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RESUMO

DIAS, A.C.B. Sistemas de andlises quimicas em fluxo explorando multi-impulséo e
deteccdo espectrofotométrica: aplicacdo a formulacGes farmacéuticas e a extratos de
solos. 2006. 128 f. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2006.

Os sistemas de andlises em fluxo com multi-impulsdo (MP) empregam bombas
solendides como unidade propulsora de fluidos, as quais proporcionam um fluxo pulsante.
Esta caracteristica foi avaliada em funcdo do funcionamento, operacdo e desempenho do
sistema, das condic¢es de mistura entre as solugdes envolvidas e da dispersdo da solucéo
inserida.

A avaliagdo gera dos sistemas MP envolveu estudos de precisdo e exatidao
volumétrica dos pulsos, bem como da robustez da unidade propulsora, 0s quais envolveram
medidas gravimétricas. Ainda, dispersdo envolvendo uma solucéo colorida como amostra foi
espectrofotometricamente avaliada. Os resultados foram corroborados por meio de aplicagtes
analiticas. LimitagBes quanto ao uso de bombas com maiores volumes de pulso (> 25 pl)
foram observadas a elevadas frequéncias de pulsacdo (> 4,0 Hz). Os volumes
experimentalmente determinados concordaram com os valores esperados (erro relativo < 2,0
%). A dispersdo da amostra foi menor relativamente aguela inerente a fluxo constante
(sistema explorando multi-comutacdo, MC).

O fluxo pulsante promoveu melhoria no desenvolvimento reacional devido
principalmente a agitacdo dos elementos de fluido vizinhos. Este aspecto foi importante com
relacdo a determinacdo espectrofotométrica de bromexina em féarmacos. O método se
fundamentou no acoplamento eletrofilico da bromexina com 3-metil-2-benzotiazolinona
hidrazona (MBTH), e posterior oxidacdo com Ce(l1V) em ambiente &cido. Boa sensibilidade

analitica foi conseguida com baixo consumo de reagentes e rapidez nas andlises (300 h%). O



sistema comparativo, envolvendo fluxo constante, ndo apresentou a mesma sensibilidade
andlitica

Outra aplicacao foi a determinacdo espectrof otométrica de fosfato em extratos de solos
envolvendo a formagdo do azul de molibdénio. Melhores resultados analiticos foram obtidos
para frequéncias de pulsacdo < 0,5 Hz, devido ao maior tempo disponivel para a interagcéo
entre as espécies quinicas envolvidas. O sistema MP proposto requer menor volume de
amostra (48 pl) relativamente ao sistema MC (96 ul), sendo caracterizado por maior
frequéncia analitica (MP: 144 h™; MC: 67 h'™). Os resultados referentes as andlises de extratos
de solos foram concordantes entre si e com relacdo ao método referéncia.

A visuaizacdo de uma amostra se dispersando no fluxo pulsante foi possivel
empregando-se a técnica de despolarizagéo da fluorescencia induzida por “laser” envolvendo
Rodamina B. Os experimentos foram conduzidos sob ata (3,0 Hz) ou baixa (0,5 Hz)
freqiéncia de pulsacdo nainsercdo de amostra, auséncia ou presenca de reator entre o local de
introducdo de amostra e o detector, e sentido horizontal ou vertical da cela de fluxo. Andlise
dos gréficos obtidos permitiu se vizualizar a re-distribuicdo de massas em funcéo do tempo.
Em geral, observou-se formacdo de vortices no centro da zona de amostra e uma migracéo
bastante intensa no sentido radial. No sentido axial, melhores interacbes amostra / fluxo
transportador foram observadas quando a freqiiéncia de pulsacdo foi baixa e em presenca de
um reator de 60 cm. O estabel ecimento de vortices resultou em uma mistura bastante répida e

pontual, o que foi confirmado pelas aplicaces analiticas.

Palavras-chave: andlises em fluxo, mini-bombas, espectrofotometria, fluxo pulsante,

fluorescénciainduzida por “laser”.



ABSTRACT

DIAS, A.C.B. Multi-pumping flow systems with spectrophotometric detection:
application to analysis of pharmaceuticals and soil extracts. 2006. 128 f. Thesis (Doctoral)
- Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2006.

Multi-pumping flow systems (MP) utilize solenoid pumps as fluid propelling devices,
which deliver pulsed flows. This feature was evaluated in relation to the design, operation and
performance of the system, to the mixing conditions, and to the dispersion of the introduced
solution.

The genera evaluation of the MP systems involved investigations about precision and
accuracy of the pulse volumes, as well as the pump ruggedness. To this end, gravimetric
measurements were carried out. Moreover, dispersion was evaluated by exploiting a colored
solution and spectrophotometric monitoring. Results were corroborated through analytical
applications. Use pumps delivering higher pulse volumes (> 25 ul) was limited when the
pulsation frequency was > 4.0 Hz. The experimentally measured volumes were in agreement
with to the expected values (relative error < 2.0 %). Sample dispersion was lower in relation
to that inherent to laminar flow (multi-commuted flow system, MC).

Exploitation of pulsed flow led to a enhanced reaction development mainly due to
shaking of neighboring fluid elements. This aspect was important in relation to
spectrophotometric determination of bromhexine in pharmaceuticals The method was based
on electrophylic coupling of bromhexine with 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone
(MBTH), with further oxidation by Ce(IV) under acidic medium. Analytical sensitivity was
fair, reagent consumption was low and sampling rate was 300 h™. These figures of merit were
not compared with those inherent to the MC system due to the lack of sensitivity of this

system.



Another application was the spectrophotometric determination of phosphate in soil
extracts relying the molybdenum blue formation. Best analytical results were obtained for <
0.5 Hz pulse frequency, due to the higher available time for interaction among the involved
chemical species. The proposed MP system required lower sample volume (48 pl) in relation
to the MC system (96 pl), being characterized by higher sampling rate (MP: 144 h*; MC: 67
h%). Analytical results related to soil extracts were in agreement between them and with the
reference method.

Visualization of a dispersing sample in a pulsed flow became feasible using the laser
induced fluorescence technique applied to Rhodamine B, RB. Experiments were performed
under high (3.0 Hz) or low (0.5 Hz) pulse frequency, optional insertion of a reactor between
the injection point and detection, and vertical or horizontal positioning of the flow-cell.
Analyses of the graphs obtained allowed the visualization of the mass re-distribution in
function of time. In general, vortex formation at the central portion of the sample zone and a
high RB migration in the radial direction, were noted. Concerning axia direction, better
sample / carrier stream interactions were observed for lower pulse frequency and insertion of
the 60-cm reactor. Vortex establishment led to a punctual and fast mixing, as confirmed by

the analytical applications.

Key-words: flow analysis, solenoid pumps, spectrophotometry, pulsed flow, laser induced

fluorescence.



1. INTRODUCAO

Os sistemas de andlises em fluxo permitem a automagao de andlises quimicas, os quais
condicionam as solugdes em tubos de didmetros internos reduzidos e ndo compressiveis, em
um ambiente fechado e caracterizado por seu regime de escoamento constante o qual
proporciona as condic¢des de mistura entre amostra e reagentes. O bombeamento das solucdes
é realizado através de unidades propul soras que promovem uma vazao constante, descontinua
ou pulsante. Através desta diferenciacdo em vazdo, os sistemas podem se tornar mais flexiveis
eversieis.

O desenvolvimento destes sistemas teve inicio nos analisadores continuos (Hartridge e
Roughton, 1923) e nos autoanalisadores (Skeggs, 1957), os quais levaram a concepcdo dos
sistemas “stopped flow” com fluxos pulsantes acelerados (Chance, 1951; Owens et al., 1980)
e dos sistemas de andlises por injecdo em fluxo (Ruzicka e Hansen, 1975). A aplicabilidade
destes Ultimos cresceu exponencia mente devido a sua simplicidade de operacéo, versatilidade
em acomodar qualquer metodologia, eficiéncia no controle temporal, minimizagdo da
manipulacdo de reagentes e amostras, etc. Desta forma, estes sistemas tem sido considerados
como uma das principais ferramentas para a quimica analitica. Muitas modalidades deste
sistema foram desenvolvidas, e as principais se constituem no sistema explorando injecéo
sequencia (Ruzicka e Marshall, 1990a), no sistema explorando multi-comutacdo (Reis et al.,
1994), no sistema multi-seringas (Cerda et a., 1999) e no sistema multi-impulsdo (Lapaet a.,
2002). Estes analisadores uniram os fundamentos do sistema de andlises por injegdo em fluxo
com as técnicas computadorizadas, resultando em uma automagdo analitica mais robusta e
versdtil.

Com a exploracdo da computacdo, foi possivel associar a estes sistemas acessorios

comutadores, 0s quais realizam amostragem, inser¢éo das solugdes no percurso analitico e



homogeneizacéo das solucbes com eficécia e robustez. Com relacdo a vazdo, estes sistemas
podem envolver vazdo constante (multi-comutacdo), descontinua (andlises por injecéo
sequencial) e pulsante (sisterma multi-impuls&o), dentre outras.

O fluxo pulsante, que resulta de uma parada do fluxo por um determinado tempo fixo
entre cada pulso gerado, foi inicialmente utilizado para se avaliar constantes de velocidade de
reacd0 (Owens et a., 1980). Este fluxo caracterizado por pulsos se mostrou atamente
benéfico por promover melhores condicfes de mistura, necessitando de minimas quantidades
de reagentes e amostra para uma sensibilidade analitica adequada. Diversas unidades
propulsoras foram desenvolvidas para este fim, sendo manufaturadas a partir de bombas
pistdo e ndo comercialmente disponiveis (Korenagaet al.,1994; Carlsson et a., 1997).

Recentemente, uma bomba solendide comerciamente disponivel se mostrou bastante
adequada para ser utilizada como unidade propulsora de fluidos em sistemas automatizados
(Lapa et a., 2002). Estas bombas foram implementadas no sistema de andlises em fluxo, o
qual foi denominado de sistema multi-impulsdo (do inglés “ multi-pumping”). Este sistema foi
explorado em diversas aplicacbes (Lima et al., 2004), e suas principais caracteristicas como
excelente  gerenciador-comutador-homogeneizador  foram  salientadas.  Entretanto,
permanecem ainda muitas lacunas quanto as suas caracteristicas fluidicas, tais como as
condigdes de mistura, regime de fluxo, etc.

Desde os primeiros sistemas de analises em fluxo, a busca por um maior conhecimento
de suas caracteristicas fluidicas, e de como as solucdes reagentes se comportavam e se
misturavam dentro dos tubos resultou em diversas teorias e model os matematicos (Betteridge
et al., 1984; Vanderdlice et a., 1986). Estes modelos foram elucidados para uma visualizagdo
da dispersdo da amostra no percurso analitico através de simulagBes matematicas baseadas
nas equagbes de convecgao-difusdo e coeficientes de dispersdo, e diversos resultados

demonstraram o comportamento de regime laminar do fluxo (Wada et al., 1986; Hull et al.,



1992). Na maioria destes modelos uma solucdo corante € inserida no fluxo transportador
mimetizando a amostra e mostrando visualmente sua localizagéo, dispersdo e diluicdo através
da absorcéo de radiacao eletromagnética naregido do visivel. Neste sentido, o comportamento
de novas unidades propulsoras implementadas nos sistemas de andlises em fluxo pode ser
avaliado em funcéo de sua capacidade de homogeneizag&o das solucdes.

Destaforma, o principal objetivo deste trabalho foi avaliar as condigdes de mistura do
fluxo pulsante proveniente das bombas solendides com énfase em métodos
espectrofotométricos. Para verificagdo de suas principais caracteristicas operacionais e
homogeneizacéo das solucdes, medidas gravimétricas e estratégias envolvendo a dispersdo de
uma solucéo corante simulando a amostra (Ruzicka e Hansen, 1988) foram exploradas. Os
estudos envolvendo dispersdo do corante também foram aplicados ao sistema de andlises com
fluxo constante para comparagéo.

Para a verificagdo do potencial destas bombas na condi¢do de mistura envolvendo
reacOes quimicas, duas metodologias foram empregadas no sistema multi-impulsdo: as
determinagOes espectrofotométricas de bromexina em farmacos e de fosfato em extratos de
solos. Ambas as reacBes foram também exploradas em um sistema de andlises em fluxo
explorando multi-comutacéo para comparacdo das condigdes de mistura variando-se apenas
as unidades propulsoras de solugdes. Ainda, a técnica de despolarizacdo da fluorescéncia
induzida por laser, PLF (do inglés “polarized laser fluorescence”) (Quintella et al., 2004) foi
empregada para a visualizagdo do fluxo pulsante e para uma maior compreensdo do seu

comportamento fluidico, o qual podera explicar muitas observagdes realizadas neste trabal ho.



2. REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo abrange a evolucdo dos sistemas de andlises em fluxo desde suas
concepcdes mais remotas, como os analisadores continuos para estudos cinéticos, até os
sistemas atuais. As interpretacbes dos trabalhos sdo explanadas em funcdo da condicéo
fluidica proporcionada por cada sistema, principamente no que se refere a unidade propulsora
de fluidos e a sua influéncia no desenvolvimento reacional. Os diversos tipos de fluxo
proporcionados por estas unidades também sdo enfatizados, bem como os analisadores que 0s
exploram. Uma revisdo mais detalhada sobre o fluxo pulsante e suas aplicacdes é também
apresentada. Finalmente é acrescentada uma revisdo das aplicacdes analiticas selecionadas
para este trabalho de Tese: as determinagdes espectrof otométricas de bromexina em farmacos

e defosfato em extratos de solos.

2.1. Analisadores em fluxo

A automacdo da andise quimica, desde a etapa de preparo de amostra, gerenciamento
de solugdes reagentes, até o monitoramento do sinal analitico, € realizada eficientemente
pelos sistemas de andlises em fluxo. A busca por um controle maior das analises quimicas
remonta as primeiras décadas do seculo XX quando Hartridge e Roughton (1923) buscaram
uma condicdo mais adequada para medir a vel ocidade de reagdes quimicas que acangavam o
equilibrio em umafaixa de tempo muito pequena (0,3a 2,0 s).

O experimento envolveu um estudo para a verificagdo das condic¢bes de mistura de
uma reacdo de neutralizagdo acido-base (HCI + NaOH) na presenca de fenolftaleina. Uma
eficiente mistura entre as solucdes foi avaliada de forma que o tempo necessario para ocorrer
a mistura deveria ser té&o pequeno a ponto de ndo se perderem as informagdes referentes ao

desenvolvimento inicial da reagdo. Desta forma, 0s autores propuseram camaras de mistura



baseadas no principio da criacéo de vortices em solucéo, conseguidos por vazOes muito altas
em espagcos muito restritos. Para isto, conectores em formade “Y” e cdmaras cilindricas com
duas entradas foram desenvolvidos, sendo esta Ultima a que apresentou melhores resultados.
As melhores condi¢bes de mistura foram observadas quando unidades propulsoras de ar
comprimido forgcavam as solucdes, que estavam contidas em garrafas, para dentro da camara
de mistura e logo a seguir, a mistura era inserida em um tubo de observagdo. Neste tubo, a
reacdo de neutralizagdo era monitorada visualmente, através da diminui¢do da coloragdo rosa
(fenolftaleina + NaOH) na presenca de HCl. O monitoramento era realizado através de
medidas de tempo e distancia, possibilitando o cllculo da vazéo e da velocidade de reacéo.
Esta estratégia possibilitou 0 monitoramento continuo da reacdo, o qua abriu um leque de
possi bilidades para estudos de cinética reacional .

Com a descoberta de novas reagdes quimicas e bioquimicas durante a década de 30,
surgiu a necessidade do conhecimento mais aprofundado destas reacdes, e aspectos voltados a
velocidade reacional, a visualizagdo de formacdo de sub-produtos ou intermediarios, e as
condicdes favoraveis para seu desenvolvimento se tornaram bastante importantes. Todos estes
aspectos desconhecidos resultaram em um crescente desenvolvimento em monitoramento da
velocidade de reacdo através da automacdo da manipulacdo de solugdes reagentes e da
amostra, baseados na camara de mistura de Hartridge e Roughton (1923). Neste sentido,
novos sistemas explorando fluxo constante foram desenvolvidos utilizando seringas como
unidades de propulsdo de solugdes. Estas seringas eram ligadas a um motor de passo que
realizava o bombeamento das solugdes até um ponto de confluéncia onde ocorria a mistura,
que seguia depois até o espectrofotdmetro para aquisicdo do sina analitico (Chance, 1940).
Como aplicacdo, reacdes enzimaticas (peroxidase + H,O,) e de oxidagao (sulfato de cerio(1V)
+ H,0O,) foram monitoradas através da adicdo de corantes como verde de malaquita,

resultando em constantes de velocidade menores que de 9,0 x 10° mol s (Chance, 1940;



Chance, 1942). Melhorias no detector espectrofotométrico foram redlizadas ja que era
necesséria a obtencdo de sinais com alta resolucdo em um tempo muito menor que 0,3 s. Com
isto, equipamentos envolvendo a parada do fluxo (do inglés, “stopped flow”) foram
projetados para o0 monitoramento de reaces muito rapidas (Chance, 1951). Estes
equipamentos realizavam a mistura das solugdes através de jatos em camaras de mistura
(Hartridge e Roughton, 1923), e 0 desenvolvimento reacional era monitorado durante a parada
do fluxo dentro da cela de fluxo do espectrofotdmetro. Com a crescente aplicacdo desta
estratégia, um aprimoramento dos aparelhos e circuitos eletrénicos para aquisicdo de sinais
analiticos, dos acessorios para introducdo de amostra e reagentes e para mistura reacional foi
sendo observado no decorrer dos anos até os dias atuais (Beckwith e Crouch, 1972; Crouch, et
a., 1977; White, et a., 1995; Chance, 2004).

Os sistemas de andises em fluxo explorando “stopped flow” foram inicialmente
elaborados para se obter um maior conhecimento das novas reagdes quimicas e bioguimicas
que estavam surgindo, principalmente através de estudos de constates de velocidade e de
formacdo de produtos intermediarios. Entretanto, muitos problemas envolvendo a troca de
amostra, contaminacdo entre amostras, consumo elevado de reagentes foram relatados, e
NovVOoS avangos para um controle maior destas condi¢cdes foram requeridos. Isto se refletiu
diretamente na crescente utilizacdo dos analisadores em fluxo como gerenciadores de analises
quimicas antes realizadas por procedimentos manuais.

Em laboratérios de andlises clinica onde um maior controle das andlises quimicas se
faz importante, a exploracdo do escoamento continuo de solucbes em tubos néo-
compressiveis surgiu em meados de 1949 quando Skeggs introduziu pela primeira vez um
sistema continuo para 0 processo de didlise (Skeggs, 2000). Desde entdo, varios trabahos
foram propostos como tentativas para melhorar a automagdo analitica, resultando no inicio da

minimizagdo da intervengdo e manipulagdo das amostras e reagentes, diminuigdo dos erros



analiticos relativamente aos ensaios manuais € maior rapidez nas analises. Em uma destas
tentativas foram inseridas bolhas de ar no fluxo para a separagéo das amostras, as quais eram
transportadas para uma membrana de didlise onde ocorria a permeacdo de uréia; apos a
separacdo do analito, o fluxo aceptor o transportava para a mescla com 0s reagentes
especificos e depois para o detector espectrofotométrico (Skeggs, 1957). Este sistema
utilizava uma bomba peristdltica de varios canais para bombeamento das solugdes e permitiu
a determinacdo de 40 amostras por hora, com resultados confidveis, boa repetibilidade, e se
consagrou como o Autoanalisador comercializado pela Technicon (Skeggs, 2000). Com uma
base tecnoldgica envolvida, foi possivel desenvolver autoanalisadores para determinactes
sequienciais de albumina, proteinatotal, cloreto, didxido de carbono, sddio, potéssio, glicose e
nitrogénio para quantificar uréia, através daimplementacéo dos respectivos méetodos em Unico
modulos de andlises (Skeggs e Hochstrasser, 1964). Estas substancias eram monitoradas
sequencidmente através de 8 celas de fluxo com um intervalo de 20 s entre cada
determinagdo. Amostras de soro sangiineo foram analisadas a uma fregiéncia analitica de 20
amostras por hora.

Comercidmente disponivels, os autoanalisadores foram adquiridos em diversos
laboratérios de andlises clinicas, sofrendo muitas avaliaces, como demonstrado por Grady e
Lamar (1959) que avaliaram a melhor temperatura para didlise da glicose e compararam com
0 méodo manua de Somogyi-Nelson. Variagdes no sistema de deteccdo também foram
relatadas, como ainser¢do de um detector fluorimétrico para determinacéo de calcio em soro
sangiineo (Hill, 1965).

Deve-se destacar que, desde a proposta inicial de Skeggs em 1949, os sistemas
fabricados pela Technicon possuiam as caracteristicas inerentes as do fluxo segmentado, onde
um fluxo de ar era inserido no percurso analitico por confluéncia. Desta forma, havia a

necessidade de componentes como desborbulhador para evitar problemas na deteccéo e sua



condicdo de mistura se baseava em pouca dispersdo da zona de amostra, ja que esta era
controlada pelas bolhas de ar, pela vazéo do fluxo transportador e pela geometria do percurso
analitico.

Mesmo com as benéficas caracteristicas do fluxo segmentado de Skeggs, os traba hos
envolvendo estudos de cinética reacional ndo poderiam explorar a inser¢éo de bolhas de ar
entre as amostras, devido a continuidade do monitoramento. Blaedel e Hicks (1962)
propuseram um sistema de andlises continuo que compreendia uma bomba peristéltica que
inseria a amostra a uma vazao constante em um ponto de mistura onde encontrava o reagente
que era introduzido continuamente por gravidade. Ambas as solucdes fluiam a 2,0 ml min™, e
a mistura era conduzida pela bomba peristéltica até a cela do espectrofotbmetro onde era
monitorado o sinal analitico referente a glicose. Este analito foi quantificado através da reacéo
com glicose oxidase e oxigénio do ar que resultava na formagéo de H,O,, 0 qual na presenca
de peroxidase oxidava o-tolidina a um produto de coloragdo azul derivado da benzidina
Como a vazdo era mantida constante, o intervalo de tempo necessario para a amostra ir do
ponto de confluéncia entre reagente e amostra até a cela do espectrofotémetro também era
fixo; foi entdo possivel medir a velocidade reacional através da diferenca em absorbancia. A
vazado constante descrita pelos autores, era caracterizada apenas pelo fato de ndo ocorrer
segmentos de fluxo, pois a amostra e o reagente eram bombeados em volume “infinito” (Krug
et al., 1981). Entretanto, a implementacdo de um acessOrio descrito como “pulser”
proporcionava oscilagdes periddicas, estabelecendo um fluxo reverso. Foi observado que na
auséncia deste “pulser” um fluxo laminar era estabelecido, prejudicando a mistura entre
reagente e amostra e diminuindo a velocidade da troca de amostra, resultando em um sistema
com baixa freqiiéncia analitica. O “pulser” foi manufaturado com uma barra magnética a 300
rpm dentro de um disco de Nylon®, e sua variagdio em amplitude foi avaliada permitindo a

visualizacdo de melhores condi¢bes de mistura. Desta forma, foi possivel determinar glicose



em solucdo agquosa até 60,0 mg 1™}, com uma fregiiéncia analitica de 15 amostras por hora. A
aplicabilidade desta estratégia foi também demonstrada em relagcdo a determinagdo
amperométrica de glicose em sangue (Blaedel e Olson, 1964), utilizando as mesmas
condicdes fluidicas, obtendo uma freqliéncia analitica de 20 amostras por hora e resposta
linear até 100 mg I glicose.

Aproveitando as caracteristicas benéficas do analisador como a versatilidade na
selecdo do tempo reacional para um adequado monitoramento, dependente da vazéo das
solugdes reagentes e amostra e do comprimento do percurso, Hanna e Siggia desenvolveram
em 1964 um sistema de andlises em fluxo para estudos de cinética reacional. O sistema
compreendia duas buretas onde eram inseridas as solugdes reagentes e amostra para um ponto
de mistura acoplado a uma outra bureta (percurso analitico) onde ocorria 0 monitoramento da
reacd0. As duas buretas com as solugdes eram mantidas na posicdo vertical e a de
monitoramento na horizontal. Na saida desta Ultima, uma bomba a vacuo era acoplada para
promover o escoamento das solucdes por diferenca de pressdo. A reacdo quimica empregada
neste sistema envolvia a liberagdo de iodo através de uma mistura de tiossulfato de sodio e
iodeto em meio &cido, a qual era acelerada em presenca de dicromato ou de bromato. O
desenvolvimento da reacdo foi monitorado através da distancia rel ativamente ao aparecimento
da coloragdo de iodo, e como a vazédo foi mantida constante, a quantificacéo de cada analito
pOde ser verificada de uma forma bastante simples.

Com a procura por melhores condigdes para minimizar a manipulagéo dos reagentes
pelo analista, pela rapidez das andlises, pela diminuicdo da contaminagcdo das amostras e
principalmente pela possibilidade de transformagdo dos processos manuaiS em processos
automatizados, Ruzicka e Hansen em 1975, propuseram os sistemas de analises por injecéo
em fluxo. Neste sistema, uma aliquota da amostra era inserida no fluxo transportador através

de uma seringa, 0s reagentes eram inseridos continuamente a uma vazdo constante provida
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por bomba peristéltica em pontos de confluéncia (pontos em “T”) onde se mesclavam de
forma eficiente. A zona de amostra formada ap6s a confluéncia era entdo bombeada até o
detector, 0 que permitia a aguisicdo de um sina analitico transiente. Este sistema conferiu
uma diminuicdo no consumo das solugbes de amostra, auséncia de contaminagcdo entre
amostras, melhor mistura reacional, maior versatilidade, sendo exemplificado com a
determinacao espectrofotométrica de fosfato e potenciomética de ambnio. Ambos os sistemas
apresentaram rapidez nas andlises (200-250 h™ para fosfato e 60 h™ para aménio), boa
repetibilidade, adequada linearidade seguindo tanto a lei de Beer para espectrofotometria
quanto a lei de Nernst para potenciometria. Com estes resultados comprovou-se a
simplicidade, robustez, e ampla aplicabilidade destes sistemas em andlises quimicas, as quais
podem ser conduzidas em um ambiente bastante controlado, com melhor repetibilidade na
amostragem, menor compressibilidade do fluxo, maior fregiéncia analitica, etc. A maioria
destas caracteristicas resulta principamente do estabelecimento do fluxo constante com
auséncia de segmentacéo da amostra por meio de bolhas de ar.

