais estavel que o anterior
e apresenta uma alta absortividade molar, aproximadamente duas vezes
maior que o complexo rubrocurcumina, tornando assim o mais adequado,

entre os dois, a andlise de boro em plantas!®”].

1.5.2.4 Método da azometina-H

Azometina-H foi primeiramente sugerido por Capelle em 1961[68] ¢
tem sido o reagente mais utilizado para determinacdao de boro em aguas
naturais, de solos e de plantas!®®l. O aspecto que contribui para essa
preferéncia na utilizacdo da azometina-H estd no meio reacional aquoso,
gue é mais simples e mais sensivel, quando comparado a outros métodos
colorimétricos!”?!. Além disso, ndo sofre interferéncia da maioria dos ions
presentes nas concentragdes usuais em extratos de solos e de plantas!”*!,

O reagente azometina-H é o produto da condensacdo entre o acido 4-
amino-5-hidroxi-2,7-naftalenodissulfonico (acido H) e o aldeido salicilico.
Em solugdao aquosa a azometina-H se apresenta com uma coloragao

amarelada e se dissocia como mostrado na figura 1.5.
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Figura 1.5 - Reacgao de dissociacao da azometina-H.

Nesse equilibrio, o acido bdérico age como catalisador, acelerando a
reacdo de condensacdo, ou seja, na presenca de acido bdrico o equilibrio é
deslocado para a esquerda, aumentando a concentracao de azometina-H,
consequentemente, a solucao fica com um amarelo mais intenso.
Resumindo, a intensidade da cor aumenta proporcionalmente com o
aumento da concentracdao de boro na amostra e apresenta o maximo de
absorcao a 420 nm.

Outros reagentes tém sido estudados e propostos para serem
utilizados na determinacdo espectrofotométrica de boro, porém, devido as
condicOes experimentais serem de dificil implementacdao, exaustivas e
lentas, além de sofrerem a acao de um numero maior de interferentes,

esses métodos ndo tiveram grande aceitacdo nos laboratérios!”#741,

1.5.3 Metodologias analiticas automaticas em fluxo para
determinacao de boro em plantas pelo método da azometina-H

Determinacdes analiticas, realizadas através de metodologias
classicas, de uma forma geral, apresentam alguns inconvenientes, como:

e manuseio constante de recipientes para troca de amostras e de
solucdes padrao, o que inibe o analista de trabalhar com substancias

toxicas, radioativas e explosivas;
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e baixa velocidade analitica, por demandar um tempo relativamente
longo para executar todos os procedimentos da analise;

e 0 elevado consumo de reagentes, gerando, consequentemente,
uma elevada quantidade de residuos prejudiciais ao meio ambiente;

e execucao cansativa e laboriosa, necessitando de um alto esforco
humano;

e elevado custo por analise, devido ao grande consumo de reagentes.

Esses pontos tornam-se ainda mais preocupantes quando a
determinacdo em interesse é uma analise de rotina, como a determinacdo
do boro em plantas.

Diante disso, a determinacao espectrofotométrica de boro em plantas
tem sido bastante explorada nos analisadores automaticos. Varias
metodologias automaticas em fluxo continuo foram propostas,
principalmente, aplicadas ao método da azometina-H. Essa preferéncia
pela automacdo do método da azometina-H, em detrimento dos outros,
deve-se as caracteristicas experimentais da reacao desse.

Reagentes como a quinalizarina e carmina exigem a utilizacao de
acido sulfurico concentrado e o método da curcumina necessita da
evaporagao a secura e extracdo do residuo, limitando ou dificultando a
automacao do processo!®”,

O primeiro estudo para automatizacao do procedimento de
determinacdao de boro em plantas, usando o reagente colorimétrico
azometina-H, foi realizado por Basson e colaboradores em 1969!7°1, A
metodologia foi descrita utilizando um AutoAnalyzer Technicon padrao.
Nesse trabalho, os autores, além de estudarem a especificidade dos
reagentes, analisaram, a interferéncia de varios ions. Em 1974, também
em um AutoAnalyzer, agora empregando fluxo segmentado, os autores do
trabalho anteriormente citado, propuseram uma nova metodologial”®.

Posteriormente, Zagatto et a/'®! desenvolveram um sistema em que a
amostra era injetada com o uso de um injetor proporcional. Entretanto,
esse método, devido a dispersdo, apresentou baixa sensibilidade. Anos

[10]

depois, o mesmo autor desenvolveu um novo sistema que utilizava a
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técnica de stopped-flow, minimizando alguns inconvenientes do sistema
anterior. Nessa metodologia, em especifico, um comutador foi utilizado
para que a bomba peristaltica pudesse trabalhar continuamente enquanto
a amostra estivesse parada na cela de fluxo. Dessa forma, uma melhor
sensibilidade foi alcancada.

Como trabalho de dissertacdo de mestrado!**®7!

, MoOnica Ferreira,
aplicou o sistema segmentado por bolhas de ar, o MSFA a anélise de boro.
Para melhorar a agitacdo, empregou-se uma microcdmara, onde a
amostra, reagente e tampao eram misturados e expulsos continuamente
para preencherem uma alca de amostragem. Esse sistema trouxe
inUmeras vantagens quando comparado aos anteriores.

A insercao da amostra entre bolhas minimiza a dispersao, dessa
forma, as repeticdes nas injecdes podem ser realizadas em um curto
intervalo de tempo, mudando apenas a posicao do injetor proporcional, e
um ganho na sensibilidade também pode ser evidenciado.

Um sistema em fluxo, baseado em multicomutacao e explorando a

(131 Com a

técnica de multizone trapping também foi desenvolvido
configuracdo apresentada, o sistema, composto de cinco valvulas
solenoides three-way e uma de four-way, permitiu que trés zonas de
amostras pudessem ser armazenadas, sequencialmente, nas bobinas,
para alcancar o equilibrio quimico da reacdao. Apesar de trés bobinas de
reacao terem sido utilizadas, uma baixa velocidade de andlise foi obtida
(apenas 35 determinagodes por hora).

Em geral, todos os sistemas, anteriormente referidos, quando
comparados ao analisador fluxo-batelada, apresentam o0s seguintes
inconvenientes:

e mistura ineficiente entre amostra e reagentes;

e necessidade de fluido carregador;

e dificuldade de produzir as solugdes de calibracao in-line;

e baixa versatilidade e robustez.



Capitulo 2
Experimental
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2.1 Reagentes, solucdes e amostras

Para realizacdo de todo o processo analitico utilizou-se &agua
previamente destilada e deionizada, apresentando condutividade maior ou
igual a 18,2 MQ cm™ (sistema de deionizacdo Milli-Q Plus Ultra-Pure
Water System-Millipore). Os reagentes usados foram todos de grau
analitico.

As solugoOes, incluindo as amostras e padroes, foram preparadas e
armazenadas em frascos de polietileno de alta densidade. Todas as

solucdes foram preparadas anteriormente as analises.

2.1.1 Preparacao dos reagentes e solucoes

Solugdo estoque de 10,0 mg L™ de boro foi preparada dissolvendo-se
0,0574 g de acido bodrico (Synth) em agua. A solucdao resultante foi
aferida, com agua deionizada, a um litro.

Para o método de referéncia (método classico), as solucdes padrao,
de concentragBes entre 0,10 mg L' a 1,00 mg L™ de boro, foram obtidas a
partir de diluicdes adequadas da solucao estoque. Para o sistema
proposto, as solugdes padrao foram preparadas dentro da camara de
mistura, a partir de uma solucdo de trabalho de 3,00 mg L de boro
obtida por diluicao apropriada da solugao estoque.

A solugao do reagente azometina-H (Merck) foi preparada a partir da
dissolucdo, sob agitacdo, de 0,9000 g desse sal e 2,0000 g de &cido
ascorbico em agua. Apos a completa homogeneizagdao da mistura, a
solucao resultante foi aferida a 100,0 mL.

Como ja demonstrado em outros trabalhos!”#! a reacdo do boro com
azometina-H é susceptivel a interferéncias de outros elementos e requer
um meio tamponado. Dessa forma, neste trabalho utilizou-se, conforme
indicado!®”], uma solugdo tampdo contendo &cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA).
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A solucdo tampdo-mascarante foi preparada por dissolugdao de 14,00
g de acetato de amonio (Vetec), 10,00 g de acetato de potassio (Vetec),
4,00 g de acido nitrilotriacético (Synth) e 10,00 g de EDTA (Vetec) em
agua, apos a homogeneizacao o volume foi completado a 1 L. Em seguida,
o pH dessa solucdo foi ajustado a 8,2 por adicdo de acido acético glacial
(Synth).

2.1.2 Preparacao das amostras

As amostras de plantas, mais precisamente alface, foram adquiridas
em supermercados da cidade de Jodao Pessoa-PB.