Desde sua concepgdo, os sistemas de anadises por injecdo em fluxo proporcionaram
simplicidade na automagéo de andlises quimicas morosas e complexas, e tem sido cada vez
mais utilizados, somando um total de 14500 publicacbes (McKelvie, 2005). Dentre tantas
caracteristicas, a versatilidade aliada a simplicidade, resultante da beleza em se adaptar
qualquer estratégia analitica no médulo de andlises tem sido a mais relevante. Neste sentido,
pode-se destacar a concentragao/separacdo por extracdo em fase sdlida (do inglés “ solid-phase
extraction”) (Ruzicka e Hansen, 1980), extracdo liquido-liquido (Karlberg e Thelander, 1978;
Bergamin, et al., 1978a), separacdo por difusdo gasosa (Baadenhuijsen e Seuren-Jacobs,
1979), titulagdo (Ruzicka e Hansen, 1977), digestdo em linha (Burguera, et a., 1986), etc.

Com o objetivo de permitir um maior tempo de contato entre amostra e reagentes sem

a dispersdo da zona de amostra no decorrer do percurso analitico, Pasquini e Oliveira (1985)
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aliaram o conceito de segmentacdo do fluxo ao sistema de analises por injecdo em fluxo. A
insercéo de bolhas de ar para segmentar a amostra e conferir um maior tempo de residéncia
foi demonstrada como melhoria em sensibilidade de reagdes com cinética relativamente lenta.
A amostra era inserida entre duas bolhas, as quais eram retiradas do percurso analitico antes
de alcancar o detector. Comparagfes com o sistema de analises por injecdo em fluxo e o
segmentado de Skeggs foram relatadas considerando as determinagfes espectrof otométricas
de fosfato, Cr(VI) e amonio.

Com o aparecimento de novos desafios analiticos, com a insercdo de
microcomputadores nos laboratérios de andlises, e em funcdo das novas tendéncias em
andlises quimicas, o sistema de andlises em fluxo foi sendo moldado de acordo com essas
perspectivas. Neste sentido, a busca por sistemas de andlises em fluxo mais dindmicos, sem a
necessidade do bombeamento continuo das solucdes levou a concepcdo do sistema de andlises
por injecdo sequencial (Ruzickae Marshall, 1990). Este sistema proporcionou um controle da
reacdo através de uma vavula seletora multi-portas, a qual possuia vias seletoras
independentes que eram acionadas por um computador. Sua condi¢cdo de mistura era baseada
no fluxo reverso da bomba peristéltica ou pistdo, e pequenos volumes de amostra e reagentes
poderiam ser selecionados através do tempo de aspiracdo e vazdo. As aliquotas das soluctes
eram ent&o aspiradas para uma bobina de retencéo e depois de formada a respectiva zona de
amostra, o sentido da unidade propulsora era invertido dirigindo a mistura para a bobina de
reacdo e sistema de deteccdo. O fluxo reverso resultou em caracteristicas favoraveis tais como
ata diluicdo da amostra quando necessario, ata precisdo volumeétrica, controle da dispersao
da zona de amostra, minimizacdo na geracdo de residuos, facilidade em operacéo de todas as
etapas a partir de um anico programa computacional (Ivaska e Ruzicka, 1993), etc.

A viabilidade deste sistema foi confirmada em muitas aplicagbes, principa mente

aqueles envolvendo a exploragdo de muitas etapas analiticas em um anico médulo de analises
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(Barnett et al., 1999; van Staden, 2002) e de sua miniaturizagdo como L ab-on-valve (Ruzicka,
2000). Este também se tornou facilitador para determinagdes multi-paramétricas (Dias, et al.,
2004) e para exploragdo de estratégias “stopped-flow” (Ruzicka e Hansen, 1980) e “flow-
batch” (Carneiro et al., 2002a).

A simplicidade em automacdo das andlises quimicas com a chegada dos
microcomputadores ao laboratério de analises proporcionou o desenvolvimento de sistemas
bastante flexiveis como agueles envolvendo multi-comutacdo (Reis et a., 1994). Este sistema
compreendia diversas vévulas solendide de trés vias que eram empregadas para O
direcionamento das solugdes. As solucdes de amostra e reagentes eram propulsionadas por
uma bomba peristaltica em direcdo as valvulas, as quais direcionavam uma aliquota da
solucdo reagente ou amostra para o percurso analitico a partir do tempo de abertura da valvula
e da vazdo de bombeamento da solucdo. Apés a insercdo da zona de amostra, a mistura era
encaminhada ao sistema de detecgdo. A condicdo de mistura neste sistema se mostrou
dependente dos parédmetros fisicos do sistema, bem como das estratégias de insercdo de
amostra/reagentes. Sua aplicabilidade tem sido cada vez mais relatada, devido principalmente
a flexibilidade em se adaptar a qualquer procedimento analitico (Rocha et al., 2002; Tumang
et a., 2004; Reis, et a., 2004).

O conceito de multi-comutacdo tem sido explorado nas mais diversas aplicacOes
(Icardo et ., 2002), e sua condicdo de inser¢do de aliquotas definidas de amostra e reagentes
resultaram em estratégias como amostragem binaria (Reis et al., 1994) e na capacidade de
gerenciar qualquer estratégia de amostragem ja previamente estabelecida, como zonas
coal escentes (do inglés “merging zones’) (Bergamin et al., 1978b), diluicdo em linha (Luca e
Reis, 2004), divisdo da amostra (do inglés “splitting”) (Oliveira et a., 1996), aprisionamento
da amostra (Krug, et a., 1983), parada de fluxo (do inglés “ stopped-flow”) (Fernandes, 2002),

etc. Deve-se sdlientar que o conceito de comutacdo associado a utilizagdo de vavulas
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solendide se refere apenas a sua capacidade de insercéo de aiquotas de amostra e reagentes
como comutadores de solugdes. Esta denominacdo também pode ser dada a vdvula seletora
do sistema de andlises por injecdo sequencia e ao injetor comutador para o sistema de
andlises em fluxo (Bergamin, et al., 1978b), os quais empregam a mesma funcdo de um modo
caracteristicamente peculiar.

Além disto, outros tipos de unidades propulsoras também foram exploradas para
promover fluxo constante, como as seringas, que foram implementadas em um analisador
resultando no sistema multi-seringas (do inglés “multisyringe system”) (Cerda et a., 1999;
Albertus et al., 1999). Nestes sistemas, as seringas eram exploradas individual mente para cada
solucdo de interesse, as quais eram inseridas no percurso analitico através do tempo de
bombeamento e volume da seringa. Além disto, para o direcionamento das aliquotas de
amostra e reagentes e para o preenchimento da seringa ap0s seu esvaziamento, vavulas
solendide eram empregadas na saida de todas as seringas.

Neste sentido, todas as vertentes que surgiram apds o consagrado sistema de analises
por injecdo em fluxo (Ruzicka e Hansen, 1975) foram concebidas de um mesmo conceito e
para um mesmo objetivo: o condicionamento de reagbes quimicas em tubos néo-
compressiveis de didmetro reduzido, o qual transpde o desenvolvimento reaciona para
elementos de fluido caracterizados pelo regime de escoamento, vazdo e zona fluidica
formada. Na maioria dos analisadores, a dispersdo tem sido considerada a responsavel pela
mistura eficiente entre amostra e reagentes, a qual pode ser explorada variando-se a geometria
e atemporizacgéo do sistema.

A evolugdo dos analisadores em fluxo caminha para a miniaturizacéo objetivando
sistemas portateis, simples, de baixo custo, minima manutencéo, e que ainda possuam todas
as caracteristicas benéficas ja relatadas. Sistemas intitulados como Lab-on-chip, Lab-on-

valve, Lab-at-valve, que realizam todas as tarefas analiticas em pequenos suportes ou em
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chips sdo exemplos do novo conceito em micro-fluidica (Ruzicka e Hansen, 2000; Grudpan,
2004). Embora os novos sistemas de andlises em fluxo estejam voltados a miniaturizacdo, o
comportamento das solucbes como fluido e sua propulsdo sdo regidos pelos conceitos
fundamentai s estabel ecidos pel os primeiros analisadores em fluxo. Entretanto, como os canais
s80 extremamente reduzidos, embora ainda estabel ecidos como fluxo laminar, as condigoes de
mistura tiveram que ser melhoradas através de geometrias que for¢assem uma mistura mais
rapida (Liu et al., 2004) ou ainda de novas unidades propulsoras de fluidos (Chapin e Wanty,
2005). Desta forma, como em qualquer analisador, ndo importando suas dimensoes, a procura
por melhoria das condigdes de mistura ainda permanece, e depende diretamente do tipo de
escoamento de fluido proporcionado pela unidade propulsora de solugdes. Ainda, desde a
concepcdo das andlises continuas, a unidade propulsora tem sido o coracdo do sistema,
determinando também a “personalidade’ do sistema.

Neste sentido, diferentes condicdes fluidicas relativamente ao fluxo constante foram
também exploradas nos sistemas de andlises em fluxo, como as bombas solenéide que
promovem fluxo pulsante (Rodenas-Torralba et al., 2005). Este fluxo se caracterizou pelo
bombeamento de pulsos com volume definido de solugdo e, a cada pulso propelido, uma
parada no fluxo era observada. Esta condicéo de bombear e parar o fluxo por um determinado
tempo a certa vel ocidade denominou-se de frequiéncia de pulsagéo que € proporciona avazéo.
O analisador explorando estas bombas foi denominado de sistema multi-impulséo (do inglés,
“multi-pumping”) (Lapa et al., 2002), cujo médulo de andlises empregava diversas bombas
para a propulsdo individual de solugbes. Este sistema se mostrou bastante eficaz em suas
caracteristicas fluidicas, promovendo adequada homogeneizacdo, boa repetibilidade na
insercdo dos pulsos, e uma boa opgao para 0 desenvolvimento das mais diversas aplicagoes, o

qual sera discutido mais detalhadamente no item a seguir.
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2.1.1. Sistemas de analises explorando fluxo pulsante

Desde os primeiros trabalhos para estudos de cinética reaciona explorados por
Hartridge e Raughton (1923) e seguidos por Chance (1951) j& havia a necessidade de
unidades propulsoras que proporcionassem uma rapida mistura dos fluidos e que ndo
envolvessem fluxo constante. A vazdo constante utilizada nestes estudos se tornou uma
desvantagem devido a alta geragdo de residuos, baixa frequéncia analitica e ineficiente
mistura em curto tempo, o que prejudicava os estudos de reagdes muito rgpidas. Desta forma,
Owens et a. (1980) desenvolveram um sistema com unidades propulsoras que bombeavam
pulsos de solugBes a uma velocidade constante. O fluxo pulsante era resultado da agdo de
seringas ligadas a um motor que controlava 0 nimero e volume de pulsos e a vazdo,
produzindo um fluxo turbulento o qual era medido a cada pulso gerado. Este tipo de fluxo
produziu uma melhor condi¢éo de mistura para as reagoes avaliadas, e as constantes de reacéo
foram determinadas para a reacso de transferéncia de elétrons entre [IrClg]* e [Fe(CN)¢]*;
entre Ce** e [Fe(CN)¢]*; e entre os complexos Cu(2,9-dimetil-1,10-fenantrolina) e Cu(l11)-
peptideos. Estas reacdes foram monitoradas espectrof otometricamente através de variacfes na
vazao dos pulsos resultando em baixo consumo de reagentes e valores de constantes de reacéo
na faixa de 300 - 5000 s*. Este sistema foi denominado como PAF (do inglés “pulsed
accelerated flow”) e sua alta eficiéncia na mistura e rapidez foram relatadas em diversas
aplicagcdes para determinacdo de constantes de velocidade da reacdo (Jacobs et al., 1984;
Nemeth et al. 1987; Bowers et al., 1997).

Com base nos eficientes resultados obtidos por Korenaga et al. (1994) que
desenvolveram uma unidade propul sora de fluidos que inseria pul sos de solugdes com volume
fixo, Carlsson et al. (1997) propuseram uma outra unidade que também gerava fluxo pulsante.
Esta consistia de uma bomba pist&o inserida em um cilindro que possuia dois orificios, um

para entrada de solucdo e outra para saida. Quando o pistéo era acionado, uma aliquota com
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um volume fixo era aspirada e depois que 0 pistdo retornava a sua posicao original, esta
aliquota que estava mantida dentro do cilindro era propelida. Desta forma, a cada tomada de
pulso, uma parada no fluxo era observada, caracterizando um fluxo pulsante. Para cada
solugédo era utilizada uma bomba que gerava pulsos com volume na faixa de 3 - 4 ul. Desta
forma, um sistema miniaturizado foi desenvolvido, com volume total de 10 - 30 ul, e
estratégias de mistura e de amostragem, precisdo volumétrica das bombas e estudos de
dispersdo e viscosidade foram salientados. As potencialidades destas unidades propulsoras de
dispensar os fluidos em pulsos de pequenos volumes foram demonstradas em diversas
aplicacOes; explorando a extracdo liquido-liquido para a minimizacdo de residuos orgéanicos
(Carlsson e Karlberg, 2000a, 2000b) e a titulagdo &cido-base para um maior controle em
precisdo volumeétrica (Carlsson e Karlberg, 2001).

As condicdes de mistura nestes sistemas foram salientadas com relacdo a mescla
eficiente entre os pulsos de volumes muito pequenos, considerando a dispersdo da zona de
amostra na parada do fluxo entre os pulsos. Neste sentido, o fluxo pulsante pdde ser
explorado em duas condic¢des, a de bombeamento dos pulsos e da parada de fluxo entre cada
pulso gerado. Estudos da influéncia do fluxo pulsante na dispersdo da zona de amostra foram
verificados por van Akker et al. (1999) baseados nos efeitos de difusdo e convecgdo em um
micro sistema empregando uma unidade propulsora manufaturada com uma membrana. O
fluxo pulsante era resultante da acdo de preenchimento e esvaziamento desta membrana
provocado por uma diferenca de pressdo. Como resultados comparativos, 0 experimento
demonstrou que para o fluxo pulsante obter as mesmas condigdes em dispersdo do sistema
com fluxo constante, a vazdo deveria estar associada a uma frequéncia entre 1,0 e 3,0 Hz.
Deve-se sdlientar que 0 sistema proposto possuia dimensdes muito peguenas (percurso
analitico = 3,0 cm), com volume interno dacela= 1 ul, e volume de amostra= 67 nl.

Com o crescente vislumbre das caracteristicas do sistema com fluxo pulsante, novas
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concepcdes em unidades propulsoras foram desenvolvidas. Wang et al. (1998) propds um
sistema que compreendia a insercdo de pulsos por diferencas de pressdo induzida em
membranas, as quais estavam acopladas em pequenos orificios por onde a solucdo passava.
Os orificios também eram variaveis, resultando em volumes de pulsos variados; com areas
bem peguenas era possivel obter instantaneamente altas velocidades na saida do orificio,
aumentando o nimero de Reynolds e gerando um fluxo turbulento. Devido a um movimento
cadtico deste tipo de fluxo, uma melhor condicdo de mistura era observada; como aplicacéo, a
determinacdo potenciométrica de calcio em aguas naturais foi explorada. As bombas
dispensavam aliquotas de 50 ul por pulso, a uma freqiiéncia de pulsagdo de no maximo 2,0
Hz, o que resultava em uma vazdo de até 6,0 ml min™. Resultados demonstraram que o fluxo
pulsante produziu baixa dispersdo axial, fluxo pulsante e turbulento, localizacgo definida da
zona de amostra devido ao total controle da inser¢do dos pulsos de amostra e reagentes e de
seu transporte até o detector. Sua versatilidade foi avaliada através da exploracdo de
estratégias de injecdo em fluxo, fluxo continuo e titulagdo em fluxo no mesmo maodulo de
analises, com variagdes apenas na programacao computacional .

Metodologias com deteccdo quimioluminescente em geral requerem condicbes de
mistura eficiente e que sgjam suficientemente rapidas. Desta forma, Lewis et al. (2000)
utilizaram as unidades propulsoras de fluxo pulsante propostas por Wang et al. (1998) para a
exploracdo das melhores condicfes para a determinacdo quimioluminescente de morfina. O
sistema empregava a reacdo de reducdo do permanganato de potassio pela morfina na
presenca de poli-fosfatos em meio &cido. A ssmplicidade do sistema aliada a sua caracteristica
pulsante com fluxo turbulento resultou em baixo consumo de reagentes (500 ul), boa
sensibilidade analitica que foi conseguida através do monitoramento do pico méximo de
emissdo permitido por um eficiente controle da zona de amostra no percurso analitico.

Baseado no sistema anterior, Lewis et al. (2002) desenvolveram um analisador com fluxo
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pulsante para 0 monitoramento de uréia durante a hemodidlise. A oxidacdo da uréia com
hipobromito era condicionada no sistema de modo que a mistura era realizada
instantaneamente pela insercdo de um pulso de amostra e um de reagente dentro do detector
quimiluminescente. Com isto, uma boa sensibilidade era conseguida através da répida mistura
proporcionada pelo fluxo turbulento.

Desde a concepgdo das primeiras unidades compactas para geracdo de fluxos pulsantes
propostas por Korenaga et a. (1994) e Wang et a. (1998), poucas aplicagbes quanto a
automacado de andlises quimicas com fluxo pulsante tem sido observada. Uma recente revisao
sobre fluxo pulsante demonstrou todas as suas caracteristicas favoraveis relativas a estas
unidades propulsoras (Francis et al., 2002). Entretanto, a ndo comercializagdo destas unidades
resultou em uma baixa aplicabilidade, e com a busca por bombas mais robustas associada ao
avanco da tecnologia, novas unidades propulsoras de fluxo pulsante foram fabricadas. Deve-
se agui mencionar a bomba desenvolvida pela Bio-Chem Valve Inc. que foi primeiramente
implementada em um analisador em fluxo por Lapa et al. (2002), o qual recebeu o nome de
“multi-pumping flow system” (MP). A denominag&o “multi” se refere a inser¢do de mais de
uma unidade propulsora no modulo de andlises, e ndo requer a utilizacdo de vavulas para a
insercéo de amostra e comutacgéo do fluxo. As unidades desenvolvidas por Weeks e Johnson
(1996) e Korenaga et a. (1994) que possuiam objetivos de unificar vérias agbes como a
insercdo de pulsos, comutacdo, e homogeneizagdo em um Unico equipamento, Ssem a presenca
de vélvulas podem ser agora exemplificadas pelas bombas solendide que além de todas essas
caracteristicas pode produzir um fluxo caético e provavelmente turbulento.

Estas bombas possuem em seu interior um solendide que, quando acionado, aspira um
volume fixo da solucdo de interesse, e depois de desligado o solendide volta a sua posi¢cao
original dispensando o volume que foi aspirado. Este volume é fixo para cada bomba e

corresponde ao volume por pulso. Bombas solendide de 8, 25, 50 e até de 250 ul estdo
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comercialmente disponiveis, mas preferencialmente ao sistema de andlises em fluxo apenas as
trés primeiras tém sido utilizadas. Estas sd0 operadas individualmente, permitindo a
realizacdo de diferentes estratégias de amostragem sem a necessidade de mudangas no
maodulo de andlises, sendo seu acionamento controlado por computador. Os diversos perfis do
sina analitico, bem como as influéncias dos diversos parémetros e algumas consideractes e
elucidagbes acerca de sua condicdo de mistura foi relatada (Lapa et a., 2002). Para a
visualizacdo reacional, a determinacdo espectrofotométrica de Cr(VI) foi implementada,
resultando em maiores sinais analiticos que os obtidos pel o sistema de andlises por injecdo em
fluxo, devido a sua rgpida e eficiente mistura provocada pelo fluxo cadtico, possibilitando a
determinac&o de 80 amostras por hora.

A facilidade em mesclar as solucbes e obter rapidamente boas condigdes de mistura
através do fluxo pulsante levou ao desenvolvimento de analisadores bastante simples,
empregados nas determinaces espectrofotométricas de acido fitico em extratos de plantas
(Carneiro et al., 2002b) e de dipirona em farmacos (Lima et al., 2003). Nestes sistemas,
apenas trés e duas bombas eram utilizadas respectivamente, proporcionando adequadas
figuras de mérito, baixa dispersdo, baixo consumo de reagentes e el evada frequiéncia analitica.

No sistema MP, a vazéo € proporcional a freqiiéncia de pulsacdo que corresponde ao
nimero de pulsos por segundo (Hz), que é o inverso do periodo (tempo de parada do fluxo
entre cada pulso gerado em segundos). Neste sentido, a caracteristica fluidica destas bombas
pode ser considerada como a soma da acdo pulsante durante o bombeamento das solugdes e
da parada do fluxo entre cada pulso gerado. A exemplificacdo destas caracteristicas foi
relatada por Lima et al. (2004) através da influéncia de diversos parémetros na dispersdo da
amostra. Neste contexto, uma solugcdo corante mimetizava a amostra e a exploragdo de
diferentes estratégias de amostragem, do comprimento do reator e da frequiéncia de pulsacédo

foram avaliadas em comparacdo com o tradiciona sistema de andlises por injecdo em fluxo.
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Melhorias nas condi¢Bes de mistura devido a este fluxo foram demonstradas em funcéo de
menor dispersdo, estreitamento da largura do pico, menor sobreposicdo de picos, etc.
Entretanto, explicacbes mais aprofundadas sobre tipo de escoamento de fluxo ndo foi
apresentada, mas uma perspectiva de novas aplicagdes foi apontada.

A automacdo de andlises quimicas usualmente realizadas em batelada tem se mostrado
bastante eficaz quando empregadas no sistema MP, devido a simplicidade que as bombas
podem proporcionar no médulo de andlises e aos melhores resultados analiticos obtidos,
principalmente com relacdo a detecgdo espectrofotométrica. Neste contexto, Lavorante et al.
(2005) automatizaram a quantificagdo de surfactantes anionicos em aguas, e os resultados
foram comparados com o méodo manual mostrando elevada superioridade em limite de
deteccdo, freqUiéncia analitica, consumo de reagentes e minimizacdo dos erros. Melhorias
também foram relatadas na implementacdo de um procedimento padréo para determinacéo
espectrofotométrica de fenol no sistema multi-impulsdo (Rodenas-Torralba et a., 2005). Este
sistema apresentou muitas vantagens com relacdo aquele procedimento manual, reducéo no
consumo de reagente e amostra e consequentemente na geracaéo de residuos, levando a um
procedimento mais “limpo”. Esta condic¢éo se torna um dos principais atrativos neste sistema,
j& que sua excelente condicdo de mistura proporciona a reducdo dos reagentes envolvidos,
como demonstrado por Rocha et al. (2005a) para a derterminagéo de ciclamato em adogantes.

Uma outra reacdo espectrofotométrica implementada no sistema explorando multi-
impulsdo foi a determinacdo de ambroxol em farmacos (Santos et al., 2005). O objetivo desta
automagdo consistia em explorar as principais potencialidades das bombas solendide em
funcdo da facilidade operacional, ata freqliéncia analitica e diminuicdo do consumo de
reagentes com relacdo ao método manual oficial. Com um sistema de apenas trés bombas foi
possivel gerenciar as solucfes reagentes para uma excelente homogeneizacdo através de

insercdo sequiencial de amostra e reagente produzindo multiplas interfaces que se misturaram
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instantaneamente devido as eficientes condi¢des de mistura promovidas pelo fluxo pulsante.

A partir de uma maior divulgacdo, a aceitacdo destas bombas solen6ide como
unidades propulsoras de fluxo pulsante tém crescido e estratégias mais complexas foram
sendo estabelecidas, como o acoplamento de um sistema “flow-batch” para tratamento
individualizado de amostra. Este sistema desenvolvido por Carneiro et al. (2005) compreendia
sete bombas no médulo de andlises e uma camara para dissolugdo e diluicéo de capsulas
contendo melago de cana-de-agclcar. Com a boa flexibilidade do sistema MP foi possivel
realizar fungdes de aspiracdo, propulsdo e comutacdo das etapas de preparo de amostra,
desenvolvimento reacional e transporte ao detector. Neste sentido, a determinagdo
espectrofotométrica sequencial de glicose e frutose foram realizadas, obtendo resultados
satisfatdrios com boa repetibilidade (d.p.r. < 1,5 %), diluicdo e dissolucéo eficientes.

A versatilidade destas bombas foi também explorada no sistema de andlises por
injecdo sequencial, que possui uma valvula seletora para comutagdo das solugdes e fluxo com
vazdo senoidal (reversa). A inovagdo demonstrada por Pinto et al. (2005) utilizou duas
bombas de 8 ul por pulso, sendo uma para aspiragdo dos reagentes para a bobina de retencdo e
outra para o bombeamento, realizando entéo o fluxo reverso caracteristico deste sistema. A
seguéncia de aspiracdo amostra-reagente podia ser variada tanto por nimero de pulsos da
bomba e por tempo de abertura da valvula seletora com a bomba acionada. Considerando que
o fluxo pulsante foi inovador neste sistema, foi necessario avaliar alguns parametros
referentes a interpenetracdo das zonas, como dispersdo muitua, seqiéncia de aspiracdo e
volume de amostra e reagente; sendo avaliados através da inser¢do de uma solucéo corante
como amostra. O fluxo pulsante das bombas solendide se mostrou mais eficiente na mistura
na vazao reversa do que o fluxo laminar propelido pela bomba peristdltica, resultando em um
aumento significativo na homogeneizacéo da zona de amostra. A determinacéo fluorimétrica

do farmaco indometacin foi empregada no sistema e as melhores condi¢cbes para seu
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desenvolvimento foram descritas.