Folhas dos alfaces foram colocados em cadinhos de porcelana e
levadas ao aquecimento (500 °C) numa mufla, durante 3 horas. Em
seguida, as amostras calcinadas foram retiradas e deixadas para
esfriarem a temperatura ambiente no dessecador. 1,0000 g, das cinzas
resultantes de cada amostra, foi pesado e dissolvido em 50,0 mL de uma
solucdao de acido nitrico 10% (v/v). A mistura obtida foi filtrada,
transferida para um baldo volumétrico de 100,0 mL cujo volume foi

aferido com agua deionizada.

2.2 Sistema fluxo-batelada monossegmentado

Na construcao do sistema fluxo-batelada monossegmentado para
determinagao de boro em extrato de plantas foram utilizados:
e uma camara de mistura;

um agitador magnético;

uma bomba peristaltica;

tubos de bombeamento, transmissao e armazenamento dos fluidos;

cinco valvulas solenoides;
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um acionador de valvulas lab made;

uma interface;

um microcomputador;

um espectrofotometro UV-Vis.
Na figura 2.1 é mostrada uma fotografia do sistema com as
indicagdes dos seus componentes, que serao especificados e comentados

nos topicos seguintes.

= il
Figura 2.1 - Fotografia do MSFB. (a) recipientes dos fluidos, (b) bomba
peristaltica, (c) valvulas solenoides, (d) camara de mistura, (e) agitador
magnético, (f) bobina de armazenamento, (g) espectrofotébmetro UV-Vis, (h)
notebook e (i) acionador de valvulas e interface.
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2.2.1 Camara de mistura

Para efetuar uma homogeneizacao mais eficiente entre o reagente e
a amostra, além de preparar as solugdes padrao, o MSFB utiliza uma
camara de mistura.

A camara é constituida por um cilindro de PTFE (politetrafluoretileno,
comercialmente conhecido como Teflon®) contendo trés canais de entrada
e um canal de saida, com um volume interno de aproximadamente 1 mL,
figura 2.2.

No seu interior foi posto uma pequena barra magnética (BM),
revestida de Teflon®, empregada para promover uma constante
homogeneizacao das solucdes, a partir do acionamento do agitador

magnético.

(a)

Figura 2.2 - Ilustracdo tridimensional da camara de mistura empregada. (a)
Vista frontal e (b) corte lateral.
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2.2.2 Agitador magnético

Para promover a rotacdo da barra magnética, presente no interior da
camara de mistura, foi utilizado um agitador magnético da Lab Disc,
modelo White.

2.2.3 Bomba peristaltica

Uma bomba peristdltica (figura 2.3) Ismatec®, modelo IPC,

equipada com 8 canais e 6 roletes, foi utilizada para propulsao dos fluidos

ou ar por intermédio dos tubos de bombeamento.

Figura 2.3 - Fotografia de uma bomba peristaltica.

Durante a analise das amostras todas as adigbes das solugdes
utilizaram a bomba peristaltica com vazdo de 151,5 + 1,6 uL s* (n = 20)
em todos os canais. E importante ressaltar, que a vazdo dos fluidos é
ajustada quando menores concentracdoes das solugdes padrao sao
requeridas, para garantir a adicao de pequenos volumes da solucao de

trabalho com precisao.
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2.2.4 Tubos de bombeamento, transmissao e armazenamento dos

fluidos

Para bombeamento dos fluidos sempre foram empregados tubos de
Tygon®, com didmetro interno de 1,14 mm. Para o transporte do
reagente, tamp&o, amostras/padrdo, foi utilizado tubos de Teflon® com
0,8 mm de diametro interno. Para o armazenamento dos segmentos uma
bobina foi confeccionada com tubo de Teflon® de 2 mm de didmetro

interno e 240 cm de comprimento.

2.2.5 Valvulas solenoides

Na construcdo do sistema proposto cinco valvulas solenoides three-
way da Cole Parmer® (modelo RZ 01540-11) (figura 2.4), foram
empregadas para direcionamento dos fluidos. Trés dessas valvulas foram
utilizadas para adicao do reagente, tampao e amostra/padrao, uma para a
formacdao do monossegmento e outra para descarte. Essas valvulas
solenoides foram controladas por um microcomputador, utilizando um
acionador de valvulas combinado a uma interface de controle. O
acionamento pode ser simultdneo ou sequencial, dependendo do tipo de

analise.

Figura 2.4 - Fotografia de uma valvula solenoide de trés vias.
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2.2.6 Acionador de valvulas

Um acionador de valvulas foi construido no laboratério para controlar
a abertura e o fechamento das valvulas solenoides. O acionador é baseado
em um circuito integrado ULN2803, fabricado pela Toshiba, que é um
arranjo de oito transistores do tipo Darlington, apropriados para suportar
alta tensao e corrente. O uso desse dispositivo possibilita o controle
simultédneo, ou independente, de até 8 portas de saida. Na figura 2.5 é
apresentado o diagrama esquematico da ligacdo entre o acionador de

valvulas e a interface NI USB-6009, da National Instruments®.

Valvulas
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Figura 2.5 - Diagrama esquematico da ligacao entre o acionador de valvulas e a
interface NI USB-6009.

As valvulas solenoides sdo alimentadas com uma tensao de 12 V, e
sao acionadas quando o ULN2803 recebe uma tensao superior a 3,8 V em
suas portas de entrada, gerando uma corrente de 150 mA nas portas de
saida, onde estdao conectadas as valvulas. O comando de acionamento é
realizado via notebook, que utiliza uma interface de controle NI USB-
6009, a qual é conectada as portas de entrada do ULN2803 presente no

acionador de valvulas.
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Dessa forma, todas as valvulas solenoides sao acionadas a partir do
nivel 16gico (1 ou 0) de um dos bits enviados pelas linhas de comunicacdo

da porta digital de saida da interface de controle.

2.2.7 Microcomputador

Um notebook com processador Intel® Pentium® Dual-Core™, HD de
320 GB e memodria de 2 GB (sistema operacional Windows 7®) foi utilizado

para controle e gerenciamento do sistema.

2.2.8 Sistema de deteccao

Para a realizacdo das medidas de absorbancia foi empregado um
espectrofotometro UV-Vis Hewlett-Packard (HP) com arranjo de diodos,
modelo 8453. Para o método de referéncia foi utilizada uma cubeta de
quartzo com um volume interno de aproximadamente 4,0 mL e um
caminho o6tico de 10 mm. Para a realizacdo da metodologia automatica
proposta, uma cela de fluxo de quartzo (Hellma QS 1000) com 10 mm de
caminho 6ptico foi empregada. Para ambos os procedimentos as medidas

foram realizadas em 420 nm.

2.3 Programa operacional do MSFB

Para controle do sistema automatico desenvolvido neste trabalho
escreveu-se, em linguagem grafica, utilizando o software LabVIEW 5.1 da
National Instruments um programa de gerenciamento. O programa
desenvolvido permite o usuario realizar o controle das etapas da analise,
incluindo o tempo de abertura das valvulas dos reagentes, amostra e

descarte, formacdao do monossegmento, etc.
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Os tempos de abertura das valvulas s3ao proporcionais aos volumes
adicionados na camara de mistura. Para isso, € realizado um estudo
prévio de calibracdo, discutido na seccao seguinte.

Durante o procedimento analitico, o usuario pode acompanhar, em
tempo real, os processos realizados durante a execucdo da analise,

observando a interface do programa desenvolvido (figura 2.6).

Cal. Valvulas  MSFBA

Ligar

@@ MSFB

Iniciar Limpeza
0 0

Amostra VA(s) A

F165 10

Reagente VR (s)

g1 0 e

Tampdo VT (s)

A M to VM

gies 0 e oA e v

Limpeza (s) =y

A —] Descarte VD (s)

7 545 ’ I A

i R 38 0
Cémara de Mistura

Interface B. Peristaltica Rotagdo Andlise Rotagdo Descarte Rotagdo Limpeza
% Dev2/portd) | %coms =l 0125 0125 0125

Figura 2.6 - Interface do programa de controle do MSFB.

O tempo de abertura das valvulas da amostra (Va), do reagente (VR),
do tampao (V1), do monossegmento (VM) e do descarte (Vp) sao
configurados em suas respectivas caixas de controle digital. O analista
pode implementar técnicas como a curva analitica, bastando apenas
configurar os parametros de tempo de abertura das valvulas de acordo

com o procedimento desejado.
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Na interface do programa de controle também é possivel controlar o
numero de replicatas, a rotacdo da bomba peristaltica e o numero de
limpezas desejadas.

Para executar o procedimento de limpeza da camara de mistura, o
operador deve especificar o tempo de acionamento da valvula Vt e o
numero de ciclos de limpeza em suas respectivas caixas de controle e so

depois acionar o botao “Limpeza”.

2.4 Ajuste dos parametros do MSFB

Apos a montagem fisica do  sistema fluxo-batelada
monossegmentado, foi realizado um estudo visando obter os parametros

de operacao para a determinacgao do teor de boro em plantas.

2.4.1 Precisao das valvulas solenoides

Como todos os volumes adicionados ou aspirados no MSFB sao
realizados pelo acionamento das valvulas solenoides, faz-se necessario
descobrir a relagao de tempo de acionamento com o volume adicionado ou
aspirado envolvido no processo, ou seja, determinar a vazao em cada
linha de fluxo, para depois definir os tempos de acionamento.