Como aprincipal caracteristica do fluxo pulsante produzido pelas bombas solendide se
constituiu na rapidez na mistura, devido provavelmente a seu fluxo tendendo a turbulento ou a
geracdo do movimento cadtico dos fluidos, a deteccdo quimiluminecente se tornou bastante
atrativa. A avaliac8o desta técnica de deteccdo no sisterma multi-pumping foi desenvolvida por
Meneses et al. (2005) para monitorar a capacidade antioxidante total de compostos como
Trolox, acido ascorbico e resveratrol, que sdo usuamente empregados como antioxidantes.
Dois reagentes quimiluminescentes foram avaliados no experimento, luminol e lucigenin, os
quais apresentaram diferencas na cinética de reacdo com peroxido de hidrogénio, resultando
em uma freqiéncia analitica de 160 e 70 amostras por hora, respectivamente. Devido a
mistura quase instantanea proporcionada pelo fluxo pulsante e as 6timas condicoes referentes
a quimiluminescencia, a reacdo luminol/H,O, também foi explorada para a determinacdo de
metformin em farmacos para controle de diabetes (Marques et al., 2005). A substituicdo do
agente oxidante por hipoclorito na oxidagdo do luminol também foi explorada para a
determinacéo de amonio (Rocha et al., 2005b) e carvedilol (Pires et a., 2005). Ambos os
sistemas foram simples, robustos e apresentaram caracteristicas analiticas favoraveis.

Um aumento exponencial em aplicacdo das bombas solendide no decorrer do ano de
2005 foi observado, confirmando entdo sua confiabilidade, robustez e versatilidade. As
bombas tém sido empregadas nas mais diversas estratégias, explorando sempre sua melhor
caracteristica, o fluxo pulsante, que influencia diretamente nas condi¢fes de mistura. Desta
forma, Pons et al. (2005) desenvolveram um sistema MP com extragéo por fase sdlida para
especiacdo de Fe(ll) e Fe(lll) em &guas do mar através da reacdo espectrofotométrica com
tiocianato de aménio. Neste sistema, um disco quelante (&cido iminodiacético) erainserido no
diagrama de fluxos para a separagdo e concentracdo de Fe(l11), sendo apenas utilizado quando

necess&rio a partir do acionamento de uma vavula solenéide. Adicdo de uma solucéo
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oxidante (H»0,) realizava a conversdo de Fe(ll) para Fe(lll) diretamente na amostra. Desta
forma, era possivel verificar a quantidade das duas espécies a partir da concentracéo total de
Fe(lll). Este sistema foi comparado ao sistema empregando seringas como unidades
propulsoras e melhoria em limite de detecgdo, sensibilidade e repetibilidade foram relatadas.
Limitagdes quanto a frequiéncia de pulsacdo foram observadas com relagdo a insercdo do
disco de fase sdlida, devido a um aumento na pressao interna do sistema.

Os sistemas de andlises em fluxo explorando multi-impulsdo ainda estdo em fase
inicial de desenvolvimento, e novas exploragtes de suas caracteristicas fluidicas estdo ainda
sendo projetadas. Isto pode ser refletido na possibilidade de mesclar os reagentes através de
uma Unica interface em solucdo (Ribeiro et al., 2005). A flexibilidade deste sistema tornou
possivel novas aplicacles e estratégias, ja que suas condicdes fisicas proporcionaram a
geracdo de interfaces através de uma mutua penetracdo das zonas de amostra e reagentes, a
exploracéo de gradientes de concentragdo e a aplicagdo de fluxos reversos repetitivos. As
potencialidade deste trabalho foram demonstradas através das reacfes espectrofotométricas de
Fe(ll1) - &cido salicilico e fosfato-heptamolibdato-redutor (azul de molibdénio). O sistema
compreendia de 2 a 4 bombas e um detector espectrofotométrica que se localizava no centro
do médulo de andlises. Com o acionamento simulténeo ou individual das bombas, as solucdes
eram inseridas em direcdo ao detector, onde as interfaces eram formadas. Desta forma, uma
maior flexibilidade em mistura das solugdes e no tempo de monitoramento do sinal analitico
foi conseguida.

A busca crescente por melhores condicdes aplicadas ao sistema multi-impulséo tem
resultado em diferentes estratégias analiticas, através de variagdes no diagrama de fluxos,
insercdo de acessorios comutadores, mudancgas no sentido de bombeamento, etc. Entretanto,
permanece uma lacuna sobre suas condicles fluidicas e seu tipo de escoamento de fluxo.

Divergéncias sobre o regime de o fluxo pulsante ser laminar ou turbulento persistem em
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alguns trabalhos, sendo que alguns relatam a existéncia de fluxo cadtico. Desta forma, a
avaliacdo do tipo de escoamento dos fluidos, seu estudo sistematico, bem como a sua
visualizagdo e caracterizagdo Se tornam importante para um maior conhecimento do
comportamento do fluxo proveniente das bombas solendide.

Deve-se concluir que os analisadores em fluxo, desde o remoto autoanalisador e o
tradicional sistema de andlises por injecdo em fluxo, passando pelo sistema explorando multi-
comutacdo e multi-impulsdo até os sistemas miniaturizados, possuem suas condi¢des de
mistura dependente do tipo de regime de escoamento promovido pelas diferentes unidades
propulsoras. Isto reflete diretamente no tipo de vazéo estabelecida e consequentemente na
dispersdo da zona de amostra e transporte dos elementos de fluido. Desta forma, o
estabel ecimento do fluxo nos analisadores em fungéo das diferentes unidades propul soras sera

aqui revisado com énfase em seus fundamentos, beneficios e evolucéo.

2.2. Estabelecimento do fluxo

Para a avaliacdo das condi¢cdes de mistura em um sistema de andlises em fluxo é
necessario se conhecer as suas caracteristicas fluidicas, as quais sdo resultados dos tipos de
unidades propulsoras, variagdes temporais da vazado, regime de escoamento e caracteristica

dos reatores. Paraisto, uma breve revisdo destes aspectos serd demonstrada.

2.2.1. Unidades propulsoras de fluidos

Desde a concepgdo do analisador com fluxo continuo de Hartridge e Roughton em
1923, a propulsdo dos fluidos ja era um importante parémetro no desenvolvimento reacional.
A preocupacdo pela vazéo adequada, auséncia de interferéncias como pulsagcdo e pressdo
dentro do tubo, ja eram relatadas devido a propulsdo das solugdes serem realizadas por jatos.

Nos trabalhos que se seguiram (Chance, 1940; Blaedel e Hicks, 1962), seringas e bombas
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peristalticas foram exploradas, resultando em melhor precisdo volumétrica, maior estabilidade
da vazdo e menores oscilagdes rel ativamente aos jatos.

A bomba peristaltica com multi-roletes (Quadro 1, @) foi consagrada como a unidade
propulsora dos sistemas de andlises por injecdo em fluxo devido a sua capacidade de
acomodar varios canais, bombeando simultanea e continuamente as solucles, além de ser
provida de tubos de bombeamento de diversos didmetros internos e de varios materiais para
acomodar qualquer tipo de reagente quimico. Esta unidade, em geral, promove o
bombeamento dos fluidos em um Gnico sentido, mas acoplada a um microcomputador pode se
tornar mais flexivel e realizar diversas estratégias como inverter o sentido do fluxo, parar o
fluxo por um determinado tempo, variar avazao, etc. (Prados-Rosales et al., 2002).

Uma adequada propulsdo de fluidos reflete diretamente em eficientes condigdes de
mistura entre as soluces e consequentemente na sensibilidade analitica. Neste sentido, a
bomba peristéltica promove a mescla das solucdes através de pontos de confluéncia, injetores
ou acessorios comutadores. Quando amostra e reagentes sdo inseridos através de um fluxo
constante, as solugdes confluem em um Unico ponto onde a mistura ocorre em funcdo da
vazdo de bombeamento e tipo de fluxo empregado. Quando acessérios comutadores sdo
empregados, diferentes estratégias de amostragem podem ser exploradas como um fator
adicional para mistura.

As seringas (Quadro 1, b) também sdo bastante utilizadas como unidades propul soras
nos sistemas de andlises em fluxo, as quais proporcionam fluxo constante com minimas
oscilagbes. Sua flexibilidade pode ser salientada quando acoplada a um motor de passo, que
comandado por um programa computacional pode promover diferentes tipos de operagéo,
como a exploragdo de fluxo constante, de fluxo reverso e de estratégias de amostragem
usualmente empregadas nos sistemas multi-comutagdo. Esta flexibilidade foi alcancada pela

necessidade de se acoplar vélvulas solendide na saida/entrada de cada seringa para o
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direcionamento das solucdes. A variedade de aplicacOes e suas potencialidades como alta
precisdo, robustez e versatilidade tém sido demonstradas (Miro et al., 2002). Entretanto,
algumas limitagcdes, como a necessidade de preenchimento da seringa ap6s um periodo de

tempo limita a freqliéncia analitica.

(@) (b)
<« Tubos
= Vévulas
g & Envada solendide
: .
- Saida Seringas
<+ Motor de
passo
A Tubos de
Roletes bombeamento
(d)
DCV
out P A A
i in—» . —» out
H — solendide
Cam -
= circular

Quadro 1. Unidades propulsoras empregadas nos sistemas de analises em fluxo. (@)
bomba peristaltica (Prados-Rosales et al., 2002); (b) seringas (Mir6 et a., 2002); (c) bomba
pistdo (Prados-Rosales et al., 2002), onde DCV = “directional check valves’, in e out =
entrada e saida da solucéo; (d) bomba solendide, legendas idem (c).

A bomba pistéo (Quadro 1, c), também conhecida como seringa de pistéo, possui em
Seu interior um pistdo e um pente circular que através de seu acionamento, aspiram as
solugbes pela entrada (“in”) por um volume fixo delimitado pelo seu volume interno, e

depois bombeiam para saida (“out”). A entrada e saida dos liquidos sdo controladas pelas

DCV (“directional check-valves’) que sdo acionadas para as respectivas funcbes de
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direcionamento. A diferenca entre a seringa e a bomba pistdo esta associada na condicdo de
direcionamento das solucdes, ja que a pistdo possui entrada e saida de solucfes, e a seringa
possui apenas um orificio paraisto, sendo controlada pela presenca de uma valvula solendide.
A bomba pistéo tem sido mais utilizada em cromatografia a liquido devido a sua alta robustez
em se adaptar a sistemas com ata pressdéo em um unico canal (Prados-Rosales, 2002).
Bombas pistéo ndo tém sido utilizadas em sistemas de andlises em fluxo devido ao seu ato
custo e a necessidade de se obter uma unidade para cada solucéo envolvida. Bastante
semel hante a seringa com relagdo ao seu modo de propulsdo, pode promover fluxo constante e
também descontinuo (Arnold et al., 1989).

Bombas solendide possuem as mesmas caracteristicas de bombeamento que as bombas
pistdo, sendo a unica modificagdo localizada em seu interior, onde um solendide realiza o
movimento de aspiracdo e bombeamento (Quadro 1, d). Este solendide, quando acionado,
aspira uma quantidade de solugdo para dentro do compartimento de volume fixo e depois
bombeia esta aliquota para o outro orificio, controlados pelas DCV. Estas bombas promovem
também fluxo pulsante quando seu volume interno € muito pequeno, ja que entre cada pulso
ha a necessidade de seu preenchimento interno e consequientemente a parada do fluxo. Além
disto, estas unidades também tem sido fabricadas em menores dimensdes e com materiais de
baixo custo, permitindo sua implementacéo nos sistemas de andlises em fluxo (Korenaga, et
al., 1994; Lapaet a., 2002).

Com atendéncia atual em minimizagéo, aliada a uma alta flexibilidade, baixo custo, e
6timas condi¢des de mistura dos fluidos, muitas unidades propulsoras bastante distintas das
bombas peristalticas foram desenvolvidas, objetivando principamente unido de acdes de
bombeamento, comutacdo e homogeneizacdo em uma Unica unidade. Neste contexto,
Korenaga et a. (1994) desenvolveram uma unidade propulsora baseada na agdo de uma

pequena bomba pistdo comandada por um motor de passo que gerava pulsos com volumes
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fixos de 0,01 a 5 ml. Esta bomba foi manufaturada em ceramica e suas aberturas para
aspiracéo e bombeamento de solugdes eram asseguradas por DCV. Estudos comparativos com
as seringas que promovem fluxo constante foram realizados empregando a inser¢do de
corante para a visualizagdo da dispersdo. Esta visualizag8o foi realizada através de fotos de
microscépio instalado imediatamente apds o ponto de confluéncia onde amostra e reagente
eram inseridos. Verificou-se que a nova bomba proporcionava uma maior dispersdo no
sentido radial, provavelmente devido a inser¢do alternada de volumes muito pequenos de
amostra e reagentes. O fluxo resultante foi considerado como constante ja que as duas bombas
eram acionadas alternativamente, fazendo com que o tempo de fluxo parado entre cada pulso
gerado fosse substituido pela insercdo de um pulso proveniente da outra bomba, néo
estabelecendo um fluxo pulsante. Como aplicacdo para verificagdo da mistura entre
segmentos de amostra e reagentes, a extracdo de chumbo por ditizona e a determinagdo da
demanda quimica de oxigénio foram implementadas, resultando em melhor eficiéncia na
extragdo, melhor repetibilidade, menor dispersdo da zona de amostra e maior sensibilidade
guando comparadas com a seringa. A melhoria no desempenho desta bomba foi comprovada
através de uma eficiente mistura em um curto espagco de tempo, ndo requerendo percursos
analiticos longos e vazfes baixas, 0 que favoreceu a freqliéncia analitica. Entretanto, nenhuma
informac&o sobre a pulsagdo do fluxo e como este influenciava na misturafoi relatada

Em andlises ambientais, onde ha necessidade de se transportar os equipamentos para
determinacdes in situ, 0 emprego de unidades propul soras menores, mais compactas e que ndo
necessitam de muita manutencdo e energia se torna fundamental quando se utilizam sistemas
de andlises em fluxo. Neste sentido, Weeks e Johnson (1996) propuseram um sistema de
analises em fluxo utilizando bombas solendide comercialmente disponiveis que sdo pequenas,
portéteis, robustas e que consomem pouca energia e podem ser controladas individua mente.

Esta unidade propulsora possuia uma membrana solendide que, quando acionada, puxava um
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diafragma integrado a uma DCV para aspiragéo da solucéo; depois o diafragma voltava a sua
posicdo original gerando um pulso de volume fixo. Ao contr&rio do fluxo constante das
bombas peristélticas, estas bombas proporcionavam fluxo pulsante, gerando um pulso de 50
ul acada 3 s, permitindo uma vazéo de 1,0 ml min™. A influéncia desta vazdo pulsante foi
avaliada implementando-se uma reacdo com caracteristicas ja bem definidas no sistema de
analises com fluxo constante, a determinacéo espectrofotométrica de nitrito (Johnson e Petty,
1983). O sistema envolvia trés bombas para a insercdo do fluxo transportador, reagente
sulfanilamida e N-naftiletilenodiamina; e a amostra, era inserida por meio de uma valvula de
injecdo. Oscilagdes do sina analitico em fungdo do fluxo pulsante foram atenuadas
empregando-se celas de fluxo com maior volume (140 ul) e de tratamentos adequados dos
sinais digitais. Uma limitacdo na eficiéncia da bomba solendide foi observada durante a
avaliacdo da influéncia do comprimento do reator: para comprimentos de 1,5 e 2,5 m, uma
resisténcia do fluxo era formada, resultando em diminuicdo da vazdo determinada pela
pressdo contréria. O reator de 1,0 m foi empregado, e um volume de 100 ul de amostra foi
adeguado. A robustez deste sistema foi avaliada durante sete meses corridos, ndo ocorrendo
diferencas pronunciadas em sensibilidade analitica. Nenhum resultado comparativo com o
fluxo constante foi relatado, apenas algumas melhorias em flexibilidade com relagdo a bomba
peristaltica.

A exploracdo da miniaturizacdo dos analisadores em fluxo tem se tornado um dos
principais objetivos da quimica analitica voltada a estudos ambientais, principal mente quando
os analitos sdo instéveis e se transformam em espécies ndo detectaveis durante a coleta e
transporte da amostra do seu ambiente natura até o laboratério de analises (Chapin e Wanty,
2005). Com esta preocupacdo, estes autores desenvolveram um sistema de andlises em fluxo
com as mesmas bombas solendide utilizadas por Weeks e Johson (1996) para determinacoes

in situ de zinco em éguas de rios, obtendo ata robustez do sistema para diversas condicdes de
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campo. Com a tendéncia dos analisadores em fluxo a substituicdo da bomba peristdltica paraa
obtencdo de uma miniaturizagdo e simplicidade, novas concepgdes de unidades propulsoras
tém sido propostas. Pode-se mencionar a utilizagdo de bombas de aquério, ou mini-
compressores de ar, que foram implementadas como unidades propulsoras em sistemas de
andlises em fluxo por Matos et a. (2001) e apresentaram minimas oscilacfes. Bombas
osméticas também foram empregadas para andlises submersas (Jannasch et al., 1994), bem
como bombas com gés hélio para uma adequada automacdo das andlises em simultaneo com
um tratamento de amostras complexas (Wang et al., 2000), por gravidade (Vieiraet al., 2001),
etc.

Dentre as diversas opgdes de unidades de propulsdo de fluidos para os sistemas de
andlises em fluxo, muitas foram desenvolvidas com o intuito de superar algum problema
decorrente da bomba peristéltica ou apenas para a diminui¢do do seu tamanho para andlises in
situ. Aspectos sobre influéncias nas condigdes de mistura reacionais so pouco relatados, e
suas caracteristicas fluidicas sdo sempre consideradas como regime de escoamento laminar.
Entretanto, muitas destas unidades alternativas produzem fluxo pulsante que podem resultar
em caracteristicas fluidicas distintas das observadas relativamente ao fluxo constante, e em
alguns casos, sdo consideradas como oscilacdes. Por outro lado, muitos trabal hos relatam seus
beneficios como unidade propulsora nos sistemas de analises em fluxo, principamente
quando a reagdo necessita de uma mistura mais rapida e uma maior agitacdo. Entretanto, um
conhecimento mais aprofundado sobre as caracteristicas fluidicas destas novas unidades é
requerido. Desta forma, segue-se uma breve revisdo sobre os tipos de vazOes resultantes

destas unidades propul soras e de suas caracteristicas fluidicas.

2.2.2. VariacOes temporais da vazao e regimes de escoamento

As unidades propulsoras se mostraram como um acessorio essencial ao analisador em
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fluxo ndo sb pela sua funcdo de acomodar e conduzir as solucdes reagentes, mas também de
promover algumas situacfes benéficas para o desenvolvimento reacional. Além das diferencas
em suas condi¢Bes fluidicas, o pardmetro mais importante, e talvez, essencia em um
analisador em fluxo, é a vazdo (Rios e Vacarcel, 1991). Suas caracteristicas, se exploradas
adequadamente, podem favorecer a mistura, dispersdo e caracteristicas de deteccéo (Arnold et
al., 1989). Os sistemas de andlises por injecdo em fluxo empregam geramente vazéo
constante (Fig.1, a onde nenhuma variagdo temporal ocorre, tais como o sentido de
escoamento, interrupgdes no fluxo, etc. VariagOes temporais da vazéo podem ser exploradas
empregando estratégias como a parada de fluxo (do inglés “stopped flow”), que disponibiliza
um tempo de contato entre as espécies quimicas reagentes em uma localizagdo especifica no
maodulo de andlises por um periodo definido (Fig.1, b). Esta estratégia pode ser controlada por
computadores acoplados a unidade propulsora, e tem sido extensivamente explorada para
estudos de cinética diferencial (Magni et al., 2005) e para matrizes complexas onde o sinal do
branco deve ser suprimido (Lazaro et al., 1984).

Outra estratégia que pode ser explorada é o fluxo reverso, inerente ao sistema de
andlises por injecdo sequencial, mas que pode ser aplicado a outros sistemas através da
mudanca do sentido de escoamento dos fluidos (Fig. 1, ¢). Este tipo de vazéo promove uma
mistura baseada em interfaces entre reagentes e amostra, a qual pode ser melhorada através de
diversas reversdes no sentido do fluxo. Bombas que possuem a capacidade bi-direcional
podem explorar este tipo de vazdo sem muitas dificuldades, como a peristaltica, seringa,
pistdo e solendide.

A exploragdo de gradientes de concentragdo da zona de amostra em simultaneo com o
fluxo reverso (Fig.1, d) também pode ser uma opc¢ado para aplicacdo da variagdo temporal da
vazao em uma mistura reacional. Desta forma, as condigdes de mistura podem ser avaliadas

durante o aumento (linear ou ndo) da vaz&o e, ainda, durante o seu decréscimo (Fig.1, €).
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Sistemas de andlises quimicas que exploram este tipo de estratégia podem melhorar as
condicBes de mistura da reacéo através da utilizacdo de unidades propulsoras que dispensam
aliquotas de pequenos volumes com alta precisdo, e ainda que possuam a capacidade de
inverter o sentido de fluxo.

Unidades propulsoras que promovem fluxo pulsante sdo caracterizadas por inUmeras
paradas no fluxo, durante as quais ocorrem a aspiracao e propulséo das solucdes. Destaforma,
cada parada no fluxo corresponde a um intervalo de tempo fixo e, apds este intervalo, o pulso
é gerado (Fig.1, f). Nesta condicdo, a vazdo € proporcional a freqiéncia de pulsacdo.
Usualmente, apenas bombas pistéo e solendide provém este tipo de fluxo, ja que possuem em
sua concepcdo 0s movimentos de aspiragdo e bombeamento, sendo mais salientados em

bombas solendide que possuem pequeno volume de pul so.
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Figura 1. Representacdes gréaficas para diferentes variacGes temporais de vazdo. Na
figura, v e -v representam sentidos opostos do fluxo, bombeamento e aspiracéo,
respectivamente. Estratégias: (a) fluxo constante; (b) “stopped flow”; (c) fluxo reverso; (d)
fluxo reverso senoidal; (e) exploracéo de gradientes em fluxo; (f) fluxo pulsante.

A maioria das estratégias exemplificadas acima pode ser explorada se as unidades

propulsoras possuirem uma interface com um microcomputador e que os acionamentos de



33

variacdo da vazdo nominal, de liga/desliga e de inversdo do fluxo sgjam acessiveis. As
unidades mais empregadas sdo as bombas peristélticas, e maior flexibilidade pode ser
conseguida inserindo-se acessorios comutadores nos sistema de analises por injecdo em fluxo.
A seringa fazendo uso de véalvulas solendide também produz as diferentes condi¢des de vazao
através da utilizacdo de um motor de passo (Albertus et al., 2000). O fluxo resultante da
seringa se caracteriza como constante, mas pode sofrer variagbes, como um comportamento
senoidal (Ruzicka et a. 1990b) ou pulsante como demonstrado por Prior et a. (2003) que
exploraram a inser¢do de aliquotas de amostra e reagentes no percurso analitico através de
pulsos. Neste sentido, o fluxo constante foi alterado através de uma parada de fluxo entre cada
aliquota inserida, sendo gerados pulsos de volume definido. Este tempo de parada entre cada
pulso foi mantido fixo e controlado pelo motor de passos que acionava a seringa. A vazao
resultante péde ser variada através de sua freqiéncia de pulsagcdo, ou sgja, quantidade de
pulsos por segundo; e demonstrou uma mistura bastante efetiva entre as solugdes de amostra e
reagente aliando-se ainda a diferentes estratégias de amostragem que podem ser empregadas
sem mudancas no diagrama de fluxos. Caracteristicas hidrodinamicas dos fluidos ndo foram
relatadas, porém os autores ressaltaram que o fluxo pulsante produz um movimento cadtico
das solugdes, ao contrario do fluxo constante que promove um comportamento ordenado e
laminar dos elementos de fluido.

O regime de escoamento de uma solucdo fluindo dentro de tubos finos e retos é
classificado como laminar ou turbulento. O fluido regido por um escoamento € constituido de
inimeros elementos de fluido, os quais se comportam de modo distinto relativamente ao tipo
de escoamento proporcionado. Desta forma, a partir de como os elementos de fluido se
movimentam dentro do tubo, pode-se denominar o tipo de fluxo estabelecido. O fluxo laminar
€ constante e caracterizado por deslocamentos regulares de todos os elementos de fluidos

seguindo tragjetdrias paraelas (Zagatto e Worsfold, 2005). O fluxo turbulento é em média



constante, mas com significantes flutuagbes localizadas, e a principal caracteristica € o
deslocamento cadtico dos elementos de fluidos resultante da incessante variagdo em sua
velocidade e direco (Zagatto e Worsfold, 2005).

Em 1883, Reynolds demonstrou numericamente que a transi¢cdo de um fluxo laminar a
turbulento em um tubo esta associada a uma medida chamada de nimero de Reynolds, Re, e
para solucdes fluindo no sistema de andlises em fluxo representa a Equagdo 1 (Ruzicka e
Hansen, 1988):

Re = 2pQ/nRv (Equacéo 1)

onde p = densidade en g ml™, Q = vaz&o; R = raio do tubo, v = viscosidade.

O valor do Re depende das condigdes experimentais, portanto fluxo laminar pode ser
mudado para fluxo turbulento ou vice-versa através da modificacdo de alguns pardmetros
experimentais relevantes. Para Re < 2000, o fluxo em um tubo € geralmente laminar, ao passo
que para valores > 2000, o fluxo € usualmente turbulento. Na prética, a transicdo entre
laminar e turbulento ndo ocorre em um valor especifico de Re, mas gradualmente sobre uma
regido de transicdo de 2000 a 4000. Em geral, a turbuléncia € completamente estabilizada
quando Re > 4000. Baseado nestes valores, e considerando a vazdo e as dimensdes do tubo de
um sistema de andlises em fluxo tipico, pode-se concluir que o fluxo laminar é o regime que
prevalece (Ruzickaet al., 1988).