A vazao em cada linha de fluxo foi determinada pelos volumes de
agua coletados e medidos em massa numa balanca analitica (Scientech
modelo SA210) segundo os tempos de abertura de valvula de 1 a 7
segundos.

O programa de gerenciamento do MSFB desenvolvido apresenta uma
interface (figura 2.7) que possibilita que este procedimento seja
realizado com maior facilidade. Na interface do programa é possivel
configurar o tempo de abertura e o acionamento de cada valvula

isoladamente.



Experimental [EEJIIEIE

Ligar
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Figura 2.7 - Interface do programa para realizar o estudo de calibragao das
valvulas solenoides do MSFB.

2.4.2 Etapa de limpeza

Nos estudos preliminares, também foi analisado a quantidade de
limpezas necessarias para prevenir possiveis intercontaminagdes durante
o processo de analise. Esse estudo foi realizado empregando a reacao da

azometina-H com o padrdo de 1 mg L de boro.

2.4.3 Comprimento da bobina de armazenamento

O tamanho da bobina de armazenamento foi fundamentado no
estudo cinético da reacao. Dessa forma, respeita-se o equilibrio quimico
da reacdo, que é lenta, e uma maxima sensibilidade é alcancada.

Para facilitar a realizagdo desse estudo, utilizamos o programa
desenvolvido em ambiente LabView, onde é possivel controlar o intervalo
de tempo entre as medidas de absorbancia e o numero de espectros

requeridos.
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A interface para o gerenciamento do programa é apresentado na

figura abaixo.

Estudo Cinético
HP UV-VIS 8453

Iniciar

N° de espectros Tempo (ms)
g g

7

Figura 2.8 - Interface do programa para realizar o estudo cinético do MSFB.

2.5 Procedimentos do MSFB para determinacao do teor de boro

A figura 2.9a representa o diagrama esquematico do MSFB utilizado
para determinar teores de boro em extratos de plantas pelo método da
azometina-H. A configuracao fisica do sistema permaneceu inalterada
durante todos os procedimentos analiticos.

Antes de iniciar qualquer procedimento analitico, € necessario uma
etapa de preenchimento dos canais. As solucdes devem ser bombeadas e
recirculadas aos seus respectivos reservatorios. Para isso, as valvulas Va,
VR, V1 sao simultaneamente acionadas durante 1,50 s e as solugdes
utilizadas na determinagao (amostra ou solugao padrao de trabalho,
reagente e tampao) sdao bombeadas em diregao a camara de mistura (CM)
preenchendo todos os canais localizados entre as valvulas e a CM.

Em seguida, a valvula de formagdao do monossegmento (Vv) é
acionada para garantir o descarte da solugao presente na CM e preencher
toda a bobina de armazenamento (BA). Esse procedimento de enchimento
do caminho reacional garante uma aspiracdao mais constante,

consequentemente, o volume dos monossegmentos se reproduz.
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Figura 2.9 - a) Diagrama esquematico MSFB. Bomba peristaltica (BP), valvulas
solenoides (V), camara de mistura (CM), barra magnética (BM), agitador
magnético (AM), “loop” de ar (L), bobina de armazenamento (BA), detector
espectrofotométrico (DE), amostra (A), reagente (R), tampao (T), descarte (D) e
monossegmento (M). b) Diagrama dos tempos (em segundos) usados para as
andlises das amostras. Onde: ta, tr, tr, tw € tp sdo os tempos de abertura das
valvulas V,, Vg, V1, Vu e Vp, respectivamente.

As adicdes da amostra ou solucao padrao de trabalho (A), reagente
(R) e tampao (T) na CM foram realizadas pelo acionamento das valvulas
Va, Vr € V1, respectivamente. A homogeneizagdao das solucdes na CM é
constantemente realizada por uma barra magnética (BM), sob a acdo do
agitador magnético (AM).

Para preparagdo in-line do branco na CM, as valvulas Vg e V1 sao
simultaneamente acionadas por 1,65 s e 3,30 s, respectivamente. A
preparacdo in-line das solugdes de calibracdo (0,10-1,00 mg L de &cido
bérico) na CM foram realizadas utilizando uma solucao de trabalho de
3,00 mg L de acido bdrico, que foi preparada por diluicdo adequada de

uma solucdo estoque de 10,00 mg L. Nestas preparacdes, as valvulas Va,
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Vr € V1 sao simultaneamente acionadas e a solucdao padrao de trabalho,
reagente e tampao sao enviados para a CM.

A valvula VR é acionada por 1,65 s e o acionamento das valvulas Va e
V1 variam de acordo com a concentracao da solucao padrao a ser
preparada.

O procedimento para determinacdao da amostra é semelhante a
preparacao das solucdes de calibracdao. A diferenca é que a amostra é
usada em vez da solucao de trabalho e os tempos de acionamento da
valvula Va e V1 se mantém constante. O diagrama de tempo para a analise
da amostra é mostrado na figura 2.9b.

Para a formagcao do monossegmento referente ao branco, solugao de
calibracdo ou amostra, a valvula Vv é acionada por 1,65 s. Esse tempo
promove a aspiracao de 50 pL de ar presente no “/loop” (L) mais 200 pL
de fluido (presente na CM) para a BA. Em seguida, ocorre o acionamento
da valvula Vp por 3,80 s, que promove o descarte do fluido remanescente
na CM e preenchimento de L com ar.

Deve-se atentar que o tempo de acionamento da valvula Vp é
extrapolado, no sentido que aspira mais conteiddo que o volume
remanescente na CM, logo uma nova bolha de ar é armazenada em L a
cada novo monossegmento formado.

Na figura 2.10 sao apresentadas as fases de formacao do

monossegmento da amostra.
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(a) (b)

Ar

Amostra Ar VM(on)
- L =
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VD (off)
Amostra VM(Off)
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Figura 2.10 - Estagios de formagao do monossegmento (a) - (c).

A figura 2.10a ilustra a etapa de adicao e homogeneizacao dos
fluidos (amostra, reagente e tampao) na CM. Na figura 2.10b é mostrada
a formacgao inicial do monossegmento da amostra, o que ocorre apos o
acionamento da valvula Vum. A etapa de formacao do monossegmento da
amostra (figura 2.10c) termina quando 50 pL de ar, mais 200 pL de
amostra é aspirado para a bobina de armazenamento (BA). Logo em
seguida, a valvula Vp é acionada e o fluido remanescente na CM é
descartado.

A etapa de limpeza da CM e da BA é realizada adicionando tampao
na CM, através do acionando da valvula V1 por 5,45 s. Logo depois, a
valvula Vv é acionada por 1,65 s aspirando 50 uL de ar (presente em L) e
200 pL de tampao (presente no CM) para a BA, promovendo a formagao
do monossegmento ar-tampao na BA. O excesso de tampdo na CM é
descartado e o "loop" (L) € novamente preenchido com ar, através do

acionamento da vaélvula Vp por 3,80 s. A etapa de limpeza é realizada
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duas vezes, a fim de eliminar o risco de intercontaminacdao dos
monossegmentos.

A medicao do sinal analitico é executada quando o monossegmento
da amostra/padrdo ou branco atinge a célula de fluxo, preenchendo o seu
percurso optico com 200 uL de fluido. Neste momento, a valvula Vy esta
desligada, parando, consequentemente, o fluxo no interior da BA e
mantendo as bolhas de ar completamente fora do caminho éptico. Dessa
forma, nao é necessario remover as bolhas de ar, pois elas ndo irao
interferir nas medicOes de absorbancia.

Finalmente, a absorbdncia em 420 nm ¢é registrada em estado
estacionario do monossegmento. E importante salientar, que durante a
medicdo de qualquer sinal analitico um novo monossegmento esta sendo
preparado concomitantemente dentro da CM. Assim, nem a taxa de
amostragem, nem a sensibilidade sao prejudicadas.

A valvula Vy é controlada pelo tempo de 1,65 s. Este valor representa
o tempo necessario para um monossegmento (200 pL de fluido e 50 pL de
ar) ser aspirado para a BA. Dado que a vazao dos fluidos e o volume entre
a CM e a BA sao constantes, o tempo entre a adicao na CM e a captura do
sinal também é constante. O sincronismo entre os tempos de acionamento
das valvulas Vu e Vp, permite que a absorbancia seja sempre medida em
fluxo parado (no presente trabalho, 5 minutos apds a mistura) e sem
interferéncia da porcao de ar do monossegmento. Logo, a utilizacdo de
optos no caminho reacional para a deteccao dos monossegmentos,
normalmente empregadal’’!, nessa configuragdo ndo é necessaria, o que
simplifica o sistema MSFB.

Vale a pena notar que, quando o numero de amostras a serem
analisadas termina, varios monossegmentos de limpeza (ar-tampao) sao
continuamente preparados e adicionados na BA até a medigcdo da ultima
amostra. Este procedimento é importante para manter a BA sempre
preenchida, evitando possiveis alteracdes na taxa de aspiragdao com

consequentes perdas no sincronismo de tempo entre as medidas de
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absorbancia. Entretanto, dgua destilada também pode ser usada para a

preparacao dos monossegmentos de limpeza, ao invés da solugdo tampao.

2.6 Método de referéncia

Como método de referéncia foi utilizado o método classico da
azometina-H®®! a fim de comparar os resultados analiticos obtidos pela
metodologia automatica proposta.

A anadlise de cada amostra foi realizada em quintuplicata e as
concentracoes foram estimadas a partir da equacao obtida da curva

analitica, estatisticamente validada.

2.7 Procedimentos para avaliacao da performace analitica

Neste trabalho, os procedimentos estatisticos usados para a validagao
dos modelos de calibracdo e estimativa das figuras de mérito sao descritos
sucintamente a seguir.

A avaliacdo estatistica do desempenho do sistema proposto (MSFB),
em termos da sensibilidade, faixa dinamica e dos valores de LOD e LOQ,
foi realizada envolvendo a determinacao do teor de boro em extrato de
plantas. Os resultados foram comparados com os obtidos por intermédio
de um espectrofotbmetro de absorcdo molecular UV-Vis comercial
segundo o método de referéncia descrito na secgao anterior.

Para as determinacgdes foram realizados testes de analise de variancia
(ANOVA) para validar os modelos lineares baseados no método dos
minimos quadrados (MMQ). Em seguida, foram construidas as curvas
analiticas e os testes F para falta de ajuste e de significancia estatistica da
regressao foram aplicados aos modelos lineares com base nos resultados
da ANOVA. Além disso, foram obtidos os intervalos de confianca em

relacdo aos parametros do modelo que foram estimados.
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De acordo com a IUPAC, a sensibilidade de calibracdo de um método
instrumental é dada pela inclinacdo da curva analitica, expressando a
capacidade de um instrumento ou de um método, discriminar
concentracoes de analito com pequenas diferencas na concentragao do
analito!”®],

Os limites de deteccao (/imit of detection - LOD) e limites de
quantificacao (/imit of quantification - LOQ) sao definidos como segue. O
LOD corresponde a menor concentracao da espécie de interesse (analito)
que pode ser detectada pela técnica instrumental utilizada, enquanto o
LOQ corresponde a minima concentragao que pode ser quantificada dentro
dos limites de reprodutibilidade das medidas pelo método
empregadol”&7°],

Existem basicamente duas formas de se estimar o LOD e o LOQ e as
suas escolhas, geralmente, devem levar em consideracdo a técnica
analitica utilizada, bem como o grau de confiabilidade estatistica
necessaria. Sao eles: o método da relagdo sinal/ruido e o método dos
parametros da curva analitical®°,

O método da relacao sinal/ruido, que utiliza de 20 a 30 medidas do
sinal do branco, é amplamente utilizado devido a sua rapidez e
simplicidade dos calculos estatisticos. O método da estimativa do limite de
deteccao e quantificacdo baseado em parametros da curva analitica
apresenta maior confiabilidade estatistica e robustez, pois leva em
consideragdo o intervalo de confianca da regressdol®°l, Neste caso, o LOD
e 0 LOQ sao estimados a partir do intervalo de confianca e pode ser
medido a 95% de confianga estatistica. Tais estimativas foram realizadas
por intermédio de uma planilha eletrbnica para validagdo de métodos
analiticos univariados, disponivel na internet!1,

A figura 2.11 ilustra os parametros e equacOes utilizados para a
realizagdo dos calculos estatisticos para previsao de LOD e LOQ. A
estimativa do sinal analitico a partir da equacao da regressao apresenta
um erro padrao e o produto desse erro pelo valor da distribuicdao t de

Student adequado permite calcular o intervalo de confianca da curva
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de duas linhas

hiperbdlicas acima e abaixo da curva. O intercepto da hipérbole superior,

do intervalo de confianca, é denominado y critico (y.) e a sua projecao na

hipérbole inferior € uma estimativa da concentracdao minima, que pode ser

medida com um grau de confianca estatistica evidenciado, sendo o limite

de deteccdo do método (LOD). As equacgdes apresentadas (figura 2.11a)

descrevem os calculos de y critico e do limite de deteccao.
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| ' 5t f1 G-
N o W s
;<¢' LOD
(b) —
; y.=a°+2-sy.g. —l-)+l+_§_x"_)2_
] / N ;(X,-f)z
o / : :
1 xc=[s’ ’] —)+l+.x_
ao ) & a, N g(xl_f)z
| —y‘_a°+s’—.t-i++_(yi
: LOQ—[ ) ] [m]J(N] | a? -3, - %)
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Figura 2.11 - Curvas analiticas e equacgdes utilizadas nos calculos de LOD (a) e

LOQ (b).

Pelo método dos pardmetros da curva analitica,

o limite de

quantificacao (LOQ) também ¢é determinado da mesma forma de LOD.

Como observado na figura 2.11b x. é o valor da concentracdo, x, no

ponto onde o valor de ag intercepta a reta de regressao e y, é o valor da
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projecao de x. no limite superior. Os calculos estatisticos de yn, xc € LOQ
podem ser efetuados pela utilizacao das equagdes apresentadas na figura
2.11b.

No entanto, o modelo de calibracao, somente pode ser usado para
estimar a concentracao do analito, se for capaz de descrever o
comportamento dos valores experimentais de maneira satisfatoria.
Portanto, o modelo obtido ndo pode apresentar evidéncias de falta de
ajuste e deve refletir uma regressao estatistica significativa. Dessa forma,
a validacdo do modelo de calibragao geralmente é realizada por meio de
uma ANOVAI®2],

A tabela 2.1 apresenta as equacdoes para ANOVA de dados
experimentais adaptados para modelos obtidos pelo método dos minimos
quadrados (MMQ).

Tabela 2.1 - ANOVA para o ajuste de um modelo pelo MMQ.

Fonteldelvariscas Soma Quadratica : Graus de Média Quadratica
(SQ) liberdade (gl) (MQ)
Regresséo Znil(ye)i = Ym]? p-1 SQreq/(P-1)
Residuo Z3[yj - (ve)]? n-p SQ/(n-p)
Falta de Ajuste ni[(Ye)i - Yim]? m - p SQf./(M-p)
Erro Puro 3Ly - Yim]? n-m SQep/(N-m)

Onde: indice i indica o nivel da variavel x; indice j refere-se as medidas repetidas da variavel y em
um dado nivel de x; p = numero de parametros do polindmio do modelo de calibragdo; n =
numero total de medidas; m = nimero de niveis da variavel independente x.

A validacdo de modelos, obtidos pela aplicacdo do método dos
minimos quadrados, consiste na analise dos residuos, falta de ajuste e
significancia estatistica da regressao. Na analise de residuos deixados pelo
modelo, verifica-se o comportamento dos erros de previsao em relagao
aos dados experimentais. Nos graficos dos residuos é possivel identificar o
tipo de erro associado aos dados ou estrutura sistematica ndo descrita
pelo modelo. Dessa forma, se os residuos apresentam algum perfil ou

estrutura teremos a presenca de uma falta de ajuste apresentada pelo
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modelo. Entretanto, se os residuos se distribuirem aleatoriamente em
torno de zero teremos apenas erros aleatorios.

O teste de falta de ajuste compara, para os varios niveis da variavel
X, @ média quadratica da falta de ajuste (MQr;) com a média quadratica
devida ao erro puro (MQep). Assim, se a razao (MQr;)/(MQep) for menor
que o valor do ponto de distribuicao F, referentes aos graus de liberdade
de MQfj € MQep € para um nivel de 95% de confianga, temos um modelo
sem falta de ajuste. Neste caso, as duas médias quadraticas refletirdao
apenas os erros aleatorios associados aos dados. Caso contrario, o modelo
apresenta falta de ajuste e necessita ser reestimado e revalidado!”®/.

No teste de significancia da regressdo, compara-se a razdo entre a
média quadratica devido a regressdao (MQreq) € @ média quadratica
residual (MQ;) com o valor do ponto da distribuicao F referente aos graus
de liberdade de MQreg € MQr @ um certo nivel de confianga estatistica. Em
geral, emprega-se um nivel de 95% de confianca. Se a referida razao for
maior que o valor de F (de pelo menos cinco vezes como recomendado na
literatural”®l), conclui-se que a regressdo é estatisticamente significativa.
Do contrario, ndo se pode admitir a existéncia de uma relagao funcional
(linear, quadratica, etc) entre as variaveis que possa ser descrita pelo

modelol”°],
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Neste capitulo serdao discutidos os resultados obtidos para ajuste do
sistema MSFB desenvolvido, bem como da performance analitica. O ajuste
dos parametros do sistema MSFB abordam os estudos de calibracao das
valvulas, numero de limpezas necessarias para evitar a intercontaminagao
das amostras, o volume dos monossegmentos e o comprimento da bobina
de armazenamento dos monossegmentos. Com relagdo a performance
analitica sao apresentadas as curvas analiticas do método proposto e de
referéncia com as respectivas validagbes, para posterior aplicacdo as

amostras reais.