No fluxo laminar, a velocidade linear do elemento de fluido localizado no centro do
tubo é quase duas vezes a velocidade linear média do fluxo, enquanto a velocidade dos
elementos de fluido adjacentes as paredes internas do tubo aproxima-se a zero, resultando em
um perfil parabdlico tipico da distribuicdo axial da velocidade linear (Ruzicka e Hansen,
1988). No fluxo turbulento, a velocidade linear de cada elemento de fluido € uma soma

vetorial de suas velocidades individuais e, em consequéncia do deslocamento cadtico, a
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velocidade linear € a mesma para todos os elementos de fluido e se aproxima da vel ocidade
linear média do fluxo (Zagatto e Worsfold, 2005). Em situacOes reais, a velocidade linear dos
elementos de fluido perto das paredes do tubo € ligeiramente diminuida em funcédo da perda
de energia por fricgéo.

O comportamento do fluxo laminar dentro do sistema de andlises por injecéo em fluxo
tem sido avaliado principalmente no que se refere a difusdo molecular de espécies quimicas e
model os matematicos desenvolvidos para visualizar a distribuicao dos elementos de fluido da
amostra. Desta forma, a caracterizagéo do fluxo como laminar ou turbulento pode ser baseada
nos estudos da dispersdo da zona de amostra dentro do sistema, que é dependente da vazéo,

tipo de unidade propulsora, tipos de reatores, presenca de conectores, camaras, etc.

2.2.3. Visualizacdo da zona de amostra

Nos analisadores em fluxo, cada elemento de fluido corresponde a um tempo diferente
do processamento da amostra e o pico registrado representa um ndmero infinito destes
estégios, cada um associado com um diferente tempo de residéncia. Desta forma, a variagdo
temporal da concentracdo do analito monitorada no detector reflete diretamente no
comportamento da dispersdo da zona de amostra. O processo de dispersdo pode ser
fundamentado por efeitos de difusdo e convecgdo continuamente durante a passagem da
amostra pelo percurso analitico (Bruno et al., 2001). A convecgdo € uma consequéncia da
distribui¢éo parabdlica da velocidade linear dos elementos de fluido; e a difusdo € dependente
da diferenca em concentragcdo entre elementos de fluidos vizinhos e do coeficiente de difusdo
molecular (Valcarcel e Luque de Castro, 1987). Em um tubo reto, a dispersdo axia é
predominante e regida pela caracteristica laminar de escoamento, sendo a disperséo radial
estabelecida quando um reator tubular, helicoidal, com segmentacdo, ou ainda, com a

presenca de um fluxo turbulento (Ruzicka e Hansen, 1988).
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A dispersdo da zona de amostra pode ser avaliada considerando-se as caracteristicas
dos picos transientes registrados, como a altura, largura e area; e pode ser variada através de
parémetros como volume de amostra, geometria do reator e vazdo (Reijn et a., 1981).
Entretanto, o pico representa apenas a variagao temporal da concentragdo e néo representa a
distribuicdo espacial da amostra dispersa. Neste sentido, quando novas unidades propulsoras
ou novos tipos de fluxo sdo propostos, ha a necessidade de uma interpretacdo visual da
dispersdo da zona de amostra.

Desde o primeiro sistema de andlises em fluxo continuo, muitas equaces e modelos
mateméticos foram propostos para visuadizar o comportamento da zona de amostra no
percurso analitico (Hull et al., 1992). Muitas destas foram baseadas no modelo de difuséo-
convecgdo proposta por Taylor em 1953, que mostrou a distribuicdo da concentracdo
produzida pela inser¢éo de uma solugdo soltvel em um fluxo constante em tubos de pegqueno
didmetro interno. Os resultados demonstraram que a dispersdo é governada por um coeficiente
de difusividade que pode ser calculado a partir da distribuicdo da concentragéo, e que a
amostra dispersante se move de acordo com a velocidade média do fluxo. Isto forneceu
equacOes para predizer o comportamento de uma amostra através dos efeitos de convecgdo
(transporte de massa axial) e difusdo (transporte de massa em todos os sentidos, sendo o radial
0 mais efetivo).

Diversas modificagOes tiveram que ser realizadas para estas equagdes serem aplicadas
nos analisadores em fluxo. Vanderslice et al. (1981) desenvolveram um modelo matemético
para predizer o comportamento da zona de amostra em um sistema de analises por injecdo em
fluxo, entretanto, as equaces eram aplicaveis apenas para condigdes muito restritas, como
fluxo laminar proveniente de seringas e ndo de bomba peristaltica, sistema de andlises mono
canal, etc. (Hull et al., 1992). Com o desenvolvimento da ciéncia computacional foi possivel

gerar simuladores através de modelos matematicos e imagens foram entdo simuladas por
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Vanderdlice et a. (1986) que demonstrou a disperséo da zona de amostra atraves de variagoes
na distancia radia do tubo em funcdo da distribuicdo axial. Wada et a. (1986) também
demonstraram a dispersdo da amostra através de simuladores computacionais com corantes e
com uma reagdo quimica. Neste sentido, os perfis dos picos resultantes do simulador foram
bastante concordantes com os obtidos no registro do sistema de andlises por injecdo em fluxo
na prética. Posteriormente, com o auxilio de um microscopio, Korenaga et a. (1988)
estudaram através de fotografias as propriedades do fluxo laminar em funcdo de suas
propriedades difusivas e convectivas. Diversos parametros fisicos do sistema foram avaliados
objetivando-se a minimizacdo da dispersdo da zona da amostra, a qual foi conseguida através
do uso de tubos com menores diametros, reatores curtos e em espiral, baixas vazoes, etc.

Betterridge et al. (1984) apresentaram um modelo computacional mais complexo
denominado de “random walk” para um sistema mono cana baseado nas fungdes do nimero
de moléculas envolvidas, viscosidade e temperatura do fluido, vazéo, coeficiente de difuséo,
etc. Com este modelo foi possivel estudar as condigdes de mistura dos fluidos envolvidos, 0
qual foi aplicado posteriormente no sistema envolvendo zonas coalescentes obtendo
excelentes resultados (Crowe et al., 1987).

Outros model os foram propostos para uma melhor descricdo quantitativa da disperséo
da amostra, como o0 modelo “tanks-in-series’, o qual assume que um elemento de fluido flui
através de N tanques idealmente misturados e ligados de uma maneira seria (Vacarcel,
1987). Neste sentido, Tyson e Idris (1981) consideraram o sistema de andlises em fluxo como
um tangue hipotético para estimar respostas em um espectrémetro de absorcdo atémica por
chama. Este modelo também foi explorado por Stone e Tyson (1987) para a verificacdo do
comportamento da dispersdo da zona de amostra sob os efeitos da vazéo, comprimento do
percurso analitico, didmetro do tubo, etc. Estes resultados confirmaram que o coeficiente de

dispersdo aumentava com o aumento do comprimento do percurso analitico e com o aumento
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do didmetro do tubo.

Outras maneiras mais simples de se verificar o deslocamento da zona de amostra e sua
dispersdo foram propostas por Reis et al. (1981) e Zagatto et al. (1986b), onde visualizaram a
dispersdo em funcéo da concentragcdo/tempo considerando zonas de amostragem (do inglés
“zone sampling”).

Na maioria dos modelos matematicos desenvolvidos para a visuaizacdo da dispersao
da zona de amostra, poucos aplicavam reagdes quimicas para a verificacdo das condicdes de
mistura entre os reagentes e conversdo em produtos. Atualmente, a insercdo de um corante
mimetizando a amostra tem sido bastante utilizada para visualizagéo da disperséo da zona de
amostra quando se necessita um conhecimento mais superficial de seu comportamento no
sistema de andlises em fluxo. Alternativas um pouco mais complexas tém sido desenvolvidas
para a visualizagdo da dispersdo da amostra em sistemas de andlises em fluxo, como atécnica
de despolarizacdo fluorescente induzida alaser (Quintellaet a., 2004). Esta técnica permitiu a
visualizacdo da dispersdo da amostra através de dados analiticos adquiridos pela fluorescéncia
da Rodamina B como amostra induzida por um feixe de laser. Neste experimento, o laser
incidia sobre o tubo onde a amostra fluia, e a intensidade de fluorescéncia era coletada por
uma cela fotomultiplicadora. Desta forma, a quantidade de fluorescéncia emitida resultava nas
concentragbes de amostra dispersa através de uma distribuicdo espacial realizada por uma
varredura do feixe de laser pelo tubo. Através da aplicagdo do modelo matematico “black
box” (Quintella et al., 2003) foi possivel identificar que a contribuicdo da parede do tubo na
dispersdo da amostra foi duas vezes maior do que a dispersdo relativa a mistura entre os
fluidos envolvidos. O modelo “tanks-in-serie” também foi aplicado quando experimentos
envolvendo o efeito da gravidade mostraram maior dispersdo longitudinal. Os resultados
demonstraram uma influéncia pronunciada da acéo da gravidade na dispersdo da amostra nos

sistemas de andlises em fluxo.
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2.3.AplicagOes

Neste item uma breve revisdo da literatura sobre as aplicagdes selecionadas para os
estudos da influéncia do fluxo pulsante na mistura reaciona € apresentada. Métodos
envolvendo a determinacdo de bromexina em farmacos e fosfatos em extratos de solos séo
relatados, considerando quando possivel, suas aplicaces nos sistemas de andlises em fluxo e

deteccdo espectrof otométrica.

2.3.1. Determinacédo de bromexina em farmacos

Cloridrato de bromexina ou cloridrato de N-(2-amino-3,5-dibromofenilmetil)-N-
metilciclo-hexilamina, € um principio ativo que age diretamente na via respiratoria,
diminuindo a producdo de muco nos brénquios aliviando os problemas respiratérios (Pérez-
Ruiz et a., 1995). Sua acdo farmacolégica € baseada na fragmentacdo das fibras de
mucopolissacarideos dos mucos, e as formul agcdes podem ser feitas com apenas este composto
ou ainda com adicdo de outros compostos farmacol 6gicos semelhantes para potencializar seu
efeito. Este medicamento é apresentado em diversas formulagbes como Xxaropes,
comprimidos, pastilhas e solugdes injetaveis, sendo que cada férmula apresenta diferentes
substancias excipientes resultando em matrizes diferenciadas.

Dentre os diferentes métodos analiticos para a determinacdo de bromexina, a titulagdo
potenciométrica com hidréxido de sddio tem sido considerada como método oficial pela
Farmacopéia Européia (Pharmacopée Europenee, 1990) e Britanica (British Pharmacopoeia,
1993).

A reagdo de diazotizacgo envolvendo bromexina também foi explorada para métodos
espectrofotométricos por Gala et al. (1993) através de seu acoplamento com o reagente N-(1-
naftil)-etilenodiamina. Com relagcdo a implementacdo do método em sistemas automatizados

de andlises, 0 desenvolvimento desta reagdo foi mais completo aplicando-se a estratégia
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“stopped flow” onde os reagentes eram rapidamente misturados e logo a seguir o fluxo era
parado e os produtos reacionais monitorados espectrofotometricamente. Devido a alta
velocidade de reacdo, o método se apresentou apto para andises de rotina, jA que a
quantificagdo era possivel em um intervalo de 0,5 e 1,0 s. A presenca de antibi6ticos, como a
peniciling, ndo interferiu nas medidas, resultando em um método bastante seletivo e robusto.

Em agumas técnicas de deteccdo, a complexidade das matrizes pode interferir
severamente na andlise, principamente com relacdo a absorcdo de radiagdo na regido do
ultravioleta. Os principais interferentes espectrais séo compostos ativos de mesma funcéo
farmacol 6gica ou ainda excipientes e metabdlitos (Rauha et al., 1996). Desta forma, existe a
necessidade em se empregar estratégias de preparo de amostra para separacéo e extracdo da
bromexina antes da andlise. As principais técnicas de separacdo utilizadas tem sido a
cromatografia liquida de ata eficiéncia (Rauha et al., 1996; Lau et al., 1995), eletroforese
capilar (Perez-Ruiz et al., 1997; Pospisilova et al., 2001) e a cromatografia a gas (Rao et a.,
1987). Alternativas como a determinagdo indireta de bromexina através de sua complexagéo
com compostos inorganicos que contenham metais também foi explorada para sua
quantificagdo indireta por espectrometria de absorgéo atdbmica (Nerin et al., 1985; Eisman et
al., 1993).

Estratégias menos complexas, envolvendo tratamentos mateméticos e estatisticos,
foram exploradas para uma melhoria em seletividade e simplicidade relativamente a técnicas
espectrofotométricas. Tantishaiyakul et a. (1998) aplicaram a primeira derivada dos espectros
referentes a cloridrato de bromexina e bromato de dextrometorpan em férmacos para sua
separagdo espectral. Este Ultimo composto tem sido utilizado concomitantemente com
bromexina em diversas formulagbes para tratamento de bronquite, e seus espectros de
absorcéo se sobrepbem na regido de 230 a 300 nm. Ainda, compostos excipientes das

formulagdes apresentaram algumas bandas espectrais que também podem interferir nas
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analises. Desta forma, através da aplicacéo da primeira derivada, dois comprimentos de onda
puderam ser selecionados, 234 e 324 nm para dextrometorpan e bromexina, respectivamente.
Com isto, foi possivel uma quantificacdo seletiva com simplicidade, rapidez e auséncia de
interferéncias espectrais da matriz. Comprimidos foram analisados e os resultados foram
concordantes com o método comparativo (HPLC).

Outra edtratégia para se atingir uma adequada seletividade na deteccdo
espectrofotométrica de bromexina tem sido a aplicacdo de tratamentos estatisticos, como a
calibracdo multivariada com PLS-1 (regressdo por quadrados minimos parciais). Esta
ferramenta utiliza todas as informagdes espectrais resultando em uma rapida determinacédo de
misturas sem uma separacdo prévia dos componentes. Goicoechea e Olivieri (1999)
analisaram bromexina em xaropes por absorcéo na regido ultravioleta aplicando a técnica
PLS-1. Devido a esta amostra possuir compostos potencialmente interferentes que absorvem
nesta regido, outro tratamento estatistico denominado como HLA (andlises linear hibrida)
também foi aplicado. Com a utilizacdo destas duas ferramentas foi possivel selecionar
comprimentos de onda adequados para a determinacéo seletiva de bromexina na presenca de
vérios excipientes, resultando em excel entes resultados de recuperacéo.

Em agumas formulacBes especificas para tratamento de bronquite, cloridrato de
bromexina pode se apresentar como constituinte menor da amostra com relagdo a outros
compostos. Neste sentido, a espectrofotometria na regido do UV ndo apresenta alta
seletividade requerendo a utilizacdo de ferramentas estatisticas para a sua quantificacéo.
Ribone et al. (2000) determinaram bromexina como um constituinte menor em comprimidos
de cotrimoxazola através da aplicacdo datécnica PLS-1. Embora estes dois compostos tenham
apresentado espectros sobrepostos, 0s resultados apds o tratamento com a calibracdo
multivariada foram excelentes para as diferentes dilui¢cbes da amostra.

Dentre os poucos métodos espectrofotométricos que utilizam reagentes cromogénicos
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para a determinacdo de bromexina, apenas uma metodologia foi aplicada nos sistemas de
analises em fluxo. Perez-Ruiz et a. (1995) implementaram uma extracdo liquido-liquido de
bromexina em formulacfes farmacéuticas e plasma sangliineo através da formacao de ion-par
com corantes &cidos. Neste sistema, a amostra (60 ul) era inserida em uma solugéo
transportadora contendo ainda o corante Orange |1V ; a zona de amostra seguia para um reator
onde o composto corante-bromexina era formado. Em seguida a mistura recebia por
confluéncia o solvente organico (1,2-dicloroetano) que realizava a extracdo do par i6nico
durante sua passagem pela bobina de extracdo. A seguir, a fase organica era separada da fase
liquida através de uma membrana separadora de fases e direcionada ao detector
espectrofotométrico (412 nm). Diversos corantes foram avaliados para a formagdo do ion-par
com a bromexina, e o que apresentou melhor eficiéncia na extracdo foi o Orange IV. As
amostras foram analisadas e os resultados comparados a espectrometria de absorcdo atémica
gue determina bromexina indiretamente através da complexagdo com compostos metalicos. A
metodol ogia apresentou superioridade com relacéo a técnica comparativa, como baixo limite
de deteccdo 5,0 x 107 mol 1™ de bromexina, freqiiéncia analitica de 40 amostras por hora,

simplicidade e eficiéncia na extracao.

2.3.2. Determinacao espectrofotométrica de fosfato em solos

Fésforo € um elemento muito importante para o crescimento das plantas, nutricdo do
homem e animais, e esta presente naturalmente nos solos, sedimentos, e em aguas naturais.
Nos solos, é considerado um macronutriente essencial para todas as culturas, devido a sua
importante fungdo em muitos processos fisiol gicos e biogquimicos (Almeida et a., 2005). Sua
importancia na agricultura levou ao desenvolvimento dos fertilizantes fosfatados, os quais séo
geralmente empregados via solo para adequada nutricdo das plantas. Entretanto, 0 seu uso

improprio pode acarretar contaminacdes ambientais, afetando a qualidade das aguas através
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dalixiviacéo, acelerando a eutrofizacéo de lagos e rios (Daniel et al. 1998).

O fésforo no solo se apresenta na forma mineral e orgéanica, fazendo parte de
compostos com célcio, ferro e aluminio; em solucdo, adsorvido de forma trocavel nos
colGides; e grande parte pode ser absorvida também de forma néo disponivel para as plantas
(Tomé Jr., 1997). Mesmo com todas estas formas em que o fésforo se encontra, cada uma
cumpre um papel fundamental na nutricdo das plantas, e devido a isto, os procedimentos para
especiacdo destas formas sdo muito complexos.

Para andlise de fosforo em solos, uso de solucdes extratoras tem sido a estratégia mais
empregada, a qual atua de forma a retirar do solo o fosforo disponivel. A extracdo também
pode ser realizada por resina de troca iénica, porém tem sido considerada bastante morosa e
complexa. Desta forma, devido a simplicidade e sua ampla aceitagdo no pais, a solugdo
extratora de Mehlich | tem sido a mais empregada para extracéo de fésforo disponivel em
solos (Tomé Jr, 1997). O fésforo extraido pode se encontrar em diversas formas dependendo
do pH do solo e da composicdo da solugdo extratora (Novais e Smyth, 1999); e o
conhecimento de suas formas na solugdo somente € possivel com o emprego de resinas
trocadoras de ions. Desta forma, a denominacéo de fosfato (P-PO,4) pode ser empregada para
denominar todas as formas de fésforo disponivel extraidas pela solucdo extratora .

Com relacdo a determinacdo espectrofotométrica de fosfato em extratos de solos
(solugdo contendo as espécies extraidas do solo), o método de formacdo do azul de
molibdénio tem sido o mais utilizado. Este método baseia-se na reacdo dos fosfatos com
molibdato em meio &cido formando heteropoliacidos fosfomolibdicos (complexo de coloragéo
amarela) e sua posterior reducdo a azul de molibdénio (Dickman e Bray, 1940; Murphy e
Riley, 1962; Tomé Jr., 1997). Diversos agentes redutores, tais como o acido ascorbico, cloreto

estanhoso e hidrazina tém sido empregados, os quais apresentam condigdes reacionais

" Esta denominagdo foi considerada neste trabal ho para determinac&o de fosfato.



bastante distintas, principalmente em suas cinéticas reacionais, sensibilidade analitica e
seletividade (Motomizu et ., 2005).

Outras condi¢des reacionais também podem influenciar na cinética e na seletividade
da reacdo, como a composicdo da solugdo &cida, que pode ser variada entre cloridrico,
sulfdrico, nitrico e perclérico (Dickman e Bray, 1940; Lueck e Boltz, 1956) e a presenca de
catalisadores como vanadato e tartarato de antiménio (Marczkenko, 1986) que aceleram a
reacao através da formacdo de heteropoliécidos ternérios. Deve-se salientar que para qual quer
alternativa explorada, a absortividade molar do complexo (heteropoliécido) se torna bastante
diferenciada. Estas diversas condi¢bes influenciam diretamente na formagdo dos
heteropoliacidos, que possuem coloracdo amarela, o qual é posteriormente reduzido a azul de
molibdénio.

Métodos espectrofotométricos para a determinacdo de baixos teores de fosfato devem
apresentar além da sensibilidade, uma alta seletividade, j& que muitas espécies presentes nas
amostras ambientais apresentam formas quimicas semelhantes ao fosfato. Este € o caso da
formacéo do azul de molibdénio que também forma heteropoliacido com silicato, vanadato,
zirconato, dentre outros. Ainda tém sido propostos métodos baseados na capacidade do
heteropoliacido fosforomolibdico reagir com corantes catiénicos para a formacdo de ions
associados (Motomizu e Li, 2005). Estes sdo em geral bastante seletivos, uma vez que apés a
associacdo ibnica, o par deve ser separado por alguma técnica de extragdo, permitindo
quantificar baixos teores de fosfatos. Diversos corantes foram explorados, tais como a
Rodamina B, azul de metileno, Cristal Violeta, Verde de Malaquita, etc. (Munoz, et al., 1997,
Motomizu e Li, 2005; Estela et al., 2005).

A automacdo do método azul de molibdénio para a determinacéo de fosfato teve inicio
juntamente com a concepcdo dos sistemas de andlises por injecdo em fluxo (Ruzicka e

Stewart, 1975). Esta reacdo foi explorada neste sistema para a verificagdo das suas
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potencialidades com mais de um reagente confluindo e apresentou boas condi¢des de mistura,
com um intervalo de tempo de apenas 6 s apds a mescla dos reagentes para o inicio do
aparecimento da coloracdo, resultando em uma fregiiéncia analitica de 200 - 250 amostras por
hora. A aplicacdo analitica foi entdo realizada no trabalho seguinte (Ruzicka e Stewart, 1975)
que demonstraram a influéncia de todos os parémetros do sistema de analises por injecdo em
fluxo para andlises de digeridos de plantas. Ap6s a otimizacdo do sistema, foi possivel aplicar
0 sistema em andlises de rotina a uma fregiiéncia de até 420 h™*, com injec&o manual.

Warrell e Moody (1984) empregaram o0 método do azul de molibdenio em um
Autoanalisador Il da Technicon para determinacéo de fosfato extraido com solucéo de 0,01
mol | CaCl,, que possui uma intensidade idnica préxima da solugéo de solo. O método
empregado foi baseado na modificagéo realizada por Murphy e Riley (1962) que adicionaram
antimonio para aceleracdo da reagéo, o qual era misturado na mesma garrafa dos reagentes
molibdato de ambnio e &cido ascorbico. Neste sistema, o desenvolvimento da coloracéo teve
inicio apds 6 minutos da mistura dos reagentes e amostra, com boa repetibilidade e deteccéo
de teores < 100 pg I™* P. Os resultados das andlises dos extratos de solos foram concordantes
com aguel es obtidos pelo método manual confirmados pelo teste F.

A determinacdo espectrofotométrica de fosfato em extratos de solos tem sido pouco
explorada nos sistemas de analises em fluxo devido, provavelmente, a complexidade da
matriz. Desta forma, para uma adequada seletividade envolvendo deteccéo
espectrofotométrica devem-se adotar técnicas de extracdo e filtracdo eficientes que
minimizem a coloracdo dos extratos, interferentes em potencial e quantidade de matéria
organica (Coutinho, 1996; Turner et al., 2005).

Neste sentido, alguns sistemas automatizados foram desenvolvidos para superacéo
destas interferéncias, como os sistemas de andlise com fluxo segmentado descrito por

Coutinho (1996) e Novozamsky et a. (1993), que empregaram uma unidade de didlise para
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remocdo de possiveis interferentes. Os métodos empregados foram diferenciados devido ao
limite de deteccdo necessario para cada tipo de extrato de solo. Neste sentido, Coutinho
(1993) empregou aformagéo de azul de molibdénio na presenca de antimonio, e Novozamsky
et al. (1996) o método de associagdo inica entre o poliacido fosfomolibdico e o corante verde
de Ma aquita. Estes métodos se mostraram adequados para andlises de extratos com coloracéo
ou matéria organica dissolvida, com baixos limites de deteccdo (2 pg I P) e concordantes
com o procedimento manual.

Nos poucos trabalhos encontrados relativamente aos sistemas de analises em fluxo, o
acido ascorbico tem sido a espécie redutora preferenciamente empregada na reducdo do
heteropoliacido fosforomolibdico para a formacdo do azul de molibdénio (Munoz et al.,
1997). Entretanto, Garcia et al. (1991) desenvolveu um sistema de andlises com fluxo reverso
utilizando cloreto estanhoso como agente redutor. Neste sistema, a amostra foi inserida como
fluxo transportador e os reagentes (molibdato de aménio e cloreto estanhoso) foram inseridos
por uma valvula de injecédo. O sistema apresentou uma frequiéncia analitica de 70 amostras por
hora, com consumo de reagentes de 119,5 ul por determinagéo.

Com a evolugdo dos analisadores, condicOes mais favoréveis, smples e répidas foram
propostas para 0 desenvolvimento desta reacdo. Neste sentido, sistemas de andlises por
injecdo seqiencial (Gubeli et al., 1991; Galhardo e Masini, 2000), sistemas explorando multi-
comutacdo (Kronka et al., 1996) e sistemas multi-seringas (Estela e Cerda, 2005) foram
projetados para analises das mais diversas amostras. Ainda, estes sistemas sofreram diferentes
modificacBes de acordo com a matriz envolvida, com o teor de fosfato, estratégias de preparo
de amostra em linha, estratégias de amostragem, etc.