3.1 Estudo da precisao das valvulas solenoides

Conforme descrito na seccao 2.4.1, logo apés a montagem do
sistema faz-se necessario a realizacdo da calibracdo das valvulas
solenoides para descobrir a relacao de tempo de acionamento com o
volume adicionado ou aspirado.

Observando os resultados obtidos nessa etapa, optou-se por
trabalhar com uma velocidade rotacional da bomba peristéltica de 125
rpm o equivalente a uma vazdo de 151,5 £ 1,6 pL s* (n=20). Essa vazdo
foi mantida constante durante as etapas de adicao e aspiragao dos fluidos,
na realizacdo das analises e das limpezas.

ApOs a realizacao de uma grande quantidade de analises, recomenda-
se calibragdes periddicas, devido a problemas relacionados aos desgastes
dos tubos de bombeamento. Estes desgastes podem alterar as vazdes dos
canais, tornando invalida a relagdo entre tempo de acionamento e

adicdo/aspiracao do fluido, o que afeta a exatiddo das analises.



Resultados e Discussio |E3IEGBG

3.2 Estudo da etapa de limpeza

Outra etapa importante no ajuste de qualquer FBA é determinar a
quantidade de limpezas necessarias, de forma a garantir uma minima
contaminacgao entre as respectivas amostras.

Como pode ser visto na figura 3.1, duas limpezas sao suficientes

para eliminar o risco de intercontaminagcao dos monossegmentos de

amostras.
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Figura 3.1 - Variacdo do sinal espectrofotométrico com a realizacdo de duas
limpezas.

Apesar de ter sido observado que duas limpezas seriam suficientes,
mesmo utilizando dgua, durante as analises optou-se por utilizar tampao,
evitando assim, a utilizacdo de mais uma valvula solenoide, pois, essa

solucao ja participa do procedimento analitico.
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3.3 Volume do monossegmento

Na figura 3.2 sdo apresentados os estdgios de formacao dos

monossegmentos no MSFB.

(a) (b)

Ar Ar
Amostra
Ar P /v
L “:’__/_ L
CM I
50pL T 50pL
v, (off) Vy (off
(d)
Ar
Ar
<
Vy (on) Vp (on)

Figura 3.2 - Estdgios de formagdao do monossegmento (a) - (d).

Enquanto ocorre a preparacao de outro monossegmento, as valvulas
Vv e Vp permanecem desativadas (off) (figura 3.2a).

Finalizada a adicao dos fluidos, na cdmara de mistura, a valvula Vv é
acionada (on) aspirando a bolha de ar presente em L e a solugao da
camara para a bobina de armazenamento (figura 3.2b).

Durante o desenvolvimento do experimental, observou-se que caso
todo o volume da camara de mistura fosse direcionado para a bobina de
armazenamento, 0s monossegmentos saiam “quebrados” além do

tamanho da bobina aumentar significativamente.
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Tal observacdo durante a formacdao dos monossegmentos provém,
possivelmente, da agitacdo continua dos fluidos pela barra magnética.
Como representado na figura 3.2c, devido a presenca do vortex,
ha a possibilidade do ar entrar, antes que todo o volume seja direcionado
para a bobina de armazenamento, ocorrendo a quebra dos
monossegmentos.

Sendo assim, optamos por direcionar apenas a “frente do segmento”
(200 pL) para o caminho reacional. O volume de fluido remanescente é
entdo descartado e uma nova bolha de ar é posicionada em L pelo
acionamento da valvula Vp (figura 3.2d).

O volume do segmento de amostra, padrao ou tampao, foi definido
em 200 pL, de forma a garantir o total preenchimento do caminho 6ptico.
Como se observa na figura 3.3, o0 volume selecionado do
monossegmento é suficiente para preencher o caminho Optico da cela de
fluxo utilizada, permitindo ainda uma quantidade de amostra externa a
cubeta, para o caso de ocorrer pequenas variacdes na aspiragao do
monossegmento. Dessa forma, o sistema se mostra mais robusto e menos

susceptivel a captura de sinais analiticos com bolhas no caminho éptico, o

/
\ \\iTampéo
: Ar

— Amostra

Figura 3.3 - Ilustracdo da cela de fluxo utilizada preenchida com o
monossegmento.

que seria indesejavel.
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3.4 Configuracoes fisicas do MSFB

Outro ponto interessante de ser comentado é o posicionamento da
bomba peristaltica (ver figura 3.4). No decorrer do experimental,
observou-se que quando o sistema de propulsao era posto antes da cela
de fluxo, os segmentos eram fragmentados, semelhante ao ocorrido na

formacao dos monossegmentos (seccao anterior).

(a) ! V O8cm 200l S0pL  200uL 50pL 200yl
AM [ | Ar mTampﬁom Tampéo)AD Amostra ) Ar
BP
I'Q M Amostra
BP [1e :<-" >
' Traaa, -
BP AM

Figura 3.4 - Diagrama esquematico da configuragdo com a bomba peristéltica
posicionada antes do detector.

Diante do exposto, para garantir a uniformidade dos segmentos, o
posicionamento da bomba peristaltica apdés o detector € uma condicao
imprescindivel. Durante todos os procedimentos analiticos, essa
configuracao foi obedecida.

Outra configuracao fisica estudada para o MSFB é demonstrada na

figura 3.5.
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Figura 3.5 - Diagrama esquematico da configuragao utilizando apenas uma
Unica linha para armazenamento e descarte dos fluidos.

Nessa forma de montagem, todo o volume da camara de mistura era
direcionado para a bobina de armazenamento e em seguida o sinal
analitico capturado. O ponto critico dessa configuracdo é a
reprodutibilidade dos segmentos, pois, conforme demonstrado na seccao
3.3 quando o volume da camara de mistura é descartado o conteudo final
é variavelmente segmentado, podendo haver a presenca de bolha no
caminho Optico no momento da deteccdo. Além disso, durante a
preparacao da amostra, padrdao ou branco a valvula Vp encontra-se
desativada (aspirando ar para a bobina de armazenamento),
procedimento que aumenta significativamente o tamanho da bobina de
armazenamento.

Optou-se, conforme ja descrito na seccao 2.5, utilizar mais uma
valvula solenoide, assim, garantimos a formacao reprodutivel dos
segmentos e a necessidade de uma bobina de armazenamento de
pequeno comprimento, quando comparado com a configuracao da figura
3.5.
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3.5 Comportamento cinético da reacao

Durante a realizacdo do estudo cinético, utilizando o programa
demonstrado na seccao 2.4.3, optou-se por realizar medidas a cada 20
segundos.

A partir da observacao do comportamento cinético (figura 3.6),
verificamos que a reacao da azometina-H com o boro se completa apds

300 segundos (cinco minutos).

0,80

Absorbancia
o o
i =Y (e)]
(e ] (e ]

o
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o

0,00 - | - - | -

0 100 200 300 400 500
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Figura 3.6 - Variacdo média (n=5) do sinal analitico com o tempo de residéncia

da mistura reacional (para o padrdo de 1,00 mg L' de boro) na bobina de
armazenamento.

Com esse resultado, o comprimento da bobina de armazenamento,
para que o equilibrio da reacao fosse alcancado, utilizando um tubo de

Teflon® 2 mm de didmetro interno, foi de 240 cm (ver figura 3.7).
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Figura 3.7 - Ilustragao da bobina de armazenamento.

3.6 Validacdo da curva analitica para determinacao de boro

Tendo investigado a faixa linear para a determinacdao de boro em
extratos de plantas, construiu-se a curva analitica para a faixa de
concentracdes de 0,1 a 1 mg L?, em quintuplicatas. As curvas analiticas
construidas a partir da utilizacdo do método automatico proposto (MSFB)

e do método classico sdo mostradas na figura 3.8.

0.8 -
e MSFB
. Clacci
06 Classico
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0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6 0,7 0.8 0,9 1
Concentragao (mg L)

Figura 3.8 - Curvas analiticas do método cldssico e do MSFB para a
determinacgao de boro.
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As curvas analiticas obtidas, aplicando ambos os métodos foram
construidas a partir dos niveis de concentracdo 0,10; 0,20; 0,40; 0,60;
0,80; 1,00 mg L de boro. A figura 3.8 mostra que as curvas analiticas
apresentam um comportamento linear entre as respostas analiticas e a
concentracdo de boro nas solugdes padrao. Essa inferéncia baseada,
inicialmente, em uma inspecao visual, é confirmada adiante pela analise
grafica dos residuos deixados pelos modelos e corroborada pelos
resultados da ANOVA apresentados em seguida.

Os parametros dos modelos de calibracdo, obtidos por regressao
linear pelo modelo dos minimos quadrados, considerando o nivel de
confianca de 95%, e os limites dos intervalos de confianca para os valores
populacionais sao apresentados na tabela 3.1. Os intervalos de confianca
nao contém o valor zero, os parametros estimados para todos os modelos

de calibragao sao estatisticamente significativos.

Tabela 3.1 - Pardmetros de regressdo linear e limites dos intervalos de
confianga para os coeficientes dos modelos obtidos para a determinagao de boro.

Modelo: ¥ = a + Bx

Instrumento
a * t;3 X erro puro(a) B £ tiz X erro puro(p)

Classico - 0,0119 £+ 0,003 0,7092 + 0,002

MSFB - 0,0061 + 0,002 0,7741 £ 0,002

A figura 3.9 mostra os graficos dos residuos deixados pelos modelos
de calibracao. Pode-se observar a distribuicdo de maneira aleatoria dos
residuos ao longo da faixa dinamica estudada, nao apresentando nenhum

perfil sistematico, indicando que o modelo construido esta bem ajustado.
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Figura 3.9 - Graficos dos residuos dos modelos de calibracao do método
classico e do MSFB para a determinacao de boro.

Os resultados da ANOVA, empregados para corroborar a validagao
dos modelos de calibracdo, utilizando o MSFB e o método classico, sao
apresentados nas tabelas 3.2 e 3.3. Definidos os graus de liberdade, as
médias quadraticas foram calculadas a partir das somas quadraticas por
meio das equagdes apresentadas na tabela 3.2 e os valores obtidos sao

mostrados na tabela 3.3.
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Tabela 3.2 - Somas quadraticas e médias quadraticas calculadas (ANOVA), para
a determinagao de boro.

Classico Classico
Reg. (1) 5,23x107! 6,18x10! 5,23x107! 6,18x10!
Res. (16) 4,14x10°® 6,12x10°° 2,59x10°° 3,83x10°
F. Aj. (4) 4,02x107° 6,05x107 1,00x107 1,51x10°°
E. P. (12) 1,31x107 7,20x10°® 1,09x107 6,00x10°®

Os resultados dos testes de falta de ajuste e significancia de
regressao sao mostrados na tabela 3.3. Em ambos os casos, os valores
MQraj/MQep S@0 menores que o ponto de distribuigao F, considerando um
nivel de 95% de confianca e os mesmos graus de liberdade. Assim, ndo
ha evidéncias de falta de ajuste para os modelos lineares apresentados na
tabela 3.1. Além disso, dado que os valores MQreq/MQr S80 muito maiores
gue os pontos de distribuicao F (para os mesmos graus de liberdade e
confianca estatistica), as equacdes dos modelos sdo altamente

significativas.

Tabela 3.3 - Tabela ANOVA para o modelo linear das curvas analiticas para a
determinagao de boro.

Classico MSFB

MQfaj/MQep 0,918 2,521
MQreg/MQr 2,0x10° 1,6x10°
Falta de Ajuste 4 e 12 respectivamente
ek Signif. da Regressao 1 e 16 respectivamente
Fvi/v2 Falta de Ajuste 3,26

a 95% Signif. da Regresséo 4,49
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Apds a validagao das curvas analiticas, foram estimados os valores de
LOD e LOQ para a metodologia proposta e a de referéncia. Os resultados,
apresentados na tabela 3.4, revelam que os valores obtidos para o
método de referéncia sdao semelhantes ao do MSFB. Na verdade, isso ja
era esperado, visto que o método (azometina-H) e o sistema de detecgao
(espectrofotbmetro HP) utilizados s3ao os mesmos para ambas as

metodologias.

Tabela 3.4 - Valores de LOD e LOQ, em mg L™, estimados ao nivel de 95% de
confianca, para a determinagao de boro.

Classico MSFB

LOD 0,008 0,008

LOQ 0,028 0,027

3.7 Aplicacoes analiticas do sistema proposto

Apds as analises das solucdes padrdoes e a validacdo das curvas
analiticas obtidas a partir de ambos os procedimentos, dez amostras
diferentes de alface foram analisadas para determinacao de boro em
extratos de plantas usando a metodologia automatica e a metodologia
classica.

As determinacdes foram feitas sempre em quintuplicatas e os

resultados sao apresentados na tabela 3.5.
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Tabela 3.5 - Valores médios das concentracdes de boro (mg kg™') preditas
(n=5) das amostras de plantas usando o método classico e o MSFB.

Amostras Classico DPR % MSFB DPR %
1 14,7 £ 0,2 | 0,81 14,3 £ 0,2 0,83
2 18,1 £ 0,3 0,98 18,8 £ 0,1 0,32
3 40,7 £ 0,2 0,29 41,2 £ 0,3 0,43
4 32,1 +£0,1 0,18 31,7 £0,2 0,37
5 32,8 £0,1 0,18 33,6 £0,1 0,18
6 13,9+0,3 1,28 13,5+ 0,1 0,44
7 16,2 £ 0,1 0,37 16,0 £ 0,2 0,74
8 9,1 +0,1 0,65 8,7=+0,1 0,68
9 7,3+0,2 1,63 7,8 +0,3 2,28
10 4,1 +0,1 1,45 43 +0,2 2,76

Como pode ser visto na tabela 3.5, uma boa concordancia dos
resultados obtidos através da metodologia classica e pelo MSFB foi
alcancada. Observando os valores do desvio padrdo relativo (DPR %)[®3!
percebemos uma variagdo semelhante. Além disso, a aplicacao do teste t-
pareado revelou nao existir diferenca estatisticamente significativa ao
nivel de 95% de confianca.

Quanto a exatidao, o sistema proposto permitiu quantificar boro em
extratos de plantas com erros relativos médios de 2,1%. Esse valor atesta
uma boa concordancia entre os valores obtidos por ambos os
procedimentos.

A avaliacdo da performance do analisador proposto, nas analises
envolvendo calibracdo univariada, apontam a viabilidade pratica e a
confiabilidade nas medidas realizadas no MSFB para o analito alvo da

quantificacao.
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O tempo de analise de cada amostra no MSFB, somando com as duas
etapas de limpezas, foi de aproximadamente 30 s, o que permite efetuar

120 determinagoes por hora.

3.8 Comparacao entre o MSFB e outros sistemas

O sistema proposto foi comparado com outros sistemas automaticos
em fluxo j& descritos na literatura.

A tabela 3.6 apresenta algumas caracteristicas analiticas do MSFB,
MFA e do MSFA, descritos na literatura para determinagcao de boro em

extratos de plantas pelo método da azometina-H.

Tabela 3.6 - Parametros para diferentes sistemas automaticos.

mMsral14] MFA[13] MSFB
Limite de dﬁtecgao 0,02 0,47 0,008
(mgL™)
Frequéncia analitica
1 120 35 120
(h™)
Volume do 350 600 200
monossegmento (ML)
Fluido carregador Presente presente ausente
Preparagao dos off-line off-line in-line

padroes

Como pode ser observado, o MSFB obteve um limite inferior de
deteccdo de 0,008 mg L, ou seja, seu LOD foi 2,5 vezes menor do que o
relatado para o MSFAL'*! e 58 vezes menor que o do MFAL*3!, O tempo de
andlise de cada amostra no MSFB, somando com as duas etapas de
limpezas, foi de aproximadamente 30 s, sendo a sua frequéncia analitica

semelhante a do MSFA e 3,4 vezes maior que a do MFA. Outras

caracteristicas vantajosas do sistema proposto € a auséncia de fluido
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carregador, baixo consumo de amostra e preparacao in-line das solugoes

de calibragao.



Capitulo 4
Conclusao



Conclusio

4.1 Conclusao

Um novo sistema automatico, o fluxo-batelada monossegmentado
(MSFB), que combina as caracteristicas favoraveis do FBA e do MSFA foi
desenvolvido com sucesso. O sistema permitiu o uso do fluxo-batelada
para reacdoes de cinética lenta, sem prejudicar a sensibilidade ou a
frequéncia de amostragem. O sistema foi aplicado na determinagao
espectrofotométrica de boro em extratos de plantas, método o qual
envolve uma reacao lenta entre o boro e a azometina-H. Todos os
resultados das andlises mostraram-se estatisticamente satisfatorios, e
foram devidamente validados.

Em geral, o MSFB apresenta melhores caracteristicas analiticas, como
limite de deteccao e taxa de amostragem, que outros sistemas
automaticos. Outras vantagens do sistema proposto, quando comparado a
anteriores, é a facilidade de preparar as solugdes de calibragao in-line e a
baixa geracao de residuos por analise, devido a auséncia do fluido
carregador.

Caso o procedimento em estudo, necessite de outras etapas
subsequentes as adicdes dos fluidos na camara de mistura (como,
aquecimento, adicao de outro reagente a mistura inicial, etc.) outros
dispositivos ou componentes podem ser adicionados ao sistema, como,
por exemplo, camaras de mistura, valvulas, tubos, dentre outros.