Almeida et a. (2005) implementaram o método azul de molibdénio em um sistema
multi-seringas para andlise de fosfato em extratos de solos. Neste sistema seringas eram

utilizadas para cada solucéo, que inicialmente aspirava a amostra para uma bobina retentora e
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depois bombeava apenas uma aliquota definida para a mescla com os reagentes molibdato de
amoénio em &cido sulfurico e écido ascorbico através de uma vavula solendide. Para melhoria
em sensibilidade, antiménio foi inserido como catalisador na solu¢do de molibdato de amonio
(400:1); e uma vazdo de 0,6 ml min™ foi aplicada no transportador para promover maior
contato entre as espécies reagentes. O sistema apresentou frequéncia analitica de 5 amostras
por hora, com boa repetibilidade (d.p.r. < 1,7 %, n = 20). A curva analitica se apresentou
linear de 0,75 a 15,0 mg |I* P-PO, e o limite de deteccdo foi estimado em 0,3 mg I P-PO,.
Estes resultados em comparagdo aos obtidos com outros sistemas de andlises em fluxo para
andlise de extratos de solos, apresentaram maiores consumo de reagentes por determinacéo e
baixa freqiiéncia analitica.

Grassi et al. (2004) desenvolveram um sistema de andlises por injecéo seqliencia para
determinacdo de fosfato e zinco em extratos de solos explorando a estratégia de ensaios
prévios. Neste sistema, a amostra era processada visando a determinacdo de fosfato pelo
método azul de molibdénio. Se esta concentragdo fosse > 5,0 mg I P-PO,, 0 sistema
encaminhava a amostra para a determinacgéo de zinco. Ambos analitos foram extraidos com a
mesma soluco extratora de Mehlich | (0,05 mol It HCI + 0,012 mol 1™ H,S0,). Este sistema
apresentou caracteristicas favoraveis como baixo consumo de reagentes e amostra, robustez e
diminuicdo de etapas manuais. Em funcdo da estratégia de ensaios prévios, a quantidade de
determinacOes realizadas foi bastante reduzida.

Um sistema automatizado descrito como “all injection analysis’ foi proposto para a
determinacéo de fosfato em extratos de solos (Amornthammarong et al., 2005). O sistema
compreendia valvulas de seis vias ligadas por acas de amostragem (do inglés “loops’) onde
as solucBes eram armazenadas. Durante 0 acionamento das valvulas para o inicio da andlise,
as solucgdes circulavam por um tempo e direcdo definidos dentro de um percurso analitico

onde realizavam a mistura baseada no escoamento laminar, e depois seguiam para o detector.
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Alta incidéncia de efeito Schlieren foi notada devido as interfaces formadas durante o
percurso da mistura. Interferéncia de silicio foi observada apenas com relagdo a solucéo
extratora 1,0 mol I HCI contendo ainda &cido tartarico; paraa solucdo 1,0 mol It NaOH uma
tolerancia de até 600 mg I Si foi observada. Andlises das duas solugBes extratoras foram
realizadas, obtendo resultados sem diferencas significativas comparativamente a amostras
certificadas. O sistema apresentou baixo consumo de reagentes (< 1 ml por determinagéo) e

frequiénciaanaliticade 72 h™.



3. MATERIAIS

3.1. Equipamentos e acessorios

Os sistemas de andlises em fluxo explorando multi-impulsdo ou multi-comutacdo

compreendiam:

bombas solendide BIO-CHEM Valve Inc., modelos 090SP, 120SP e 150SP com volumes
de pulso de 8, 25 e 50 nl, respectivamente;

valvulas solenoide de trés vias, NResearch, modelo 161T031;

bomba peristaltica de rotacdo variavel Ismatec, modelo IPC - 08, com tubos Tygon de
diversos diametros internos para bombeamento de solucdes;

espectrofotdbmetro Femto, modelo 482, equipado com cubeta de fluxo Hellma com 30 ul de
volume interno e 10 mm de passo 6ptico;

registrador potenciométrico Kipp & Zonen, modelo 111;

microcomputador provido de interface PCL-711 Advantech e operado por meio de
programa desenvolvido em Quick Basic 5.0;

fonte de “laser” (514,5 nm) modelo Nd:YAG Continuum Surelite SL11-10 (0,55 mJ por
pulso, 10 Hz);

lentes focais, espelhos, filtro optico de 550 nm e polarizadores constituintes do sistema de
PLF (despolarizacéo fluorescente induzida por laser);

tubo de borosilicato de 5,0 cm de comprimento e 0,8 mm de diametro interno para
aplicagdo de PLF;

balanca analitica Mettler modelo BB204;,

banho termostatizado Fanem model o 100;

reatores e linhas de transmissdo de polietileno (0,8 mm d.i.), confluéncias de acrilico e

conectores;
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e outros materiais de uso rotineiro em laboratérios de Quimica Analitica, tais como capela,
destiladores, agitadores magnéticos, banhos termostatizados, medidores de pH, vidrarias,

filtros, etc.

3.2. Solucbes-padrao, reagentes e amostras
As solucOes-padréo e reagentes utilizadas foram preparadas a partir de reagentes de

grau analitico e dgua destilada/desi onizada.

3.2.1. Desempenho das bombas solendide

Para os estudos referentes a dispersdo da zona de amostra, diferentes solucdes de verde
de bromocresol (0,0 a50,0 mg I™* VBC) foram preparadas a partir de uma solugéo-estoque de
500 mg It VBC, que foi preparada dissolvendo-se 0,5 g VBC em 1000 ml de 0,01 mol | de
solucdo-tampdo tetraborato de sodio. Esta foi preparada dissolvendo-se 3,81 g NaB,O; em
500 ml de &gua; apds a dissolucdo o pH foi gjustado para 9,0 com 0,1 mol It NaOH e

completou-se 0 volume para 1000 ml.

3.2.2. Determinacdo de bromexina em farmacos
As solucdes utilizadas nos estudos referentes a determinacdo espectrofotométrica de
bromexina em farmacos foram:

e solucdo-padrdo estoque de 1000 mg I™* de cloridrato de bromexina: dissolveu-se 0,5 g de
cloridrato de bromexina em 200 ml de agua, e completou-se o volume até 500 ml. Esta
solugdo era mantida sob refrigeracéo;

e solugdes-padréo de trabalho (0,0 - 250,0 mg I™* bromexina): preparadas diariamente a partir

de dilui¢des da solucéo-padréo estoque com agua;
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e solucdo reagente estoque, 4,0 x 102 mol |* 3-metil-2-benzotiazolinona (MBTH):
dissolveu-se 0,86 g MBTH em 50 ml 0,36 mol 1" H,SO,4 e completou-se o volume para
100 ml com a mesma soluczo; as solugdes (8,0 x 10° a 1,6 x 102 mol It MBTH) para
estudos foram anal ogamente preparadas a partir da solucéo estogue acima;

e solucdo de 3,6 mol 1™t H,S04: preparada diluindo-se 100 ml H,SO,4 concentrado em 4gua e
completando-se o volume até 1000 ml; as solucdes utilizadas nos estudos (0,1 a 1,5 mol 1™
H,SO,) foram preparadas diluindo-se os volumes adequados da solucéo acima;

o solucdo reagente estoque de 2,5 x 102 mol I sulfato cérico: dissolveu-se 1,0 g de
Ce(S04),.4H,0 em 50 ml de 0,36 mol 1™t H,S0,, completou-se o volume para 100 ml com
a mesma solucdo 4cida; as solucdes utilizadas nos estudos (1,25 x 10° a 1,0 x 102 mol I™*
Ce(1V)) foram preparadas dissolvendo-se apropriadamente as quantidades da solugéo
estoque;

e solucdes de espécies quimicas potencialmente interferentes utilizadas como excipientes
(sacarose, lactose, galactose, glicose, amido, benzoato de sodio e estereato de magnésio):
preparadas em concentragdes de 1000 mg 1™, diluindo-se 0,25 g de cada composto em 250

ml de agua.

Amostras de farmacos contendo cloridrato de bromexina em suas formulagfes foram
adquiridas em farmacias locais na forma de comprimidos e xaropes. A dissolucdo dos
comprimidos foi feita com base em procedimentos padréo da farmacopéia (Pharmacopée
Eureopeénne, 1990): pesaram-se 10 comprimidos que foram macerados em um almofariz;
apos completa maceracdo (formacdo de um po fino), foram dissolvidos em 15 ml de &gua,
transferiu-se a um baldo volumeétrico e completou-se o volume até 50 ml com agua. Amostras

de xarope (30 ml) foram dissolvidas em &gua, sendo o volume completado até 50 ml com

agua.
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3.2.3. Determinacéo de fosfato em extratos de solos
As solucbes reagentes utilizadas nos estudos referentes a determinagdo
espectrof otométrica de fosfato em extratos de solos foram:

e solucéo-padréo estoque de fosfato (1000 mg 1™ P-PO,): dissolveram-se 4,39 g KH,PO, em
100 ml de &gua e, apos a dissolucdo, completou-se 0 volume até 1000 ml com agua. Esta
solugdo era mantida sob refrigeracéo;

e solucdes-padréo de trabalho (0,0 a 20,0 mg It P-PO,): preparadas a partir da diluicdo de
volumes apropriados da solucéo estogue em solucéo de Mehlich | (Grassi, 2003);

e solugdo Mehlich | (0,0125 mol I H,SO, + 0,05 mol I* HCl): preparadas diluindo-se
quantidades adequadas de solucdes de 0,36 mol 1™ H,SO, e 1,0 mol I HCI;

e solugdo estoque reagente 5,0 x 102 mol I de heptamolibdato de aménio: preparada
dissolvendo-se 6,17 g (NH4)sM07024.4H,0 em 100 ml de 0,9 mol 1"t H,S0y;

e solucdo reagente, 0,5 % (m/v) &cido ascoOrbico: preparada diariamente a partir da
dissolucdo de 0,5 g de acido ascorbico em 100 ml de agua. Esta solugdo era mantida ao
abrigo daluz;

¢ solugBes contendo espécies quimicas potencialmente interferentes. preparadas a partir de
solucBes estoques de 1000 mg | Fe, Si e Cu: Estas solucdes foram diluidas em solugdo
extratora de Mehlich | para50,0 mg 1™ Fe, 100,0mg 1™ Si e 5,0 mg I™* Cu;

¢ solucdo mascarante, 0,05 % (m/v) de oxalato de potassio: preparada dissolvendo-se 0,05 g
K 2C204.H,0 na solucao reagente 5,0 x 102 mol I™* heptamolibdato de aménio em 0,9 mol

It H,S0,.

Amostras de solos (TFSA) foram pesadas (5 g) em um Erlenmeyer, adicionaram-se a

seguir 50 ml de solucéo extratora Mehlich | e apds um repouso de 30 min, agitou-se durante 5



53

min. A seguir, o sobrenandante foi separado e filtrado (Black e McLean, 1965; Silva, 1999;

Grassi, 2003). Estas amostras foram estocadas em frascos de vidro.

3.2.4. Visualizacdo da amostra dispersa explorando PLF
As solucbes utilizadas para a exploracdo da técnica PLF (Quintella et a., 2004)
compreendiam:
¢ reagente monoetileno glicol (MEG) com 99,5 % de pureza;
e solucdo reagente 1,3 x 10 mol I* Rodamina B (RB): preparada a partir da dissolucdo de

31,1 mg RB em 50,0 ml de soluco 6,4 mol I MEG.



4. METODO

4.1. Desempenho das bombas solendide

O comportamento das bombas solendéide em um sistema de andlises em fluxo foi
avaliado de uma forma sistemdtica, englobando tanto suas caracteristicas funcionais, como
precisdo volumétrica dos pulsos e vazdo, robustez e flexibilidade, quanto suas caracteristicas
fluidicas, como o efeito do fluxo pulsante na dispersao/diluicdo de uma solugdo corante para a
visualizacdo de suas condi¢des de mistura. Para isto, um sistema multi-impulsdo (MP) com
cinco mini-bombas foi projetado (Fig.2). Neste sistema, as cinco bombas solendide podem ser
acionadas simultanea ou individualmente, dependendo da programacdo. Esta programagao ¢é
realizada através de uma interface PCL-711 Advantech, em linguagem Quick Basic 5.0, que
seleciona cada bomba pelo seu respectivo “bit”, e a aciona através de um tempo fixo de 150

ms por uma fonte de 12 V, requerendo até 4,0 W e 0,32 A, dependendo do modelo.

S S

Figura 2. Diagrama de fluxos do sistema MP para a avaliacdo de suas caracteristicas
fluidicas. S = solugdo colorida (0,0 - 50,0 mg 1" VBC) ou solugdo diluente (0,01 mol 1"
Na;B407); B = reator (15 - 100 cm); P; = bombas solendide; z = final da linha de transmissao;
x = ponto de confluéncia; D = espectrofotometro (617 nm); F = frasco coletor de residuos.

No interior desta bomba se encontra uma membrana solendide, a qual ¢ levantada
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quando a bomba ¢ acionada, aspirando a solu¢do de interesse, e depois do tempo de 150 ms a
bomba ¢ desligada fazendo com que a membrana solendide volte & sua posi¢do inicial,
gerando um pulso de volume fixo correspondente ao seu volume interno (Fig. 3). A
freqliéncia de pulsacdo (pulsos por segundo, Hz) corresponde ao inverso do periodo (tempo
entre cada pulso gerado). Desta forma, para uma bomba de 8 ul a freqiiéncia de pulsagdo de
2,0 Hz, a vazdo corresponde a 0,96 ml min"'. Os valores de vazdo para cada bomba utilizada

neste trabalho de Tese estdo descritas na Tabela 1.

On ‘ ’ Off

in } C 1 pulso

—>

out

Figura 3. Representacdo do funcionamento da bomba solendide. On = acionamento da
bomba; Off = desligamento da bomba; C = compartimento interno de volume fixo para onde a
solucdo ¢ aspirada.

As bombas solenoide utilizadas nestes experimentos compreendiam trés modelos
diferentes, com volumes fixos de pulso de 8 - 25 e 50 pl e, de acordo com o manual do
fabricante, estas podem gerar vazdes méaximas de 1,2 - 3,75 ¢ 7,5 ml min”, respectivamente.
Para estes valores de vazdes, o fabricante considera as incertezas volumétricas de + 2 pl para
a bomba de 8 pl e de + 3% para as de 25 e 50 pl. Devido a utilizacdo das bombas solendide
em sistemas de andlises em fluxo ser recente e ainda possuir muitas lacunas com relacdo ao
seu funcionamento, foram realizados experimentos visando avaliar seu desempenho. Desta
forma, medidas gravimétricas com agua destilada (d = 1,004 g ml”', T = 25 °C) (Atkins, 1990)
foram realizadas para verificacdo da precisao volumétrica. A gravimetria foi selecionada por

ser uma técnica que nao necessita de métodos comparativos para sua validacdo e ¢

amplamente utilizada como medida de calibracdo de varios equipamentos (European co-
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operation for Accreditation, 2005). As medidas gravimétricas foram realizadas para cada
bomba anteriormente a sua utilizag¢do, fixando-se um volume correspondente a 50 pulsos a
uma freqiiéncia de 1,0 Hz; as incertezas foram expressas em desvio padrao relativo (%). Estes
estudos também foram aplicados para a verificagdo da robustez das bombas solendide em
funcdo da freqiiéncia de pulsagdo (0,25 a 8 Hz) e do tempo de uso (0 a 8 h). Estes
experimentos foram realizados com as bombas solendide fora do sistema de andlises em

fluxo, ou seja, sem a presenca de um percurso analitico.

Tabela 1. Valores de vazdo correspondente a diferentes frequéncias de pulsacdo das
bombas solendide.

Bomba solendide (pl/pulso) Freqiiéncia (Hz) Vazao (ml min™)
0,5 0,24
8 1,0 0,48
3,0 1,44
0,5 0,75
25 1,0 1,5
3,0 4,5
0,5 1,5
50 1,0 3,0
3,0 9,0

As bombas eram ligadas a uma caixa com uma interface que possuia sete entradas,
permitindo a utilizacdo de até sete unidades ao mesmo tempo. O programa computacional
desenvolvido permitia selecionar cada uma das bombas solendide independentemente, bem
como os numeros de pulsos e as freqiiéncias de pulsacao desejadas (Tab.2). Isto permitiu uma
maior flexibilidade na operagdo das bombas no sistema de andlises em fluxo, podendo ser
explorados diversas estratégias de amostragem, como amostragem binaria (preenchendo B e
B> com o “bit” das respectivas bombas); zonas coalescentes (preenchendo B: com a soma dos

“bits” das respectivas bombas) e volume unico (preenchendo B: e B> com os respectivos
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“bits”), como exemplificado na Tabela 2. O tempo de acionamento das bombas solendide
poderia ser variado, mas fixou-se um tempo de 150 ms em T, para a geragdo de um pulso,
como orientado pelo fabricante. Para a variagdo em freqiiéncia de pulsagdo, T: era
modificado, representando assim a freqliéncia de pulsagdo. Assim, para T: = 0,5 s, uma
freqiiéncia de 2,0 Hz era estabelecida. Os numeros de pulsos eram variados de acordo com o
procedimento operacional, mas para estratégias como amostragem bindria € zonas
coalescentes, 0 nimero permaneceu constante.

Tabela 2. Programacéo de acionamento das bombas solendide. Cada bomba inserida no
sistema correspondia a um numero de “bit”. Posi¢dao 1 (“bit” 1), 2 (“bit” 2), 3 (“bit” 4), 4

(“bit” 8), 5 (“bit” 16), 6 (“bit” 32), 7 (“bit” 64). Exemplos: Etapa 1 (amostragem binaria),
Etapa 2 (zonas coalescentes), Etapa 3 e 4 (inser¢do a volume Unico).

Etapa B, T, B: T, N pulsos
1 2 0,5 4 0,15 5
2 6 0,5 0 0,15 5
3 2 0,5 0 0,15 5
4 4 0,5 0 0,15 5

Antes de qualquer procedimento analitico envolvendo o sistema MP, era necessario
preencher com as respectivas solugdes todas as bombas solenoide do sistema, para retirar o ar
contido nelas e possiveis solu¢des interferentes. Apos o preenchimento das bombas solenodide,
a solugdo transportadora direcionava todas as solugdes contidas no percurso analitico para o
descarte, deixando apenas as linhas de transmissao, referente a saida das bombas solenoide até
o ponto de confluéncia, preenchidas com as respectivas solugdes. Desta forma, linhas de
transmissdo de até 5,0 cm foram utilizadas.

Para a verificagdo das potencialidades do sistema MP, como a flexibilidade e
capacidade de homogeneizacdo das solugdes, utilizou-se o sistema descrito na Figura 2 que

permitiu a operacao de até cinco bombas solendide, de forma individual ou simultanea, onde
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Pi- P2- P; - P4 e Ps possuiam volumes de pulsos de 8 - 8 - 25 - 25 e 50 ul, respectivamente.
Para isto, a estratégia “dye approach” (Ruzicka e Hansen, 1988) foi explorada, a qual consiste
na inser¢cdo de uma solug¢do colorida mimetizando a amostra para a visualizagdo da sua
dispersao/dilui¢dao ao longo do percurso analitico. Esta estratégia ¢ bastante recomendada para
um maior conhecimento das condicdes de mistura entre amostra e reagentes € para a
localizagdo da zona de amostra, resultando em uma visualizagdo geral do sistema de andlises
em fluxo. Verde de bromocresol (VBC) preparado em uma solugdo-tampao de tetraborato de
sodio (pH 9,0) foi selecionado. Para as solugdes diluente e transportadora, a mesma solugao-
tampao foi empregada. Este corante foi monitorado a 617 nm e os resultados de
dispersdao/dilui¢do foram verificados em fun¢cdo da magnitude do sinal analitico em
absorbancia. Solugdes de 0,0 a 50,0 mg 1" VBC foram inseridas como amostra e o volume do
corante foi variado em fun¢do do numero de pulsos e do volume de pulso da bomba

solendide; os volumes das solugdes diluentes também foram variados desta forma. O reator e

a cubeta de fluxo foram mantidos nos seus minimos volumes possiveis, 30 cm e 30 pl,
respectivamente, para refletir o efeito de dispersao provocado apenas pelo fluxo pulsante e
ndo pelo percurso analitico.

Para estudos de diluicdao, apenas uma bomba solenodide correspondia & amostra e as
outras quatro bombas, a solugdes diluentes; estudos com a inser¢do simultinea em
confluéncia de duas ou mais bombas solendéide com volumes de 50 ul e de 8 ul foram
realizados para a verifica¢do da eficiéncia da “check-valve” localizada no interior da bomba, a
qual possui fun¢do de ndo permitir a volta de solu¢des para seu interior. Neste experimento,
foi possivel também visualizar se ocorreu uma contaminacdo entre solugcdes no ponto de
confluéncia.

A influéncia da impedancia de um reator de 250 cm e de uma cubeta de fluxo de 120 p

| foi avaliada em funcao da precisdo volumétrica dos pulsos e foi comparada aos resultados
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das medidas gravimétricas realizadas sem percurso analitico.

Como estratégia comparativa para os estudos de dilui¢ao/dispersdo foi selecionada o
sistema de andlises em fluxo explorando multi-comutacdo, MC (Figura 4). Este sistema
emprega valvulas solendide de trés vias que direcionam o fluxo constante proveniente de uma

bomba peristaltica.

Figura 4. Diagrama de fluxos do sistema MC. A = solugdo colorida (0,0 - 50,0 mg 1"
VBC); S = solugdo diluente (0,01 mol I Na,B40-); B = reator (15 - 100 cm); V; e V, =
valvulas solendide; x = ponto de confluéncia; D = espectrofotdmetro (617 nm); F = frasco
coletor de residuos.

As valvulas eram acionadas através do mesmo procedimento utilizado para as bombas
solendide (Tab.2), e os volumes dos “plugs” a serem inseridos no percurso analitico
corresponderam a diferenga do tempo de acionamento e desligamento da valvula (Fig.5) e a
vazao de bombeamento da solugdo. Desta forma, para uma efetiva comparagcdo com o sistema
MP, o volume dos “plugs” foi calculado de forma a se obter o mesmo volume dos pulsos das
bombas solenoide utilizadas no sistema MP. Para um volume de “plug” de 8 pl, o intervalo de
tempo correspondente a diferenca entre T, e T, na programacao (Tab. 2) foi ajustado para 0,6

. - .-l
s considerando uma vazao de 0,8 ml min".
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D
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Figura 5. Representacao da valvula solendide. E = entrada de solugdo, A = saida de solugdo
com a valvula acionada, D = saida de solugdo com a valvula desligada.

Para a avaliagdo comparativa entre os dois tipos de fluxo, todos os pardmetros fisicos
foram mantidos fixos, bem como os volumes de “plugs” e de pulsos das bombas solendide.
Para isto, 64 ul (8 pulsos ou “plugs”) de 30,0 mg I VBC foram inseridos no percurso
analitico, e depois transportados por um reator de 30 cm até o detector. As influéncias da
vazdo (0,1 a 6,0 ml min™) e do comprimento do reator (30 a 250 cm) também foram avaliadas

nos dois sistemas.

4.2. Determinacdo de bromexina em farmacos

O método espectrofotométrico para a determinacdo de bromexina em farmacos foi
selecionado para a avaliacao do fluxo pulsante do sistema MP por envolver reagdes quimicas
relativamente lentas quando realizado manualmente (30 min), e ainda por este método ndo ter
sido implementado em um sistema de analises em fluxo.

As reagdes englobam o acoplamento eletrofilico do reagente 3-metil-2-
benzotiazolinona hidrazona (MBTH) com bromexina e posterior oxidagdo com Ce(IV)
(Sawick, et al., 1961). Sob condi¢des acidas, MBTH perde dois elétrons e um proton,
formando os compostos eletrofilicos em ressonancia (I, Fig.6) que reagem com bromexina. O
mecanismo destas reacoes (Fig.6) ¢ fundamentado na literatura (Sawicki, et al., 1961; El-

Kommos e Emara, 1987) e seu produto (II, Fig.6) foi considerado como a possibilidade mais
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provavel dentre diversos outros que poderiam ser formados. Este produto apresentou méaxima

absor¢ao em 550 nm sob as condi¢des deste trabalho.
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Figura 6. Mecanismo das reacgdes envolvidas na dteerminagdo de bromexina.

Os principais parametros reacionais foram avaliados empregando-se o sistema
mostrado na Figura 7 (esquerda). Este sistema foi projetado objetivando simplicidade em
automacao analitica e eficiéncia na mistura reacional, permitindo um controle eficiente das
etapas de amostragem, das condi¢des de mistura e da detecgdo. Este sistema compreendia trés
bombas solendide com volumes fixos de 8 ul por pulso, as quais eram acionadas de forma a
dirigir as correspondentes solugdes para um unico ponto de confluéncia, ligado ao percurso
analitico e cubeta de fluxo. O volume de pulso referente as bombas solendide e suas posigoes
no modulo de andlises foram selecionados em fung¢dao do compromisso entre simplicidade,
sensibilidade e repetibilidade. A freqiiéncia de pulsagdo, nimero de pulsos e estratégias de
insercdo de amostra e de reagentes foram estudados objetivando-se alta freqiiéncia analitica

com baixo consumo de reagentes e sem perda em sensibilidade.

R,
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Figura 7. Diagrama de fluxos dos sistemas MP (esquerda) e MC (direita) para
determinagdo de bromexina. A = amostra (0,0 - 250,0 mg 1" bromexina em agua); R, = 7,5
x 10° mol I'' Ce(SO4), em 0,36 mol 1" H,SO.; R, = 4,0 x 10” mol I'' MBTH em 0,36 mol 1"
H,SO.; Pi = bombas solendide; V; = valvulas solendide; x = ponto de confluéncia; B = reator
(50 cm); D = espectrofotometro (550 nm); F = frasco coletor de residuos.

Antes de iniciar o procedimento, todas as bombas solendide eram acionadas para
preenchimento de seu interior e das linhas de transmissdo até o ponto de confluéncia. Apds o
preenchimento, P; era acionada para a limpeza do percurso analitico e estabilizacdo da linha
de base. O procedimento analitico se iniciava com a inser¢do simultanea de 10 pulsos de A +
R, através do acionamento de P, e Ps;, a uma freqiiéncia de pulsacio de 4,0 Hz, totalizando 20
pulsos (etapa 1). Em seguida, P, era acionada (50 pulsos, 6,0 Hz) inserindo o agente oxidante
e, a0 mesmo tempo, transportando a mistura até o detector para obtengdo do sinal analitico
(etapa 2). Para a substituicdo de amostras (etapa 3), a solucdo desejada era aspirada para
dentro da bomba e bombeada através do percurso analitico com o acionamento de P, (15
pulsos, 6,0 Hz); logo em seguida, P, era acionada realizando a limpeza do percurso analitico e
estabilizacdo da linha base (etapa 4). Os procedimentos operacionais do sistema estdo
descritos na Tabela 3.