Dessa forma, o sistema MSFB une os atributos favoraveis do FBA,
como a versatilidade, flexibilidade e robustez, com as caracteristicas
inerentes do MSFA, como a possibilidade de armazenar as amostras sem
perda da frequéncia analitica, mostrando-se como um sistema

potencialmente Gtil para automacdo de métodos analiticos.
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4.2 Perspectivas

Tendo em vista as vantajosas caracteristicas apresentadas do sistema
fluxo-batelada monossegmentado (MSFB) na determinacao de boro em
extratos de plantas, esta pesquisa tem como perspectivas:

e aplicar o sistema proposto em outras determinacdes analiticas que
envolvam reacOes de cinética lenta.

e empregar o sistema fluxo-batelada com bomba-pistao (PFBA)
acoplada a cdmara de mistura para propulsao dos fluidos, desenvolvido
por Almeida e colaboradores!?®], para formacdo dos segmentos. Testes
com o PFBA ja foram realizados e mostraram resultados promissores,
encontrado-se em estagio de desenvolvimento.

e adaptar o MSFB ao micro-fluxo-bateladal®! para implementar
processos analiticos com um consumo ainda menor de reagentes e
amostras, acarretando consequentemente uma reducao na geragao de
residuos.

e ¢ importante salientar que, apesar de no presente trabalho o
sistema MSFB ter sido proposto para viabilizar uso do analisador fluxo-
batelada em determinagdes que envolvam reacdes de cinética lenta,
pretende-se aplica-lo em determinagdes que requerem outras etapas apods
a adicdo dos fluidos na camara de mistura, como por exemplo,
aquecimento, adicao de um novo reagente, etc.

e também se estuda a possibilidade de explorar as funcionalidades
especificas do MSFB para efetuar a sintese de nanocristais semicondutores
coloidais (conhecidos como quantum dots) e aplica-l6s na analise quimica

de substancias traco.
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This work introduces the monosegmented flow-batch (MSFB) analysis concept. This system combines
favourable characteristics of both flow-batch and the monosegmented analysers, allowing use of the
flow-batch system for slow reaction kinetics without impairing sensitivity or sampling throughput. The
MSFB was evaluated during spectrophotometric determination of boron in plant extracts, which is a

method that involves a slow reaction between boron and azomethine-H. All calibration solutions were
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prepared in-line, and all analytical processes completed by simply changing the operational parameters
in the MSFB control software. The limit of detection was estimated at 0.008 mgL~'. The measurements
could be performed at a rate of 120 samples per hour with satisfactory precision. The proposed MSFB
was successfully applied to analyse 10 plant samples and the results are in agreement with the reference
method at a 95% level of confidence.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

In 1999 Honorato et al. [1] introduced the concept of the flow-
batch analyser (FBA). Flow-batch analysers are automated systems
that use an instantaneous stop chamber and integrate batch and
flow methods by using programmed multi-commutation [2]. The
main component is the mixing chamber (MC) where the whole
analytical process including; fluids addition, sample pretreatment,
homogenization, precipitation, extraction, preparation of calibra-
tion solutions, and detection, takes place under the total control
of the software [1-4]. The sample is processed with less: manipu-
lation, consumption of reagents and samples, waste and chance
for human error. Classical (discrete) methods can be performed
with precision, accuracy and speed similar to other flow analysis
methods.

Flexible and versatile flow-batch systems have been developed
for differing applications such as: screening analysis [5], titration
[6], analyte addition [7], internal standard solution addition [8].
Flow-batch has been used for prior assays [9]; for developing titra-
tion concentration gradients [10], and concentration gradients for
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nonlinear calibrations [11]. Other applications include enzymatic
reactions [12], chemiluminescence [2], nephelometrics[13], in-line
coulometric generation of standards and titrants [ 14]. Liquid-liquid
extractions [15] as well as in-line uni- [12] and multivariate [11]
calibrations have also been accomplished. Flow-batch systems have
also been miniaturised [16,17].

A determination involving slow reaction kinetics has been
implemented using an FBA [11], without impairing the sampling
throughput. However, the system presented poor sensitivity when
compared to the traditional batch method. Other automatic sys-
tems have been proposed for slow reaction kinetics in flow injection
analysis (FIA) [18,19], stopped-flow FIA [20], sequential injection
analysis (SIA) [21,22], multicommutation in flow analysis (MFA)
[23], monosegmented continuous flow analysis (MCFA) [24] and
monosegmented flow analysis (MSFA) [25,26]. Among them stands
out the MSFA, which allows a longer residence time for the sample
(minimal dispersion), without affecting the sampling throughput.
However, MSFAs are automated systems with less flexibility and
versatility compared to FBA.

In this study we proposed a monosegmented flow-batch (MSFB)
which combines the favourable characteristics of the FBA and MSFA
and allows implementation of methods involving slow reaction
kinetics without impairing the sensitivity or sampling through-
put. The proposed MSFB was evaluated using the determination
of boron in plant extracts using the azomethine-H spectrophoto-
metric method [27].
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Fig. 1. (a) The MSFB diagram, (b) timing diagram for sample analysis. Mixing chamber (MC), peristaltic pump (PP), magnetic stirrer (MS), “loop” for introduction of air (L),
delay coil (DC), spectrophotometric detector (D), solenoid valves (Vs, Vg, Vg, Vi and V), standard working solution or sample (S), reagent (R), buffer (B) and waste (W). ts,
tr, tg, tm and tw are the time intervals (in seconds) for switching valves Vs, Vg, Vg, Vi and V.

2. Experimental
2.1. Apparatus

A model 8453 Hewlett-Packard (HP) diode array UV-vis spec-
trophotometer, equipped with cuvette (Hellma QS 1000 quartz
flow cell with 10 mm optical path) was used for the absorbance
measurements at 420 nm employing both proposed and reference
methods.

2.2. Reagents and solutions

All reagents were of analytical grade and freshly distilled and
deionised water (18 M2 cm~1) was used to prepare all solutions.
The solutions, including samples and standards, were prepared and
stored in high-density polyethylene flasks.

Stock solution of 10.0mgL~! boron was prepared by dissolv-
ing the appropriate mass of boric acid (Synth) in water. Solutions
of boron standards with lower concentrations were obtained by
accurate dilutions of the stock solution with deionised water.

Azomethine H (Merck) stock solution was prepared from the
pure product by dissolving 0.9000 g of salt and 2.0000 g ascorbic
acid using 100.0 mL of water. The buffer-masking reagent was pre-
pared by dissolving 14.00 g of ammonium acetate (Vetec), 10.00 g
of potassium acetate (Vetec), 4.00 g of nitrilotriacetic acid (Synth)
and 10.00g EDTA (Vetec) in water. The pH 8.2 used was obtained
by addition of glacial acetic acid (Synth).

2.3. Sample preparation

The plant samples were heated in an oven at 500 °C for 3 h. After-
wards they were cooled in a desiccator, and 1.0000¢g from each
sample was weighed and dissolved in 50 mL of nitric acid 10% (v/v).
The mixture was filtered, transferred to a 100.0 mL polyethylene
volumetric flask and completed with distilled-deionised water.

2.4. Monosegmented flow-batch system

A schematic diagram of the MSFB used for spectrophotometric
determination of boron is shown in Fig. 1a.

The MSFB consists of five three-way solenoid valves (Vs, Vg,
Vg, Vi and Vi) model EW-01540-13 (Cole Parmer); polyethylene
tubing connectors with 0.8 mm id; a peristaltic pump (PP) model
78002-00 (Ismatec). A flow rate of 151.5+1.6 uLs~! (n=20) was
always employed.

The labmade mixing chamber (MC) was built in Teflon with
about 1.0 mL of total volume. The mixture/homogenization of solu-
tions was performed by a stirring bar (SB) located inside the MC
driven by a magnetic stirrer (MS). A 750 pL total volume was
used for each analysis. Before spectrophotometric detection (D), a
240 cm Teflon tube (2.0 mm internal diameter) was used as a delay
coil (DC) in order to incubate the monosegments and to allow a
slow kinetic reaction to occur.

A microcomputer connected with an interface (USB6009,
National Instruments) was used to control the MSFB. The
controlling software was developed in LabVIEW 7.1 (National
Instruments). The MSFB software controls additions of solutions
in MC, the monosegmented formation and incubation.

2.5. Monosegmented flow-batch procedure

Before starting the analytical procedure, working solutions for
each channel are pumped and re-circulated to their respective
reservoirs (Fig. 1a). Then the valves Vs, Vg, and Vg are simulta-
neously switched ON for a time interval of 1.50 s and the working
solutions (S, R, and B) are pumped towards the MC to fill the chan-
nels between the valves and the chamber. Then immediately, the
discard valve Vyy is opened for 5.0 s and then any solution inside the
MC is emptied using the peristaltic pump (PP) for aspiration. This
channels filling procedure is very important and must be carried
out whenever there is a change of the reservoir liquids.

The additions of the sample or standard working solution (S),
reagent (R) and buffer (B) into the MC were performed switching
ON valves Vs, Vg and Vg, respectively. The homogenization of the
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solutions in the MC is constantly performed by a stirring bar (SB)
under the action of the magnetic stirrer (MS).