As estratégias de amostragem foram avaliadas a partir do acionamento das bombas

solendide P, P, e P; explorando zonas coalescentes, onde amostra e reagentes eram inseridos

simultaneamente, e por amostragem binaria onde pulsos de amostra e reagentes eram
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inseridos alternadamente por um numero de pulsos determinado e depois transportado ao
detector. A insercao individual de uma unica aliquota de amostra no fluxo transportador entre

as duas aliquotas de reagentes também foi avaliada.

Tabela 3. Procedimento para a determinagdo de bromexina.

Etapa Operagao Bomba solendide  Pulsos  Freqiiéncia
(volume/pulso) (n) (Hz)
1 Insercdo da zona de amostra P, (8 ul) + P5 (8 ul) 10 4,0
2 Transporte ao detector e aquisi¢do do P, (8 pl) 50 6,0
sinal analitico
3 Substitui¢do de amostra P, (8 ul) 15 4,0
4  Limpeza do percurso analitico Pi (8 ul) 50 6,0

Os volumes de pulso referente a cada solugdo foram avaliados substituindo as bombas
solenoide de 8 ul pelas de 25 e 50 pl, considerando melhor homogeneizagao, repetibilidade e
sensibilidade analitica. A influéncia do nimero de pulsos para a formacao da zona de amostra
foi avaliada entre 2 e 18 pulsos; e a freqiiéncia de pulsacao de insercdo de A + R, e do fluxo
transportador (R;) foi variada de 0,5 a 6,0 Hz; bem como o nimero de pulsos para o
transporte da zona de amostra até o detector. O comprimento do reator foi avaliado de 25 a
300 cm, sendo modificada em simultineo ao estudo de volume de zona de amostra,
objetivando-se nestes dois casos, freqiiéncia analitica e sensibilidade. A influéncia da
concentracdo dos reagentes foi explorada, variando-se R; de 1,2 x 107 a 5,0 x 10” mol I"
Ce(IV)e R, de 5,0 x 10" a 8,0 x 10° mol I'' MBTH.

A influéncia da acidez do ambiente reacional foi avaliada variando-se a concentragao
de 4cido sulfarico em R; e R, de 0,09 a 1,44 mol 1" H,SO,, uma vez que a solugdo
transportadora era o proprio reagente oxidante. A influéncia da temperatura (18 a 40 °C) foi

verificada empregando-se um banho termostatizado onde o reator era mantido imerso.
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Para a verificacdo de suas condigdes de mistura, o sistema MP foi comparado ao
sistema com fluxo constante estabelecido pela bomba peristaltica. Neste sentido, apds o
procedimento analitico ter sido otimizado, o mesmo foi implementado em um sistema de
andlises em fluxo explorando multi-comutacdo (Fig. 7, direita). Para ndo ocorrer mudancas
nos parametros fisicos, foi realizada a substituicdo das bombas solendide pelas valvulas
solendide e bomba peristaltica na mesma configuragdo do sistema MP. Desta forma, apenas a
unidade propulsora foi modificada, e o procedimento analitico foi mantido, seguindo as
mesmas estratégias de amostragem, mesmos valores de vazao e numero de pulsos. Para se
igualar aos volumes de cada pulso das bombas solendide, o volume dos “plugs” para as
solugdes direcionadas por V, e V; foi calculado para 8 ul, fixando-se o tempo de acionamento
da valvula solendide em 0,6 s com uma vazdo de 0,8 ml min”' (Fig.5, item 4.1). Desta forma,
V, e V; eram acionadas simultaneamente, inserindo 10 “plugs” de 8 ul de cada solugdo no
percurso analitico e, a seguir, V, era acionada transportando a mistura até o detector. A bomba
peristaltica neste sistema permanecia ligada, bombeando continuamente as solucdes
reagentes, sendo que para R, e R, era realizado um reciclo das solu¢des quando a vélvula
solenoide permanecia desligada. Para uma melhor comparacao, os reagentes foram inseridos a
“volume infinito” (Krug et al., 1981) para uma verificagdo mais geral da influéncia da
unidade propulsora. A influéncia da vazdo do fluxo transportador foi avaliada de 0,5 a 6,0 ml
min".

Apods a otimizagdo das variaveis envolvidas, o sistema MP foi aplicado a andlise de
farmacos e os resultados comparados com aqueles obtidos pelo método oficial da farmacopéia

européia, a titulagdo potenciométrica (Pharmacopée Europeénne, 1990).

4.3. Determinagao de fosfato em extratos de solos

O método selecionado para a determinagcdo de fosfato em extratos de solos
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compreende a classica reacdo de formacdo do azul de molibdénio (Dickman e Bray, 1940;
Murphy, 1962), a qual ja tem sido empregada desde a concepg¢do do primeiro sistema de
analises por injecdo em fluxo (Ruzicka e Stewart, 1975). Esta reagdo foi escolhida devido a
sua cinética reacional ser relativamente lenta e a sua ampla utilizagdo nos mais diversos
analisadores, resultando em uma metodologia bastante fundamentada e de facil comparacao.
O método envolve inicialmente a formagdo do heteropolidcido fosfomolibdico (amarelo),
resultante da reagdo do fosfato com Mo(VI) como heptamolibdato de amonio em meio acido
e, depois a reducdo dos heteropolidcidos com 4cido ascorbico resultando no azul de
molibdénio (Marckzenco, 1986). A estequiometria desta reacdo pode ser variada devido aos
diferentes heteropolidcidos que podem ser formados entre Mo(VI) e fosfato, possibilitando a
reducdo de até 6 elétrons equivalentes (van Staden e Taljaard, 1998). A reacdo de redugdo ¢ a
etapa determinante da velocidade reacional e seu melhor desenvolvimento ocorre em meio
acido. O azul de molibdénio possui maxima absor¢do na faixa de 650 - 850 nm (Motomizu e
Li, 2005).

Este método foi implementado no sistema MP (Fig.8, esquerda) para a verificagdo da
influéncia do fluxo pulsante na melhoria em sensibilidade analitica relativamente a um menor
tempo reacional e menor consumo de reagentes. Como sistema comparativo, o sistema MC
foi desenvolvido semelhantemente ao MP em todas as dimensdes (Fig.8, direita). O sistema
explorando fluxo pulsante compreendia quatro bombas solenodide, sendo trés com volume de
pulso de 8 ul para A, R; e R,, e uma de 25 pl para a solucdo transportadora. O procedimento
analitico envolvido esta descrito na Tabela 4. Antes de seu inicio todas as bombas solendide e
linhas de transmissdo eram preenchidas com as respectivas solucdes reagentes € amostra.
Apos, a solugdo transportadora era inserida por um numero adequado de pulsos a uma

freqiiéncia de 6,0 Hz para limpeza e estabilizacao da linha base.
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Figura 8. Diagrama de fluxos do sistema MP (esquerda) e MC (direita) para a
determinacéo de fosfato em extratos de solos. A = 0,0 - 20,0 mg 1" P-PO, em Mehlich I
(0,05 mol 1" HC1 + 0,012 mol 1" H,SO,); T = fluxo transportador (Mehlich I); R, = 5,0 x 10™
mol I heptamolibdato de aménio + 0,05 % (m/v) oxalato de potassio em 0,9 mol I'' H,SO4;
R, = 0,5 % (m/v) acido ascorbico; x = ponto de confluéncia; Pi = bombas solendide; Vi =
valvulas solendide; B = reator (50 cm); D = espectrofotometro (617 nm); F = frasco coletor de
residuos.

Para a formacao da zona de amostra, P, era acionada intercaladamente com P; + P, que
eram acionadas em simultaneo, formando se¢des de amostra e reagentes (A/R;+R») que foram
inseridas em duplicata (etapa 1). Apos a inser¢@o da zona de amostra, as bombas solendide P,
P; e P, eram desligadas e P, era acionada para transportar a mistura pelo reator até o detector
(etapa 2). Para a substitui¢ao da amostra (etapa 3), P, era acionada 15 vezes para a inser¢ao da

nova amostra e depois P, a transportava em dire¢do ao descarte passando pelo detector e

realizando a limpeza do sistema (etapa 4).

Tabela 4. Procedimento para a determinacao de fosfato no sistema MP.

Etapa Operagao Bomba solendide  Pulsos  Freqiiéncia
(volume/pulso) (n) (Hz)
1  Insercdo da zona de amostra Py (8 ul)/ P (8 pul) 2 0,3
+ Py (8 pul)
2 Transporte ao detector e aquisi¢do do P, (25 pl) 35 2,0
sinal analitico
3 Troca de amostra P, (8 pul) 15 6,0
4  Limpeza do percurso analitico e P, (25 pl) 40 6,0

obtengao da linha base
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O sistema explorando multi-comutacdo desenvolvido para a comparagdo compreendia
4 valvulas solenoide de trés vias que direcionavam a solugdes de A, R, e R, para o percurso
analitico; estas solucdes, com exce¢do da amostra, eram bombeadas continuamente por uma
bomba peristaltica e, quando a valvula permanecia desligada, as solu¢des eram recicladas para
o proprio frasco. Como descrito no item 4.1 os “plugs” foram mantidos como 8 pl, e para o
fluxo transportador a vazao foi idéntica a utilizada no sistema MP. O procedimento analitico
era analogo ao sistema com as bombas solenoide, as valvulas V,, V; e V4 sendo acionadas na
ordem V,/V3+V,, inserindo “plugs” de 8 pl, com duas repeticdes. Apos a formacao da zona de
amostra, a valvula V, era acionada por 60 s e transportava a mistura até o detector e frasco
coletor de residuos. Desta forma, ambos os sistemas apresentaram as mesmas caracteristicas
fisicas e temporais, com mudancas apenas na unidade propulsora de fluidos. As influéncias da
vazao referente as duas unidades propulsoras foram avaliadas relativamente as condi¢des de
mistura, rapidez nas analises e consumo de reagentes.

Diferentes estratégias de amostragem tais como amostragem bindaria, zonas
coalescentes e volume tnico foram exploradas. O volume total da zona de mostra também foi
avaliado variando-se o nimero de pulsos e “plugs” de 2 a 10 para cada solucdo (48 a 240 pl
de volume total). A freqiiéncia de pulsacao do fluxo transportador e durante a insercao da
zona de amostra no sistema MP foi avaliada de 0,3 a 4 Hz. Para o sistema MC, a vazio do
fluxo transportador foi avaliada de 0,1 a 3,0 ml min”. Espécies quimicas interferentes em
potencial foram testadas (item 3.2.3), bem como a adi¢do de agentes mascarantes. Outros
parametros, tais como concentragdo dos reagentes, pH e temperatura, ndo foram avaliados
minuciosamente devido a esta reacdo ja ter sido profundamente estudada e suas condi¢des
reacionais amplamente relatadas (Grassi et al., 2003; Estela e Cerda, 2005; Motomizu e Li,

2005). Desta forma, as melhores condi¢cdes foram mantidas, em funcdo de simplicidade e

robustez, como pH reacional 1,5 e temperatura de 25°C mantida sob ar refrigerado. As
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concentra¢des dos reagentes foram fixadas em 5,0 x 107 mol 1" heptamolibdato de aménio +
0,9 mol I H,SO4 em R, e em 0,5 % (m/v) de acido ascorbico em Ro.

Apds a otimizacdo dos dois sistemas, as amostras de extratos de solos foram
analisadas e os resultados comparados aos obtidos com o tradicional sistema de andlises por
inje¢do em fluxo. Este sistema ¢ utilizado em rotina no Laboratorio de Quimica Analitica

“Henrique Bergamin Filho” (Zagatto et al., 1981).

4.4. Visualizagdo da amostra dispersa explorando PLF

Para a visualizacdo da dispersdo da amostra do MP, o fluxo pulsante inerente as
bombas solendide foi explorado através da técnica de deteccdo de fluorescéncia induzida por
“laser”, PLF (do inglés “Polarized Laser Fluorescence”), utilizando Rodamina B (RB) como
amostra. As bombas solenoide foram empregadas no sistema explorando PLF desenvolvido
previamente por Quintella et al. (2004) que visualizou a dispersdo da amostra influenciada
pelo posicionamento da cela em um sistema de andlises em fluxo. A metodologia compreende
a excitacdo da RB induzida por um feixe de “laser”, resultando na radia¢do de fluorescéncia
que ¢ analisada e quantificada em suas componentes vertical e horizontal, diferenciadas por
um polarizador.

O sistema PLF esta ilustrado na Figura 9. Previamente ao experimento, o feixe de
“laser” (514,5 nm) era ajustado para incidir exatamente no ponto de inicio da leitura, ou seja,
em uma extremidade do tubo (parede) por um conjunto de lentes L; e por um polarizador P,
que garantia a polaridade vertical da radiacdo incidente. A cela de fluxo tubular
correspondente ao tubo de borosilicato estava fixa em um suporte conectado a um motor de
passo que proporcionava seu deslocamento. Um programa computacional QuickBasic 4.0,
controlava o motor de passo e realizava a aquisi¢do de dados. Uma varredura completa da

cela de fluxo tubular foi realizada, iniciando-se na parede externa do mesmo e finalizando na
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outra extremidade, resultando em um total de 40 pontos de incidéncia. No ponto de incidéncia
. It r 2 . A .
o feixe de “laser” possuia uma area de 0,031 mm” o que correspondeu a uma circunferéncia

de 0,01 mm de raio.

R I ==

PC

C

Figura 9. Diagrama do sistema de fluorescéncia induzida por “laser” polarizado. Fonte
de laser (514,5 nm); L, e L, = conjuntos de lentes; P, e P, = polarizadores; F = filtro optico
(550 nm); FD = fotomultiplicadora; Int = integrador; PC = microcomputador com interface; a
= suporte do tubo; b = cela de fluxo tubular; x = ponto de confluéncia; B, ¢ B, = bombas
solendide (8 ul); A = solugdo 1,3 x 10° mol I'' RB; R = MEG; C = frasco coletor. Para
detalhes, V. texto.

No inicio da varredura (primeiro ponto), o programa acionava a inser¢ao simultanea
de 10 pulsos de B, + B, (160 pl) no ponto de confluéncia x, que corresponde a solugcdo de RB
como amostra (A) e monoetileno glicol (MEG,) como diluente. Apds a inser¢do dos 10
pulsos, apenas B, era acionada para limpar o percurso analitico. Em simultaneo ao
acionamento das bombas solendide, o programa iniciava a aquisi¢ao dos sinais referentes a
fluorescéncia induzida, a qual era focalizada pela lente L, para o polarizador P, que coletava
apenas a componente vertical. Apos a andlise em triplicata desta componente, posicionava-se
o polarizador P, na horizontal e realizavam-se mais trés repeti¢cdes. Essas duas medidas eram
feitas em todos os pontos do tubo no sentido radial. A fluorescéncia discriminada pelo
polarizador P, era filtrada por F (A = 550 nm) para bloquear a radiacdo incidente do “laser”, e

atingia uma valvula fotomultiplicadora (FD) para transformagdo em corrente elétrica que era
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integrada e enviada ao computador. Os dados obtidos eram arquivados para posterior
tratamento.

Cinco experimentos para visualizagdo da dispersdo da amostra foram realizados, com
o tubo na posi¢cdo horizontal e na vertical. Desta forma, a influéncia da a¢do da gravidade
pode ser avaliado. Inicialmente, o tubo era posicionado na horizontal e o fluxo pulsante era
estabelecido inserindo-se 10 pulsos de RB + MEG (160 ul) a uma freqiiéncia elevada (3,0 Hz)
que corresponde ao primeiro experimento (E;). No segundo experimento (E,) estas condi¢des
foram mantidas, porém a freqiiéncia foi reduzida para 0,5 Hz. No terceiro experimento (E5)
um reator de 60 cm foi inserido entre o ponto de confluéncia e o tubo, para a visualizagdo da
dispersdo da amostra apds um percurso analitico fechado e sob pressao; com uma freqiiéncia
de pulsacao de 3,0 Hz. Para os dois ultimos experimentos (E4 e Es) o tubo foi posicionado na
vertical e inseriram-se 10 pulsos de RB + MEG com freqiiéncias de 3,0 Hz e 0,5 Hz,
respectivamente. Em todos os experimentos o “laser” era incidido na mesma distancia em
relacdo a saida da confluéncia.

O tratamento dos dados consistiu basicamente em transformar os sinais de
fluorescéncia adquiridos de suas componentes horizontal e vertical em um modelo. Através
do programa Origin 6.0, foi possivel montar uma matriz para cada experimento (Quintella et
al., 2004). Os resultados analiticos foram transformados em graficos de variagdo temporal da
distribuicao radial da concentracao de RB e em graficos da variacdo temporal da concentragao
de RB monitorada em trés linhas de fluxo (parede, intermediario e centro do tubo). Estes
graficos foram analisados e retirados seus principais parametros analiticos, tais como largura
do pico a meia altura (W) que define o comportamento da amostra em fungao do tempo, ¢ a
dispersdao (D = C¢/C) que define a relagdao da concentragdo da amostra inicial (Cy) com a

concentracdo da amostra dispersa (C).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desempenho das bombas solendide

A insercdo de reagentes e de amostra pelas bombas solendide constituintes do sistema
MP proposto se mostrou muito simples, rdpida e eficiente. De uma forma abrangente, a
mistura entre as solugdes ja se inicia no ponto de confluéncia e pode ser melhorada durante o
percurso analitico até o detector. Com estas caracteristicas, o diagrama de fluxos pode ser
bastante simplificado em seus par@metros fisicos. Como o volume dos pulsos e a fregiiéncia
de pulsacdo desempenham um papel fundamental na admissdo de todas as solucgOes
envolvidas, a exatiddo e a precisdo dos volumes providos pelas bombas solendide se
constituem em aspectos muito importantes a serem considerados no projeto do sistema. Desta
forma, antes de as bombas solendide serem empregadas no sistema de andlises em fluxo, a
exatidéo e precisdo dos volumes envolvidos foram avaliadas para diferentes volumes de pulso
e frequéncias de pulsagdo. A precisdo dos volumes envolvidos foi expressa em termos de
desvio padréo relativo (d.p.r.), e a exatiddo, em termos de o erro relativo (e.r.), calculado
como a diferenca entre o valor esperado (tedrico) e 0 mensurado (experimental), conforme
preconizado por Skoog et a. (2002).

Observou-se uma boa precisdo das medidas volumétricas (Tab. 5), pois o d.p.r. se
situou dentro da margem de erro prevista pelo fabricante (d.p.r.tan), que corresponde a 3,0 %
para as bomba solendide de 25 e 50 pl, e o valor correspondente & bomba solendide de 8 pl
ndo sendo informado (BioChem Valve, 2005). Com relacdo a exatidao, os erros relativos se
apresentaram baixos, conforme mostra a Tabela 5, 0 que demonstra a alta confiabilidade na
utilizacdo destas bombas solendide. Deve-se salientar que estes valores de er. se referem a
um curto periodo de tempo de utilizac&o (< 2 h) e a uma freqiéncia de pulsacéo relativamente

baixa (1,0 Hz).
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Tabela 5. Precisdo e exatidao referentes aos volumes providos pelas diferentes bombas
solendide. Valores se referem a 50 pulsos de agua destilada a uma fregiiéncia de 1,0 Hz, para
trés repeticoes.

Volumede  Gravimetria d.p.r. Tedrico (d.p.Ntan er.
Pulso () gy (%) (uh) (%) (%)
8 402 + 4 0,57 400 - 0,5

25 1242 + 4 0,31 1250 3,0 -0,6

50 2562 + 6 0,25 2500 3,0 25

Para averiguacéo da precisdo e exatidao das bombas solendide quando aplicadas em
analises de rotina, as mesmas foram acionadas durante um periodo de 8 h a uma fregiiéncia de
4,0 Hz e amensuracdo dos volumes correspondentes a 50 pulsos foi realizada por gravimetria
em intervalos de 2 h, com trés repeticdes (Fig. 10, direita). Observaram-se aumentos em d.p.r.
para maiores tempo de utilizacdo, mas os vaores relatados pelo fabricante ndo foram
superados. Com relagdo a exatiddo, apenas a bomba de 50 ul apresentou um erro relativo
maior do que o preconizado (e.r. > 5,0 %). Isto provavelmente ocorreu devido ao seu maior
consumo de energia provocar um aguecimento no solendide para maiores periodos de tempo
de utilizagdo, prejudicando seu funcionamento, o que se reflete diretamente na exatidéo.

Outro parametro que influenciou a precisdo volumétrica das bombas solendide foi a
freqiéncia de pulsacéo, a qua foi avaliada como descrito no item 4.1. Variagdes deste
pardmetro ndo resultaram em alteracdes pronunciadas na repetibilidade, para freqiiéncias até
5,0 Hz (d.p.r. < 1,5 %) para todas as bomba solendide testadas. Acima desta frequéncia
apenas a bomba solendide de 8 ul apresentou boa repetibilidade (d.p.r. < 1,0 %), ja com as de
25 e 50 ul uma piora (d.p.r. > 3,0 %) foi observada (Fig. 10, esquerda). Isto também se deve

a0 aguecimento interno do solendide influenciar no desempenho destas unidades propul soras.
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d.p.r. (%)
w
d.p.r. (%)
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Figura 10. Influéncia da frequéncia de pulsacdo (esquerda) e do tempo de operacéo
(direita) das bombas solendide na precisdo volumétrica. Curvas a, b e c correspondem a
volumes de pulsos de 8, 25 e 50 ul. Medidas realizadas em triplicata.

As medidas gravimétricas descritas acima foram realizadas com as bombas solendide
fora do sistema analitico, pois o percurso analitico e cela de fluxo poderiam proporcionar uma
pressdo hidrodindmica contréria e interferir no volume de pulso a ser inserido. Para esta
verificagdo, os volumes de &gua bombeados foram gravimetricamente avaliados, sendo o
frasco coletor colocado ou imediatamente apds 0 bombeamento (ponto z — Fig. 2), ou apds um
percurso analitico de 250 cm e uma cela de fluxo de 120 ul (F - Fig. 2). Pouca influéncia foi
observada na exatiddo dos volumes (e.r. < 1,5%), mesmo para a bomba solendide de 8 ul, que
apresentou e.r. < 0,8 %. Entretanto, foram notadas alteragées no modo como o liquido saia da
tubulacéo em direcéo ao frasco coletor, em funcdo da variacéo de pressdo hidrodinamica.

Em geral, o liquido atingia o frasco coletor em forma de jatos de solucdo, cada um
correspondendo a uma pulsacéo da bomba solendide. O estabel ecimento destes jatos se deve a
Subita pressdo hidrodinamica correspondente a alta velocidade linear média do fluxo durante a
etapa de admissdo do volume de pulso no sistema. Este efeito determinava ainda a
movimentacdo das linhas de transmiss&o e do conector x (Fig. 2) a cada pulso gerado, sendo

mais evidente para menores percursos analiticos. Para um percurso analitico de 250 cm,

incluindo ainda a cela de fluxo de 120 ul, a pressdo dos jatos foi amenizada, resultando em
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um gotejamento semelhante aquele observado para fluxos constantes. Deve-se salientar que,
em menor extensdo, este efeito tem sido observado em relacdo a bombas peristélticas
empregadas sob condig¢des de maiores pressdes hidrodinamicas. Como estas bombas operam
de forma continua, em geral ocorre rompimento nos conectores apds o estabelecimento da
movimentagdo das linhas de transmiss@o. No caso de bombas solen6ide, rompimento do
percurso analitico ndo é em geral observado por existir um intervalo de tempo durante a qual
ndo ocorre bombeamento, o que permite acomodagdo de pressao.

O efeito acima mencionado (ocorréncia de jatos de solugdes) € em geral benéfico para
as condicdes de mistura das solucdes. Desta forma, as linhas de transmisséo entre a saida da
bomba solendide e o ponto de confluéncia devem ser as menores possiveis.

O efeito foi mais relevante em relag@o as bombas solendide de 25 e 50 ul acionadas
simultaneamente. Entretanto, a pressdo resultante ndo prejudicou ainsercéo de pulsos de 8 pl,
0 que foi verificado inserindo-se individual ou simultaneamente a solugdo colorida no ponto
de confluéncia. Contaminagdo entre as solucdes confluentes também ndo foi observada
resultando em uma eficécia da “check-valve’, cujo objetivo € evitar o retorno das soluctes
para o interior da bomba solendide.

Com a inser¢do simultanea de uma solugéo colorida e um diluente em confluéncia
empregando-se bombas solen6ide um tipo de mistura cadtica foi estabelecido, onde as
solugbes se movimentavam de maneira desordenada, efeito este bastante distinto
relativamente ao emprego de fluxo constante. Neste sentido, avaliou-se a homogeneizacéo das
solugdes no ponto de confluéncia estudando-se a influéncia da fregiiéncia de pulsagéo e do
comprimento do reator na dispersdo de uma solucéo colorida. Como método comparativo, o
sistema MC foi também utilizado (Fig. 4, item 4.1). Todos os parametros fisicos foram
mantidos para ambos os sistemas, a excegdo da unidade propul sora.

Com relacdo a influéncia da frequiéncia de pulsagdo, nenhuma variagdo em magnitude
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do sinal analitico foi observada relativamente ao sistema MP (Fig.11, esquerda) para as
vazdes estudadas (0,1 a 6,0 ml 1™%). Neste sentido, o tempo de condicionamento da amostra
dentro do percurso analitico ndo influenciou na dispersdo da solugdo corante quando o fluxo
pulsante foi aplicado. Isto pode ser explicado pelo fato de este fluxo prover uma rapida
homogeneizac&o das solugdes ja no ponto de confluéncia, e a parada do fluxo entre cada pulso
durante o transporte no percurso analitico ndo influir na dispersdo. A influéncia quase
desprezivel do tempo de parada na dispersdo pode ser explicada considerando-se que a
dispersdo é resultado da agdo conjunta da conveccéo e da difusdo (Vanderslice et a., 1986;

Ruzicka e Hansen, 1988) e que a convecgdo cessa durante a parada do fluxo.