For in-line blank preparation in the MC, valves Vg and Vg are
simultaneously switched ON for 1.65s and 3.30s, respectively.
Reagent and buffer are brought into the MC. The in-line preparation
of calibration solutions (0.10-1.00mg L~ of boric acid) in the MC
were performed using a standard working solution of 3.00 mg L~ of
boric acid, which itself was prepared by adequate dilution of a stock
solution of 10.00mgL-!. In these preparations, valves Vs, Vg and
Vg are simultaneously switched ON and standard working solution,
reagent and buffer are sent into the MC. The valve Vg is switched
ON for 1.65s and the valves Vs and Vg are switched ON for times,
which vary in proportion to the standard solution concentration
being prepared.

The procedure for in-line preparation of the sample is similar
to the preparation of calibration solutions. The difference is that
the samples are used instead of the standard working solution. The
timing diagram for sample analysis is shown in Fig. 1b.

For monosegment formation of blank, calibration solution, or
sample (air-sample-air), valve V) is switched ON for 1.65s, time
for aspiration of about 50 L air (present in L) plus about 200 L of
fluid (present in the MC) to the DC. Afterwards, the excess of fluid in
the MCis discarded and the “loop” (L) is filled with air by switching
ON valve Vyy for 3.80s.

InFig. 2 the formation stages of monosegmented sample are rep-
resented. Fig. 2aillustrates the step of addition and homogenization
of the fluids (sample, reagent and buffer) in the MC. In Fig. 2b is
shown early formation of the sample monosegment, which occurs
after the valve V) to be switched ON. The formation of the sample
monosegment is finished in Fig. 2c when 50 L of air plus 200 L of
sample is aspired to the delay coil (DC). Soon afterwards, the valve
Vw is switched ON and the excess of fluid in the MC is discarded.

The cleaning step of the MC and DC is carried by switching ON
valve Vg for 5.45s, to add buffer to the MC. Soon afterwards, Vy
is switched ON for 1.65s time for aspiration of about 50 uL air
(present in L) and about 200 p.L of buffer (present in the MC) to
the DC, formatting the air-buffer-air monosegment in the DC. The
buffer excess in the MC is discarded and the “loop” (L) is filled with
air by switching ON valve Vyy for 3.80 s. This step is carried out twice
in order to ensure the cleaning of both the MC and the DC.

Analytical signal measurement is performed when sample, cal-
ibration solution or blank monosegment reaches the flow cell,
fulfilling its optical path with 200 L of processed fluid. At this
moment, the valve V) is switched OFF, stopping the flow inside the
inline DC to keep air bubbles completely out of the optical path. Itis
not necessary to remove the bubbles because they will not interfere
on absorbance measurements. Finally, the absorbance at 420 nm is
recorded in steady state (and during the pre-determined sampling
time) for further data treatment. During any analytical signal mea-
surement a new monosegment is prepared concomitantly inside
the MC and thus, neither sampling throughput nor sensitivity is
impaired.

The valve V) is controlled by time. This value (1.65 s) represents
the time necessary for one monosegment (200 L fluid, and 50 pL
air) to be drawn into the DC. Since the volume between the MC
and D, and the rate of flow are constant, the reaction time provided
for by the DC is also held constant. The synchronised time settings
for valve V) and valve Vw then permit that absorbance from the
sample, blank or calibration solution is always stop flow mode mea-
sured at 5 min from mix, without interference of the air portion of
the monosegment. The normal use of opto-switches for detection
of the monosegment [29] at the flow cell in this arrangement is not
necessary, which simplifies the MSFB manifold.

It is worth noting that when the number of samples to be
analysed are finished, several cleaning monosegments (air-buffer-
air) are continuously prepared and added to delay coil until

(a)

Air

Viy(on)

Fig. 2. Stages of formation of monosegment. (a)-(c) Vu and Vy, solenoid valves
monosegmented and waste, respectively; MC, mixing chamber; SB, stirring bar; L,
“loop” for introduction of air.

measurement of the absorbance yielded by the last sample. This
procedure is important to keep residence coil always feed in a
systematic way, avoiding possible changes in the flow aspiration
rate through detector and consequent losses in the timing synchro-
nism among absorbance measurements. Notwithstanding, distilled
water may be also used instead buffer solution for the preparation
of cleaning monosegments.

2.6. Analytical procedure of the reference method

For comparison, the proposed MSFB performance was eval-
uated against a manual reference UV-vis spectrophotometric
azomethine-H method analyzing the plant extract samples. Cali-
bration solutions were prepared from 0.1 to 1.0mgL~! [27]. The
analytical signals were measured at a maximum absorbance of
around 420 nm. The analysis of each sample was performed in
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Table 1

Results for boron determination in plant extract (mg kg~') using the proposed MSFB
and the spectrophotometric reference method. The values of uncertainty have been
estimated by using the expression +ty_15/4/N, where N is the number of replicate
measurements, ty_; is the statistic parameter often called Student’s t (with N=5, at
95% level of confidence) and s is the standard deviation.

Samples MSFB system Reference method
1 143 £ 0.2 147 £ 0.2
2 18.8 £ 0.1 18.1+03
3 412+ 03 40.7 £ 0.2
4 31.7 £ 0.2 32.1+0.1
5 33.6 £ 0.1 32.8 +£0.1
6 13.5 £ 0.1 13.9+03
7 16.0 £ 0.2 16.2 £ 0.1
8 8.7 £0.1 9.1 +0.1
9 7.8 +£0.3 73 +0.2

10 43 £0.2 4.1 +0.1

quintuplicate and the concentrations were calculated from the ana-
lytical curve.

3. Results and discussion
3.1. Monosegmented flow-batch features

The length of the delay coil was set at 240cm of tube
(2.0 mm internal diameter), enough to permit the reaction of boron
with azomethine-H to reach equilibrium when the monosegment
(air-sample-air)is being transported towards to detection. This cor-
responds to a residence time of 300s.

The use of two consecutive steps of cleaning with the buffer
monosegment (between bubbles) was perfectly adequate, because
no carry over was observed.

3.2. Analytical application

A good analytical curve was obtained with the MSFB sys-
tem for the determination of boron in plant extract samples
by the azomethine-H method. The regression equation was
A=0.0061+0.7741 C; where A is the analytical response and C is
the analyte concentration in mgL~! of boron. The squared linear
correlation coefficient, 2 was 0.998 in the range between 0.10
and 1.00mgL-'. The calibration curve was statistically validated
by variance analysis (ANOVA), showing no lack of fit at a 95% con-
fidence level. The limit of detection (LOD) was 0.008 mgL~!. The
LOD for the method was calculated based on the criteria established
by IUPAC [28], the LOD was evaluated as three times the standard
deviation of the blank measurement.

Table 1 presents the results obtained for the proposed MSFB
and those obtained for the reference spectrophotometric method.
They show a good agreement between the obtained values by
using both methods, attesting the accuracy of MSFB. Actually, at
a confidence level of 95%, no statistical difference was observed
between them when the paired t-test was applied. In terms of pre-
cision, the obtained values by the proposed and reference methods
were similar. The overall standard deviation (n=>5) obtained in the
determinations for both methods was 0.6 mgkg~!. The MSFB pre-
sented an analytical frequency of 120 samples per hour for the
azomethine-H method.

Table 2 presents some analytical features of the proposed MSFB
and others automated systems, selected by authors, described in
the literature for determination of boron in plant extract samples
by the azomethine-H method. The proposed MSFB has a lower limit
of detection (LOD=0.008 mgL~1). It was observed that the its LOD
was 2.5 times lower than that reported for MCFA [24] and 58 times
lower than that for MFA [23]. The sampling rate of the MSFB was
similar to MCFA, and 3.4 times higher than MFA. The elimination

Table 2
Parameters from different automatic systems.

MCFA [24] MFA [23] MSFB
Detection limit (mgL~') 0.02 0.47 0.008
Sampling rate (h~1) 120 35 120
Volume of monosegment (L) 350 600 200
Carrier fluid Present Present Absent
Preparation of calibration solutions Off-line Off-line In-line

of a carrier fluid, in-line preparation of calibration solutions, and a
lower volume of monosegment than previous automated systems
are further advantages.

4. Conclusion

A novel automated system, the MSFB, which combines the
favourable characteristics of flow-batch and monosegmented anal-
ysers was successfully developed. The system enabled the use of
a flow-batch system for slow kinetic reactions without impairing
either sensitivity or sampling throughput. The system was applied
for spectrophotometric determination of boron in plant extracts,
which involve a slow reaction between boron and azomethine-H.

In general, the MSFB presents better analytical features than
either MCFA or MFA [23,24] automated systems, i.e. detection limit,
sampling rate, elimination of the carrier fluid, preparation in-line
of calibration solutions, and a lower volume of monosegment.

In the case of the MSFB system is used in applications that
requires other analytical procedures, after the additions in the mix-
ing chamber, (sequential treatments required before the sample is
detected) other devices or components can be simply added to the
system (such as mixing chambers, valves, tubes and delay coils).
Thus, the MSFB system presents the favourable characteristics as
flexibility, versatility and robustness as a traditional flow-batch
system, and has potential for other use in determinations.
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