A 06
05| b
04 [
03} b
02 a
01
0 ‘ , ‘ , ,
0 2 4 0 50 100 150 200 250 300

Vazdo (ml min?) Comprimento do reator (cm)

Figura 11. Influéncia da vazdo (esquerda) e do comprimento do reator (direita) na
dispersdo da solucdo de VBC. A Figura se refere & insercéo de 8 pulsos de 30,0 mg I* VBC
nos sistemas MP (a) e MC (b).

A baixa influéncia da freqliéncia de pulsacéo na dispersdo (Fig. 11, esquerda) pode ser
exemplificada para vazdes muito baixas como 0,1 ml min®, que corresponde a uma
freqiéncia de pulsacéo de 0,2 Hz para a bomba solendide de 8 ul, ou sgja, uma parada entre
pulsos de 5 s. Neste periodo o transporte dos elementos de fluido é minimo, dependente
apenas dos processos difusivos;, como ndo ha reacdo quimica envolvida, a dispersdo se torna

dependente apenas do nimero de pulsos e do volume de pulso, no caso constante. Este
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resultado confirma que a dispersdo ocorre mais efetivamente quando a zona de amostra esta
em movimento através do percurso analitico, e praticamente cessa quando a zona de amostra é
parada. O processo de dispersdo neste sistema se torna entdo dependente do numero de pulsos
que é proporcional a distancia percorrida. E interessante observar que a auséncia de dispersio
durante o periodo entre pulsos das bombas solendide ja foi relatada quando as estratégias
“stopped-flow” (Ruzicka e Hansen, 1979) e injecdo hidrodinamica (Zagatto et al., 1986a)
foram implementadas em sistemas de analises por injecdo em fluxo. A parada no fluxo entre
cada pulso é inerente ao sistema MP, e pode ser claramente notada nos registros dos sinais
analiticos para uma solucdo colorida (Fig. 12).

Com relagdo ao sistema com fluxo constante, observou-se um valor de vazédo
correspondente a minima dispersdo da amostra, o que foi também relatado para sistemas de
andlises por injecdo em fluxo (Ruzicka e Hansen, 1979; Ruzicka e Hansen, 1988). Assim,
quando a vazdo foi aumentada até 1,0 ml min?, uma diminuicdo do sinal andlitico foi
observada; com um aumento da vazéo para valores acima daquele, ocorreu uma dispersao
menos pronunciada (Fig. 11, esquerda). Estes resultados demonstram uma maior influéncia da
variagdo temporal no deslocamento dos elementos de fluido no fluxo constante, ja
demonstrados em muitos modelos matematicos devido a sua caracteristica de regime de
escoamento laminar (Vanderdlice et al., 1981). A dispersdo sob fluxo constante se mostrou
mais dependente da vaz&o quando esta era menor do que 3,0 ml min™. Sob fluxo laminar, a
presenca de |&minas vizinhas escoando a diferentes velocidades lineares leva a uma dispersao
axial maior relativamente ao sistema MP. Neste sentido, os picos resultantes do sistema MP
ndo apresentaram um alargamento t&o grande quanto os do MC, salientando as diferencas
destes dois tipos de fluxos (Fig. 12).

Para a avaliagéo da influéncia do comprimento do reator na dispersdo do corante (30,

150 e 250 cm), fixou-se a vazéo da solucdo transportadora em 2,2 ml min™. A dispersio do
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corante no sistema MP aumentou com o0 percurso analitico, sendo este efeito mais
pronunciado relativamente ao sistema MC (Fig.11, direita). Este fato pode ser explicado
considerando-se que o fluxo pulsante possibilita uma excelente homogeneizagdo em virtude

de suas caracteristicas de escoamento. Este efeito foi observado para todos os comprimentos

de reator testados.
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Figura 12. Influéncia da vazao nos sinais de VBC. A Figura serefere ainsercdo de 30,0 mg
I VBC nos sistemas MP e MC (Figs. 2 e 4); a, b, ¢ e d correspondem a vazdes de 0,7, 1,4,
2,7 e4,6 ml min™ com um reator de 30 cm.

A flexibilidade das bombas solen6ide em um sistema MP permitiu a implementacdo
eficiente de diferentes estratégias de amostragem sem a necessidade de mudancas na

arquitetura do médulo de andlises. Desta forma, estratégias tais como amostragem binéria

(Reiset a., 1994), zonas coa escentes (Carneiro et al., 2002b) e amostragem em volume nico
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foram estudadas empregando-se solucdo colorida como amostra. A dispersdo da zona de
amostra para as trés estratégias foi similar, ndo ocorrendo variagdes pronunciadas nalargura e
altura dos picos registrados. Desta forma, as interagOes amostra/fluxo transportador inerentes
a estas diferentes estratégias de amostragem podem ser melhor verificadas quando o sinal
monitorado depender da ocorréncia de umareacéo quimica em linha, como descrito no item a
Seguir.

Como um compromisso entre precisao e exatiddo analiticas, a freqiéncia de pulsacdo
foi selecionada como até 5,0 Hz para as bombas de 25 e 50 pul e até 10 Hz para a de 8 pl.
Entretanto, sob condi¢cdes de andlises de rotina, freqiéncias mais baixas devem ser usadas
para bombas de 8 ul (até 5,0 Hz). Nestas condicdes, erros relacionados com o tempo de
operacdo se encontraram dentro do intervalo indicado pelo fabricante. A utilizagdo das
bombas solendide em sistemas portéteis ja se encontram em desenvolvimento e os resultados
obtidos por Rocha et al. (2005) se mostraram bastantes confiaveis para seu acionamento por

um longo periodo.

5.2. Determinacéo espectrofotométrica de bromexina

Inicialmente, testes em “batch” envolvendo a variagdo da ordem de adicdo dos
reagentes, agitacdo mecanica e obtencéo de espectros do produto reaciona formado foram
realizados. Verificou-se que aformagdo do produto depende de ambos os fatores relacionados
amistura dos reagentes e o comprimento de onda correspondente a maxima absorc¢ao foi o de
550 nm. Maior sensibilidade foi verificada quando MBTH era misturado primeiramente com
aamostra, e depois com o0 agente oxidante Ce(1V). Nestas condicdes, o tempo para se obter a
formagéo quantitativa do produto colorido foi de 10 min sem agitacdo. Com agitacdo manual
o tempo diminuia para5 min, o que fez desta reagdo um excelente exemplo para a verificacdo

das potencialidades das bombas solen6ide no sistema de andlises em fluxo envolvendo
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reacOes quimicas relativamente lentas.

A implementac8o desta reagdo no sistema MP teve inicio com aplicagéo de diferentes
estratégias de amostragem, tais como amostragem bindria, zonas coal escentes e volume anico,
as quais redlizavam a inser¢do intercalada, simultdnea e sequencia de A e Ry,
respectivamente. Para as trés estratégias, os nimeros de pulsos de A e R, foram variados de 2
a 18 (32 a 288 ul de zona de amostra), os quais eram inseridos no percurso analitico no ponto
de confluéncia x (Fig.7, esquerda) e posteriormente misturados com R; durante a passagem
pelo reator. As estratégias de amostragem binaria e de zonas coal escentes apresentaram boa
capacidade de homogeneizacdo até 14 pulsos, e para esta Ultima, um maior sinal analitico foi
observado. Apés esse valor, houve uma diminuicdo em magnitude do sinal analitico
resultando em picos duplos caracteristicos de mescla deficiente entre as zonas reagentes
envolvidas (Fig.13). Como o comprimento do reator foi mantido em 50 cm, a condicdo
selecionada para a continuidade do trabalho foi a inser¢éo de 10 pulsos de A+R; explorando
zonas coal escentes, como um compromisso com sinal analitico e consumo de reagentes. Esta
estratégia levou a melhor repetibilidade anditica (d.p.r. < 0,8%) com relagdo a amostragem

binaria (d.p.r. < 1,5%).
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Figura 13. Influéncia do volume da zona de amostra. A figura se refere a 100,0 mg I
bromexina introduzida por amostragem binaria (direita) ou explorando zonas coalescentes
(esquerda) nos sistema MP (Fig.7, esquerda).
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Para a estratégia explorando volume unico, a amostra foi inserida semelhantemente ao
sistema com alca de amostragem de um sistema de andlises por injecdo em fluxo. Neste
experimento, a seqiiéncia Ry/A/R; foi estabelecida e os nimeros de pulsos de amostra e de
reagentes foram variados. Entretanto, aplicacdo desta estratégia resultou em mé interacéo
amostra/reagentes ja com um baixo volume de zona de amostra (80 ul), verificando-se o
estabelecimento de picos duplos quando o reator de 50 cm era empregado. Melhorias nesta
condicdo foram observadas quando reatores maiores foram empregados (> 100 cm), porém a
freqUéncia analitica era comprometida. Desta forma, a melhor condicéo de trabalho para esta
reacdo foi a exploracdo de zonas coalescentes entre A e R, (10 pulsos) que eram inseridas no
percurso analitico preenchido com a solugdo transportadora que também realizava o papel de
reagente oxidante.

Desta forma, o reagente R; foi mantido como solucdo transportadora. A deciséo de se
utilizar o reagente oxidante como solucdo transportadora foi devido a uma maior
simplificacdo do sistema e ao fato de a sensibilidade analitica ser bastante dependente da
ordem de adicdo das solucbes. Para isto, foi desenvolvido um sistema com uma bomba
adicional de 8 pl para a propulsdo de uma soluco transportadora a 0,36 mol I H,S0,, que
também foi ligada ao ponto de confluéncia. As trés estratégias de amostragem acima descritas
foram aplicadas nesta situagdo, bem como a variagdo do nimero de pulsos. Dentre as trés
estratégias aplicadas, apenas a de volume Unico apresentou resposta em sinal analitico, porém
com menor magnitude relativamente ao experimento anterior (com R; na solugdo
transportadora). Com a inser¢éo de mais uma bomba de mesmo volume de pulso no ponto de
confluéncia, a amostra foi diluida, comprometendo o desenvolvimento reacional. Entretanto,
MesMOo com um aumento no nimero de pulsos, ndo houve melhoria em magnitude do sinal,
devido provavelmente a ordem de adicdo das solucdes ser um fator importante para o

desenvolvimento desta reacéo.
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Para o0s experimentos acima envolvendo as diversas estratégias de amostragem foram
utilizadas bombas com volume de pulsos de 8 ul (P;, P, e P5, Fig.7) para as trés solucdes,
objetivando-se uma melhor homogeneizacdo das solugbes com menor volume de pulso.
Outros volumes como 25 e 50 ul poderiam ter sido utilizados, porém com estes volumes de
pulsos, um reator mais longo era necessario para efetuar uma adequada homogeneizagdo para
zonas de amostra acima de 2 pulsos para cada solugdo. Desta forma, como um compromisso
entre consumo de reagentes, homogeneizacdo das solucdes e freqliéncia andlitica todas as
bombas foram de 8 ul por pulso.

Como a solucéo reagente R; obteve também a funcdo de solucdo transportadora, a
influéncia da fregiiéncia de pulsacdo (vazéo) foi avaliada de 0,5 a 6 Hz, resultando em sinais
analiticos bastante semelhantes até 2,0 Hz. Entretanto, acima deste valor observou-se um
aumento na magnitude do sinal analitico, resultando em melhores condi¢fes reacionais com
maiores frequéncias de pulsacdo (Fig.14). Estes resultados foram concordantes com agueles
realizados em “batch”, o que demonstra a melhoria no desenvolvimento reacional através da
agitacdo mecanica. Neste sentido, com o aumento da fregiiéncia de pulsacdo, um aumento na
agitacdo dos elementos de fluido foi observado, ocasionando melhor interacdo entre as

espécies quimicas envolvidas. Destaforma, a freqliéncia de 6,0 Hz foi selecionada.

A 020
0.16
0.12

b
0.08 /

0.04

0

Frealiéncia (Hz)

Figura 14. Influéncia da frequéncia de pulsacédo da solucdo transportadora. A figura se
refere ainsercdo de 10 pulsos de A+R; no sistema da Fig.7, ab e ¢ correspondem a 0, 100 e
200 mg I"* bromexina.
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O comprimento do reator foi avaliado de 25 a 300 cm, resultando em uma leve
diminuicdo do sinal analitico com o aumento do reator, sendo entdo selecionada 0 mais curto
como um compromisso com afregiiéncia analitica.

Para se obter mais informacdes referentes a cinética reacional, aplicou-se a estratégia
de "stopped-flow" (Ruzicka e Hansen, 1979), parando-se a bomba P; do transportador quando
0 pico maximo era atingido. Observou-se um sinal analitico crescente a partir de 10 min,
resultando em uma reacdo relativamente lenta. Com a parada de fluxo realizada no reator,
pouca melhoria em sensibilidade foi notada, demonstrando entdo que esta reacdo ndo €
afetada por um efeito difusivo dos elementos de fluido e ssim pela agitacdo provocada pelo
fluxo pulsante. Isto foi também comprovado quando os reagentes foram propulsionados a
“volume infinito” descrito a seguir.

Com relacéo a acidez do ambiente reacional, a concentracéo de H,SO, foi variada de
0,09 a 1,44 mol I* en R, e R, (Fig.15) e ja no preparo de solugdes observou-se uma
precipitacdo de sulfato de cério (IV) em menores concentragbes (0,09 e 0,18 mol |7
inviabilizando o estudo nesses valores. Acimade 0, 20 mol 1™ (0,36 e 0,72 mol 1™t H,S0,), foi
possivel solubilizar totalmente o sulfato de cério (1V) e empregar no sistema MP, obtendo-se
mel hores resultados analitico com 0,36 mol 1™ (r = 0,995, n=3). Acimade 0,5 mol I™* H,SO,, a
elevada acidez torna a reacdo mais lenta, diminuindo o sina analitico, resultando também em
efeito Schlieren pronunciado (Dias et a., 2006).

Quanto & concentragdo de Ry, esta foi variada entre 1,2 x 10° e 5,0 x 102 mol 1%, e
observou-se a formacao de precipitado de sulfato de cério (1V) para concentragfes acima de
2,0 x 102 mol I"t. Abaixo deste valor, houve resposta linear apenas nas concentragdes entre
7,5x 10° e 10 x 10° mol I (r > 0,997, n = 3), as quais resultaram em adequados valores de
absorbancia, sendo entdo selecionado o menor valor (Fig.16, direita). Sob condicBes mais

amenas (< 7,5 x 10° mol 1Y) a pouca quantidade de reagente ndo permitiu um bom
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desenvolvimento reacional (r < 0,710, n = 3). Com relagdo a concentracéo de R,, 0 sinal
analitico aumentou até 4,0 x 10° mol I MBTH e entdo diminuiu pronunciadamente,

resultando esta condi¢cdo a mais apropriada (Fig. 16, esquerda).

A

0,20 ¢
016
0,12}

0,08:*

O | | | L |
0 50 100 150 200 250

Bromexina (mg ™)

Figura 15. Influéncia da concentracdo do acido sulfarico. A figura se refere a insercdo de
10 pulsos de A+R; no sistema da Fig.3; a, b e ¢ correspondem a 0,72, 0,50 e 0,36 mol I
H.SO4 em R; e Ry, respectivamente.
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Figura 16. Influéncia da concentracao dos reagentes Ce(IV) e MBTH. A figurasereferea
inserc&o de 10 pulsos de 100,0 mg I™* bromexina no sistema da Fig.7.

A temperatura reacional foi aumentada de 18 a 60 °C, resultando em uma leve
melhora de sinal analitico até 30 °C e depois estabilizando (Fig.17). Deste modo foi escolhida
atemperatura ambiente de 25 °C devido a facilidade de operacéo e boa sensibilidade analitica

(r > 0,995, n = 3). Ainda, acima de 50 °C, aparecimento de algumas bolhas no percurso

analitico prejudicava o monitoramento da reagéo.
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Figura 17. Influéncia da temperatura na determinacéo de bromexina. A figurasereferea
inserc&o de 10 pulsos de 200,0 mg I™* bromexina no sistema da Fig.7.

Apds a otimizagdo de todos os paréametros do sistema MP, o fluxo pulsante foi entdo
comparado ao sistema MC que emprega fluxo constante. Para esta avaliagdo, as melhores
condicdes resultantes dos experimentos envolvendo os parametros fisicos e temporais foram
empregadas no sistema MC (Fig.7, direita). A Unica modificagdo foi o tipo de unidade
propulsora, a qual foi avaliada sem mudangas na arquitetura do sistema, no procedimento
operacional e nas condicdes reacionais (item 4.2).

Neste sentido, as curvas analiticas de bromexina (0,0 - 250,0 mg I™) foram obtidas
para ambos 0s sistemas nas mesmas condic¢des e observou-se uma pior sensibilidade analitica
para 0 sistema MC (Fig.18), mostrando que o fluxo constante ndo influencia tanto o
desenvolvimento reacional como acontece com o fluxo pulsante. Isto demonstra que o tipo de
fluxo proveniente das bombas realmente provoca agitacdo dos elementos de fluido, ao passo
gue o fluxo laminar ndo impde essa condicdo e ndo favorece a mistura dos reagentes.

Para uma verificacdo mais direta da influéncia do tipo de unidade propulsora, as
solugbes reagentes e amostra foram inseridas a “volume infinito” nos dois sistemas.
Observou-se que o sina analitico para o sistema MP dobrou em magnitude, entretanto,

minimas variagdes foram observadas para o sistema MC. Estes resultados demonstram a



85

excelente condicdo de mistura proveniente do fluxo pulsante das bombas solendide, bastante

diferenciado do fluxo laminar. As diferencas em sensibilidade analitica estéo descritas na

Tabelab.
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Figura 18. Curvas analiticas. Nafiguraae b representam sistemas MC e MP.

Tabela 6. Coeficientes das curvas analiticas para a determinag¢do de bromexina nos
sistermas multi-impulséo e multi-comutacdo. A tabela se refere as medidas realizadas em
triplicata. Sistema analitico e “volume infinito” se referem ao procedimento analitico descrito
na Tab.3 e ainser¢éo dos reagentes e amostra a volume infinito.

Parémetros Sistema analitico Volumeinfinito
MP MC MP MC
Coeficiente angular 0,0008 0,0004 0,0019 0,0004
Coeficiente linear 0,0201 0,0181 0,0426 0,0107
Coeficiente de correlagdo 0,9989 0,9781 0,9985 0,9696

A agitacdo dos elementos de fluido causados pelo aumento da freqiéncia de pulsacéo
das bombas solendide demonstrou uma melhoria no desenvolvimento desta reacdo. Para
verificar esta condi¢cdo no sistema MC, a influéncia da vazéo da solugdo transportadora foi
avaliada entre 0,38 e 3,0 ml min™, analogamente ao que foi avaliado no sistema MP (Fig.14).

A partir da Figura 19 pode-se concluir que com o0 aumento da vaz&o nédo ocorre melhoria no
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desenvolvimento reacional. Como este tipo de fluxo possui regime de escoamento laminar, 0os
elementos de fluido contendo as espécies quimicas foram apenas redistribuidos no sentido
axial com pouca interagéo radial, ndo realizando um transporte mais agitado e desordenado
como acontece no fluxo pulsante. Pode-se entdo concluir que o regime laminar para reagoes
que necessitem agitacdo ndo é eficaz. Em geral, as melhores condigdes de mistura do sistema
MP e seu comportamento bastante diferenciado relativamente ao sistema MC demonstrados
claramente nos experimentos acima levam ao questionamento sobre o tipo de fluxo envolvido,

0 que sera discutido no item 5.4.
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Figura 19. Influéncia da vazdo de R; no sistema MC. Na figura, os sinais analiticos
correspondem a insercdo de 10 “plugs’ de 100,0 mg I bromexina no sistema da Fig.7,
direita

ApoOs todas as avaliacOes e verificagcbes de suas condicbes de mistura através de
experimentos comparativos, as amostras de farmacos foram processadas apenas no sistema
MP devido a limitagdo em sensibilidade analitica do sistema MC nas condic¢des de trabalho
otimizadas (Tab.7). Espécies interferentes usuamente utilizadas como excipientes em
comprimidos e xaropes, tais como sacarose, lactose, galactose, amido, benzoato de sodio e
estereato de magnésio foram adicionados a uma concentracdo de 1,0 g I*. Nenhuma

influéncia destes compostos foi observada, considerando um desvio relativo de 1,5 % em
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absorbancia. A curva analitica se apresentou linear (y = 0,0008x + 0,0235, r = 0,9978, n = 6)
até 400,0 mg I™* de bromexina (Fig.20) e o limite de deteccdo foi estimado em 2,0 mg I

bromexina como 3c do branco (Skoog et al., 2002).
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Figura 20. Curva analitica para a determinacéo de bromexina.

Tabela 7. Resultados obtidos na determinacdo de bromexina em formulacdes
farmacéuticas. Dados analiticos realizados em triplicata.

Amostra Formulacéo Resultados obtidos

SistemaMP Método oficial

Lisomucin (soluggo) (mg mi™) 2,0 2,09+ 0,01 2,03+ 0,01
Lisomucin (xarope) (mg ml™) 1,6 1,65+ 0,05 1,59+ 0,04
Bisolvon (comprimidos) (mg) 8,0 8,30+ 0,18 7,98 £ 0,22

Como método comparativo, o doseamento do cloridrato de bromexina por titulacéo
potenciométrica com hidroxido de sodio (Pharmacopée Europeéne, 1990) foi realizado. Paraa
comprovagéo da exatiddo analitica foi aplicado o teste t de Student, obtendo-se te, (1,382) <
tian (4,303) para um nivel de confianca de 95% (n = 3). O sistema foi estavel apresentando

uma fregtiéncia analitica de 300 h, (d.p.r. < 1,5%; n=10), com deriva de linha base < 0,01
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absorbancia por hora. As bombas solendide foram testadas em uma situagdo de rotina sem

apresentar alteragOes, chegando a apresentar um tempo de vida bastante extenso (> 6 meses).

5.3. Determinacéo espectrofotométrica de fosfato em extratos de solos

A avaliagdo do fluxo pulsante na determinagdo de fosfato envolvendo a formagéo do
azul de molibdénio teve inicio com a comparacdo com o fluxo constante (sistema MC),
conforme descrito no item 4.3. O sistema MP foi desenvolvido com todas as bombas
solendide ligadas ao ponto de confluéncia (Fig.8), onde amostra e reagentes era admitidos
para insercdo no percurso analitico. Assim, os volumes de pulsos das bombas foram
selecionados como 8 pl para amostra e reagentes como um COMPromisso com
homogenei zacdo das solucbes e consumo de reagentes; para o fluxo transportador uma bomba
solendide de 25 pl foi utilizada para prover rapidez na etapa de limpeza do sistema. Estas
mesmas condi¢des foram implementadas no sistema MC.

Diferentes estratégias de amostragem foram avaliadas nos dois sistemas da Figura 8,
como amostragem binaria, zonas coal escentes e volume Unico, objetivando um compromisso
com sensibilidade analitica, condigBes de mistura e repetibilidade analitica (d.p.r. < 1,0%).
Neste sentido, amostragem bin&ria envolvendo amostra e reagentes resultou em sinais
analiticos de maior magnitude com boa repetibilidade para ambos os sistemas. Nesta
estratégia um pulso de amostra era inserido entre pulsos de R;+R; (inseridos
simultaneamente) resultando em uma porcéo de zona de amostra. Esta por¢cdo poderia se
repetir quantas vezes necessarias até a formacao da zona de amostra desgjada. Este parametro
avaliado, variando-se de 2 a 10 pulsos de A/R;+R;, resultando em zonas de amostra de 48 a
240 pl. Observou-se melhoria em sensibilidade analitica (r > 0,998, n = 3) com o aumento do
volume da zona de amostra para o sistema MC; para o sistema MP, a mesma tendéncia foi

observada, mas ndo com a mesma magnitude em sinal analitico (Fig.21).
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Figura 21. Influéncia do volume da zona de amostra nos sistemas MC (esquerda) e MP
(direita). A figura se refere ao sistema da Fig. 8; a— e correspondem a 48, 96, 144, 192 e 240
pl; sinais analiticos se referem a0,0 - 5,0 - 10,0 - 15,0 € 20,0 mg | P-POs.

Para 0 sistema MP, ndo houve muita variacdo em sensibilidade analitica e magnitude
do sinal para valores acima de 144 ul, provavelmente devido ao fato de que o coeficiente de
dispersdo ja era préximo a 1,0. Acima deste valor pouca influéncia do fluxo pulsante foi
observada. Neste sentido, o tempo de residéncia no sistema MP se torna muito prejudicado
pela sua caracteristica fluidica de parada de fluxo entre cada pulso gerado. Considerando
entdo esta caracteristica como um fator positivo para o desenvolvimento reacional, o intervalo
de tempo entre cada pulso foi variado através de gjustes na frequiéncia de pulsacéo. Esta foi
variada de 0,3 a 5,0 Hz em experimento envolvendo ainsercéo de 8 pulsos (192 ul).

Os resultados mostram gque a medida em que se diminui a freqiéncia, ou sgja, se
aumenta o tempo de parada do fluxo entre cada pulso, a sensibilidade analitica melhora e os
sinais analiticos se pronunciam (Fig.22). Com um maior tempo de parada do fluxo, as
espécies quimicas contidas nos elementos de fluidos puderam se difundir e se converter em
produtos de maneira mais pronunciada relativamente a uma maior frequéncia de pulsacéo.
Assim, o sistema explorando MP proporcionou uma excelente condicdo de mistura para esta
reacdo envolvendo uma outra caracteristica de seu tipo de fluxo, a parada entre os pul sos.

Para a comparagdo da melhoria resultante da parada no fluxo do sistema MP, as duas
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curvas analiticas resultantes do mesmo volume de zona de amostra (192 pl) nos sistemas MP
e MC foram plotadas (Fig.23). Para o sistema MP a unica modificacéo foi na freqiiéncia de

pulsacdo durante ainsercdo de amostra e reagentes (0,3 Hz).
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Figura 22. Influéncia da frequéncia de pulsacdo durante a insercdo da zona de amostra.
A figura se refere a curvas analiticas com inserc¢éo de 8 pulsos (0,0 - 5,0 - 10,0 - 15,0 - 20,0
mg |* P-PO,) obtidas com o sistema MP da Fig.8, esquerda.
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Figura 23. Curvas analiticas para determinacéo de fosfato em extratos de solos. A figura
se refere a curvas analiticas (0,0 - 5,0 - 10,0 - 15,0 - 20,0 mg |I* P-PO,) com insercdo de 8
pul sos a frequiéncia de pulsagéo de 0,3 Hz para sistema MP. Detalhes V .texto.

Com este resultado pode-se inferir que a freqiiéncia de pulsagédo durante a insercdo da

zona de amostra pode realmente melhorar o desenvolvimento da reacéo através do periodo de
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parada do fluxo entre cada pulso. Esta caracteristica pode ser empregada no sistema MC
através do desligamento da bomba peristéltica por um determinado periodo de tempo ap6s a
mistura entre reagentes e amostra ja ter sido realizada. Outro parémetro que também pode
influenciar no desenvolvimento reacional no sistema MC € a vazdo, pois a medida que a
vazao diminui, uma maior dispersdo dos elementos de fluido ocorre proporcionando uma
maior interacdo entre as espécies quimicas reativas. Para o fluxo pulsante em geral isto
também ocorreu, mas resultante de uma outra condicéo fluidica, onde o principal fator esta
relacionado com a parada de fluxo entre os pul sos.

A frequéncia de pulsacdo do fluxo transportador foi avaliada de 0,3 a 4,0 Hz e pouca
variagdo em magnitude do sina analitico e sensibilidade foi notada Isto pode estar
relacionado com a menor dispersdo que este fluxo provoca e pelo fato de a bomba do fluxo
transportador fornecer volumes de pulso de 25 pl, o que acarreta em uma agitacdo muito
maior durante 0 seu acionamento. Bomba solendide de 8 ul foi testada para o transporte da
zona de amostra, mas pouca variagdo foi observada além de uma diminui¢do da frequéncia
analitica. Como a bomba solendide da solucdo transportadora era de 25 pl, melhores
condicdes em repetibilidade foram notadas para freqiéncias abaixo de 3,0 Hz (d.p.r.< 2,0 %),
sendo entdo selecionada 2,0 Hz para o procedimento de transporte da zona de amostra ao
detector. Para as etapas que envolviam a substituicdo da amostra e limpeza do percurso
analitico, frequiéncia de 6,0 Hz foi empregada.

O percurso analitico ndo sofreu modificacdes no decorrer dos experimentos devido aos
resultados obtidos terem apresentado adequada sensibilidade analitica, boa repetibilidade,
associado a baixo consumo de reagente e alta frequiéncia analitica. E como o objetivo destes
experimentos foi a comparagcdo entre as caracteristicas fluidicas provenientes das diferentes
unidades propulsoras nos dois sistemas, um reator de menor comprimento se mostrou mais

eficaz. Neste sentido, o reator de 50 cm foi suficiente para todos os experimentos.
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Com o vislumbre de se variar a frequiéncia de pulsacéo durante ainjecdo da amostra e
dos reagentes, e possibilitar um melhor desenvolvimento reacional, este parametro foi
avaliado em func&o do consumo de reagentes. Desta forma, zonas de amostras < 96 pl foram
novamente avaliadas aplicando-se uma frequiéncia de pulsacdo de 0,3 Hz na injecéo (Fig.24).
Os resultados demonstraram uma melhora em sensibilidade analitica e um aumento em

magnitude do sinal (100 % em relacdo ao anterior).
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Figura 24. Influéncia da frequéncia de pulsacéo durante a insercdo da zona de amostra
para sistema MP. Na figura, curvas analiticas correspondem a 0,0 - 5,0 - 10,0 - 15,0 e 20,0
mg I P-POy4; aeb correspondem a volumes de 48 e 96 pl.

Para efeito de comparacdo, as curvas analiticas referentes a zona de amostra de 48 pl
(2 pulsos) nos sistemas MC e MP estdo demonstradas na Fig.25. Com a aplicacdo de uma
freqiéncia de pulsacdo mais baixa (0,3 Hz) no sistema MP foi possivel diminuir a quantidade
de reagentes e amostra, obtendo-se ainda adequada sensibilidade analitica, 0 que n&o ocorreu
com o sistemaMC.

Com relagdo ao fluxo constante, melhorias no desenvolvimento reacional podem ser

conseguidas variando-se a vazéo da solucéo transportadora, a qual foi estudada no intervalo

de 0,1 23,0 ml min™ para zonas de amostras de 48 e 96 pl. Para 0 menor volume de zona de
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amostra, melhoria em sensibilidade analitica foi observada com vazées < 0,5 ml min™ (r >
0,999; n=5), e para 0 maior volume, aumento em sinal analitico foi observado para< 1,5 ml
min. Isto refletiu diretamente no processo de andlises através de um comprometimento com
a frequéncia analitica. I1sto ndo se refletiu no sistema MP, pois as melhores condi¢des para o
desenvolvimento reacional foram observadas nas etapas de inser¢éo de amostra e reagentes,
as quais sdo redlizadas durante pequeno intervalo de tempo. Ainda, a fregiéncia do fluxo
transportador foi elevada (2,0 Hz - 3,0 ml min?), o que ndo prejudicou o ritmo de

amostragem.

A 024

0 5 10 15 20 25
P-PO, (mg 1™

Figura 25. Curvas analiticas para determinacdo de fosfato em extratos de solos. Na
figura, a e b representam os sistemas MC e MP; curvas analiticas para 48 ul de zona de

amostra. Detalhes V .texto.

Apds a comparacdo entre os dois sistemas, selecionaram-se as melhores condicoes de
trabalho para o0 processamento das amostras, visando baixo consumo de reagentes,
repetibilidade, freqliéncia andlitica e sensibilidade analitica. Neste sentido, foi escolhido 2
pulsos de A/R;+R; para o sistema MP a uma frequéncia de pulsagdo de 0,3 Hz para ainsercéo
de amostra e reagentes e de 2,0 Hz para transportador. Para o sistema MC, 4 pulsos a uma
vazdo de 1,5 ml min’ para o transportador foi vidvel. Espécies quimicas potencialmente

interferentes foram estudadas e a presenca de Si resultou em uma interferéncia relativamente
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peguena nos dois sistemas a qual foi suprimida adicionando-se 0,05 % (m/v) de oxalato de
sodio em R;.

As amostras de extratos de solo foram processadas, e 0s resultados estéo apresentados
na Tabela 8. O sistema MP apresentou maior fregiiéncia analitica (67 h™* para MC e 144 h™
para MP). Nestas condicdes, as curvas analiticas se mostraram lineares (r > 0,999; n = 6) para
os dois sistemas (Fig.8). O limite de detecco foi estimado como 1,0 e 0,6 mg kg™ P-PO, para
MC e MP, respectivamente. Ambos os sistemas forneceram resultados precisos (d.p.r. < 0,5
%; n =10) e concordantes (95 % de confian¢a) com o sistema comparativo empregado na
linha de andlises de rotina do laboratério de Quimica Analitica do CENA/USP (Zagatto et a.,

1981).

Tabela 8. Resultados obtidos na determinacéo de fosfato em extrato de solos. Valores P-
PO, em extratos de solos determinados por MP, MC e FIA. Dados (mg |™) baseados em
triplicata.

Amostra MP MC FIA
1 8,13+ 0,23 9,03+0,31 8,50+ 0,28
2 6,31+0,21 6,01+0,11 6,38+ 0,19
3 4,40+ 0,11 4,34+ 0,15 450+ 0,18
4 1,79+ 0,12 1,80+ 0,54 1,77 +£0,16
5 12,10+ 0,61 11,71+ 1,01 11,51+ 0,51
6 1,72+ 0,31 1,76 £ 0,22 1,81 +0,15
7 2,15+ 0,18 2,09+0,14 2,10+ 0,21
8 3,32+ 0,15 3,45+ 0,20 355+0,11
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5.4. Visualizacdo da amostra dispersa explorando PLF

Com os resultados obtidos nas aplicacBes analiticas, pode-se observar que a mistura
das solucdes envolvidas ocorre ja no ponto de confluéncia, sendo dependente da freqiiéncia de
pulsacdo. Este pardmetro se tornou entdo importante para o adequado condicionamento da
zona de amostra e, posteriormente, para o desenvolvimento reacional. A dispersdo da amostra
e 0 desenvolvimento das reagcdes quimicas se mostraram bastante diferenciados em funcéo de
o fluxo ser pulsante ou constante. Isto se deve principamente as diferencas de agitacdo entre
o0s elementos de fluido, como demonstrado em relacdo a determinacdo de bromexina. Outra
caracteristica observada foi a condicéo de parada de fluxo entre os pulsos, a qual pdde ser
variada para prover um tempo de contato maior entre as espécies reativas, conforme
demonstrado na determinagéo de fosfato.

Estes resultados ja tinham sido observados nos estudos envolvendo solucéo colorida
(item 4.1): a dispersdo da amostra ndo era dependente do tempo de residéncia da amostra no
percurso analitico, efeito este bastante diferente relativamente ao emprego de fluxo constante,
e com algumas peculiaridades. Estas foram ressaltadas nas duas aplicacdes analiticas, e sua
exploracdo permitiu melhoria em sensibilidade analitica e redugéo do consumo de reagentes,
devidos as boas condic¢des de mistura em comparacdo com o fluxo constante. Entretanto, ndo
foi possivel caracterizar o fluxo pulsante como cabtico (desordenado), turbulento ou laminar.
Desta forma, para uma melhor visualizacdo do que ocorre com a amostra quando inserida por
bomba solendide no sistema de andlises em fluxo, atécnica PLF (item 4.4).

Os resultados dos cinco experimentos conduzidos permitiram a obtencdo de gréficos
de variacéo temporal da distribuicgo radial da concentracéo de RB (V. e.g. Fig. 26) e em
gréficos da variagdo temporal da concentracdo de RB monitorada em trés linhas de fluxo
especificas (V. e.g. Fig. 27). Estes Ultimos sdo andlogos ao registro cléssico sina analitico vs

tempo (FIAgrama, Vacarcel e Castro, 1987), porém se referindo a algumas linhas de fluxo
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em particular. Com estes gréficos, foi possivel visualizar a redistribuicdo de massas da
amostra decorrente de seu transporte, bem como o sentido de sua propagacdo. Ainda, foi
possivel se verificar as intensidades dos sinais analiticos (no caso normalizado como Cy/C)
em func&o do tempo para trés linhas do tubo localizadas proximo a parede, no centro do tubo
e em situacdo intermediaria (entre parede e centro) do tubo. Nestes gréficos, o sentido das
abscissas (tempo) foi invertido por motivos pedagdgicos. Desta forma, a zona de amostra fluia
da esquerda para a direita e, nos gréaficos referentes aos experimentos com o tubo na vertical,
o fluxo seguia de cima para baixo.

Nos gréficos resultantes dos cinco experimentos realizados, algumas diferencas no
diametro interno do tubo foram verificadas. As figuras referentes a E;, E; e Es apresentaram
diametro de 2,0 mm, ao passo que as referentes a E, e E4 apresentaram a diametro de 1,1 mm.
Esta aparente discrepancia em diémetros se deveu a dispersdo da amostra no sentido radial em
direcéo a parede do tubo, a qual é cdncava e faz com que a intensidade da fluorescéncia
induzida pelo feixe de “laser” se disperse, aparentemente aumentando aparentemente o
didmetro interno do tubo.

O coeficiente de dispersdo D (Ruzicka e Hansen, 1988) € araz&o entre a concentracao
inicial de amostra e a concentragdo do elemento de fluido considerado na zona dispersa da
amostra. Os valores D referentes aos diferentes elementos de fluido permitem uma avaliagdo
numerica da extensdo da dispersdo no elemento de fluido considerado e sua analise permitiu
se avaliar as condi¢des de mistura entre as solugdes envolvidas. Com base nos valores D para
as trés linhas de fluxo consideradas (axial, intermediéria e periférica) pode-se inferir que as
condigdes de mistura inerentes ao fluxo pulsante foram sempre boas, pois ndo se notaram
descontinuidades importantes nas curvas D vs tempo.

Especialmente importante como indice para se expressar a dispersdo total é o valor

Dmax, que corresponde ao maximo valor D para um sinal analitico monitorado. Este valor se
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refere aos maximos das curvas a — ¢ nas Fig.s 27, 29, 31, 33 e 35. Uma comparacdo entre
valores correspondentes as linhas de fluxo a, b, e ¢ fornece informagdo adiciona sobre a
redistribuicéo de massas no sentido radial.

Com relacéo a E;, que compreendia ainsercdo de 10 pulsos de A+R a uma frequiéncia
elevada (3,0 Hz), diretamente na cela tubular, os resultados sdo apresentados na Figura 26.
Com relagdo a porcdo frontal da zona de amostra, pode-se observar que houve uma
redistribui¢éo de massas muito maior no sentido radial do que no sentido axial. Destaforma, a
porgado mais concentrada da amostra dispersa se apresentou sob forma de uma mistura mais
homogénea. Esta parte dianteira da zona de amostra ndo apresentou a distribuicdo de
concentracOes inerentes ao perfil parabdlico das velocidades axiais tipico do regime laminar
de escoamento (Vanderslice et a., 1986; Wada et a., 1986). De fato, a homogeneidade desta
porcéo permite se inferir que a velocidade linear de cada elemento de fluido tende a
velocidade média linear, 0 que é associado ao estabelecimento de fluxo turbulento e/ou de
vortices. A presenca das maiores concentrages na regido frontal da zona de amostra explica
também o rgpido incremento em sina analitico (Fig. 27), frequentemente relatado em relacdo
asistemas de andlises em fluxo explorando multi-impulsdo (Limaet al., 2004).

Na parte posterior da zona de amostra, verificou-se a presenca de gradientes de
concentracdo, demonstrando o decréscimo gradual da concentragdo da amostra. Entretanto,
nota-se a presenca de linhas de isoconcentragdo contrérias e muito menos pronunciadas
relativamente ao regime de escoamento em fluxo laminar. O efeito pode ser devido a ata
pressdo exercida quando da insercéo de cada pulso da amostra ou da solucéo transportadora.
Pode-se entdo inferir que a interagdo da amostra com a solugdo transportadora decorre

principal mente sob forma axial.
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Figura 26. Variacdo temporal da distribuicdo radial da concentracdo de RB
(Experimento E;). A figura se refere a insercéo de 10 pulsos de A+R a 3,0 Hz, ao tubo na
posicdo horizontal e a auséncia de reator anterior ao detector; v = sentido do fluxo; g =
aceleracdo da gravidade.

Destaforma, a interagéo radial, frequentemente salientada como a mais importante em
outros sistemas de andlises em fluxo (Ruzicka e Hansen, 1989), se torna menos relevante.
Ainda, deve ser sdlientada a ocorréncia de efeitos de parede (Figs. 26 e 27). De fato, a
presenca de um filme de solucdo transportadora € sempre notada, mesmo durante a passagem
da solugdo mais concentrada da zona de amostra.

A aceleracdo da gravidade exerce também um leve efeito no transporte de massas. Foi
possivel verificar um pequeno deslocamento do final da zona de amostra no sentido vertical
(gravidade). Isto ndo alterou a possivel influéncia da parede, nem tampouco diminuiu a
vel ocidade média do fluido de maneira pronunciada.

Os aspectos acima mencionados se mostraram concordantes com 0s experimentos

realizados conforme item 5.1, nos quais foram observados jatos na saida dos tubos. Isto

confirma também a boa mistura das solugdes no ponto de confluéncia. Andlise da Fig. 27
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permite se concluir que ocorreu pouca dispersdo da amostra no centro do tubo, toda a massa
de RB se concentrando na por¢cdo centra do volume pulsado e se dirigindo até as
proximidades da parede. Isto é devido as altas pressdes que provavelmente determinam o

estabel ecimento de vortices no interior do tubo, o que resulta em boas condig¢des de mistura.

1,0+
0,8 -
0,6+

O
S o4

0,2+

0,0+

40 35 30 25 20 15 10 5 O
t(s)

Figura 27. Variacdo temporal da concentracdo de RB em trés linhas de fluxo
(Experimento E;). A figura se refere a insercéo de 10 pulsos de A+R a 3,0 Hz, ao tubo na
posicdo horizontal e a auséncia de reator anterior ao detector; v = sentido do fluxo; g =
aceleracdo da gravidade. Registros a, b e ¢ representam parede, posicdo intermediaria e centro
do tubo, onde a= 0,05 mm; b =0,3 ec = 0,6 mm.

Este comportamento se mostrou benéfico relativamente a determinacdo de bromexina
(item 5.2.), cuja sensibilidade se mostrou bastante dependente da fregiéncia de pulsacéo.
Quando maiores freqléncias eram aplicadas, os elementos de fluido contendo as espécies
guimicas reativas eram bastante agitados, possibilitando um maior contato entre as espécies,
favorecendo o desenvolvimento da reacéo, a qual é dependente da agitacéo (Fig. 14). Ainda,
melhoria no desenvolvimento reacional foi observada quando o reagente oxidante era
empregado como solucgdo transportadora, o que pode ser também confirmado analisando-se a
Fig. 26, que se refere ainteracéo entre zona de amostra e solucéo transportadora.

Com relacdo ao experimento E,, onde diminuiu-se apenas a frequiéncia de pulsacéo

para 0,5 Hz, houve uma melhor redistribuicdo de massas, tanto no sentido radial quanto axial
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(Fig. 28). Isto pode ser explicado considerando-se que RB se transloca durante o intervalo de
tempo correspondente a parada do fluxo entre a inser¢do de cada pulso. O aumento deste
intervalo de tempo possibilita entdo uma maior difusdo da RB para regibes de menor
concentracdo, determinando uma maior re-distribuicdo de massas. O efeito é também
visualizado na Figura 29, cuja andlise permite se concluir que ele € mais pronunciado na linha
de fluxo centra da zona da amostra. Assim, 0 centro da amostra apresentou um maior
alargamento de pico relativamente aguele verificado para maiores freqliéncias de pulsacéo
(Fig. 27). Esta baixa frequéncia fez com que as espécies quimicas reativas origina mente
concentradas no centro da zona da amostra (E;) se distribuissem mais nos dois sentidos em
que estavam sendo favorecidos, os quais se referem ao efeito da gravidade e a difusdo radial.
Deve-se mencionar que a auséncia de filme de solucdo transportadora na amostra ndo esta
evidente na Figura 28 porque com o incremento da concentragdo de RB muito proxima a
parede do tubo (inferior), e devido a efeitos opticos préximos a parede cdncava, a
fluorescéncia era aumentada. Este efeito, entretanto ndo se constituiu em fator limitante paraa
interpretacéo dos resultados do experimento E.

Este comportamento da zona de amostra para menores frequéncias foi salientado na
determinacéo de fosfato. Melhoria no desenvolvimento reacional e conseguente melhoria em
sensibilidade foram verificadas quando a frequiéncia de pulsacéo foi diminuida (item 5.3). Isto
demonstra novamente que a redistribuicdo de massas no sentido axia e radia do tubo
permitiu realmente um melhor contato entre os reagentes. Pode-se sadlientar que essa
redistribuicéo pode ter sido causada por vortices que ja se estabeleciam no interior da zona de
amostra quando maiores frequéncias foram aplicadas; neste caso, apenas se deslocaram e
aumentaram, provocando uma ampla redistribuicdo dos elementos de fluido. Por ter se
dispersado mais, as mol éculas de RB se espalharam mais pelo tubo, aumentando o tempo para

limpeza relativamente ao experimento anterior (Ej).
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Figura 28. Variacdo temporal da distribuicdo radial da concentracdo de RB
(Experimento E;). A figura se refere a insercéo de 10 pulsos de A+R a 0,5 Hz, ao tubo na
posicdo horizontal e a auséncia de reator anterior ao detector; v = sentido do fluxo; g =
aceleracdo da gravidade.
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Figura 29. Variacdo temporal da concentracdo de RB em trés linhas de fluxo
(Experimento E;). A figura se refere a insercéo de 10 pulsos de A+R a 0,5 Hz, ao tubo na
posicdo horizontal e a auséncia de reator anterior ao detector; v = sentido do fluxo; g =
aceleracdo da gravidade. Registros a, b e ¢ representam parede, posicdo intermediaria e centro
do tubo, onde a= 0,05 mm; b =0,3; ¢ = 0,6 mm.
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Figura 30. Variacdo temporal da distribuicdo radial da concentracdo de RB
(Experimento Ej3). A figura se refere a insercéo de 10 pulsos de A+R a 3,0 Hz, ao tubo na
posicdo horizontal e com reator de 60 cm anterior ao tubo; v = sentido do fluxo; g =
aceleracdo da gravidade.

Para o experimento Es, que envolveu a inser¢do de uma bobina de 60 cm anteriomente
a cela de fluxo tubular, e uma frequéncia de pulsacdo elevada (3,0 Hz), observou-se uma
redistribuicdo radial de massas resultando em vértices localizados em regides especificas da
zona de amostra (Fig. 30).

Estes vértices demonstram que, também nesta situacdo, ocorre uma mistura entre as
solugbes envolvidas bastante diferenciadas relativamente ao emprego de fluxo constante.
Estes vortices ja foram relatados por (Wada et al., 1986) em relacdo a sistemas de andlises por
injecdo em fluxo (fluxo laminar). Os autores desenvolveram um modelo matematico para
descrever a dispersdo da zona de amostra, e verificaram um aumento na componente radial da
difusdo quando o reator em tubo reto era substituido por um reator em espiral. Neste Gltimo

caso, a presenca de vortices foi devida ao estabelecimento de fluxos secundarios

perpendiculares a direcdo de escoamento.
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Relativamente ao experimento Es, observou-se formagdo de |aminas ao longo da zona
de amostra, enfatizando a tendéncia de o regime de escoamento se tornar laminar na medida
em que se aumenta o percurso analitico. Os voértices formados, observados claramente na
Figura 30, refletem uma redistribuicdo radial de massas, bastante influenciada pelo tamanho
do reator, e pelo fato de o reator ser espiralado. Estes vértices sGo menos evidentes na parte
inferior do tubo, devido a acdo da gravidade e a forca centrifuga inerente ao reator espiralado.
Deve-se destacar ainda, que mesmo com esta influéncia da gravidade na formacéo de vortices
maiores e localizados na parte inferior do tubo, o fluxo pulsante apresentou uma elevada re-
distribuicéo radial mesmo ap6s um reator de 60 cm, possibilitando a transferéncia de massa
paraa parte superior do tubo.

Na Figura 31, pode-se observar um aumento em intensidade do sina monitorado
proximo a parede do tubo na parte frontal da zona de amostra, onde predominou a
redistribuicio de massa no sentido radial. A largura do pico registrado foi mantida,
independentemente da regido monitorada (eixo, intermediaria, parede), salientando que os
vortices de mistura estabelecidos determinam efeitos localizados. Ainda, os valores de
dispersdo se apresentaram menores do que 0S experimentos anteriores para 0 centro e
intermedi&rio do tubo, resultando em uma maior distribuicdo dos elementos de fluidos, o que
pode ser comprovado também em presenca de uma reacdo quimica que depende de um maior
contato entre os reagentes. Isto foi comprovado relativamente a determinagdo de fosfato.

Pode-se entdo concluir que o fluxo pulsante proveniente de bombas solendide
determina uma redistribui¢do de massas no sentido radial muito mais intensa do que o fluxo
constante.

Devido a importancia da velocidade média para o projeto de sistemas analiticos, as
velocidades de fluxo foram avaliadas. Para regime laminar, a velocidade média é

aproximadamente a metade daquela correspondente a linha de fluxo central € muito maior do
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que aquela referente a linha de fluxo proxima a parede, a qual tende a ser estacionaria
(Zagatto e Worsfold, 2005). Nos experimentos E;, E, e E3 a velocidade médiafoi considerada
quase igua aguela das diferentes linhas de fluxo, sendo levemente reduzida para linhas
proximas a parede do tubo. Isto é inerente a regime turbulento de escoamento. Este aspecto se

constitui em uma das principais caracteristicas vantajosas dos sistemas MP.
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Figura 31. Variacdo temporal da concentracdo de RB em trés linhas de fluxo
(Experimento Ej3). A figura se refere a insercéo de 10 pulsos de A+R a 3,0 Hz, ao tubo na
posicdo horizontal e com reator de 60 cm anterior ao tubo; v = sentido do fluxo; g =
aceleracdo da gravidade. Registros a, b e ¢ representam parede, posicdo intermediaria e centro
do tubo, onde a= 0,05 mm; b = 0,3 mm; ¢ = 0,6 mm.

O efeito da aceleracdo da gravidade no sistema MP foi verificado em dois
experimentos (E4 e Es), onde as bombas e a cela de deteccdo tubular eram posicionados
verticalmente com relacdo a bancada do laboratério. A insercdo da amostra a alta freqliéncia
(E4) resultou em uma pequena distribui¢éo de massas no sentido radial, e uma centralizagéo
dos elementos de fluido, efeitos estes facilitados pela acéo da gravidade (Fig. 32). Percebe-se

nitidamente o maior acimulo de RB na porcdo inferior do tubo. Pouca RB foi detectada em

regides proximas a parede do tubo, o que se verificatambém na Figura 33 (curva a).
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Figura 32. Variacdo temporal da distribuicdo radial da concentracdo de RB
(Experimento E;). A figura se refere a insercéo de 10 pulsos de A+R a 3,0 Hz, ao tubo na

posicdo vertical e a auséncia de reator anterior ao detector; v = sentido do fluxo; g =
aceleracdo da gravidade.
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Figura 33. Variacdo temporal da concentracdo de RB em trés linhas de fluxo
(Experimento E;). A figura se refere a insercéo de 10 pulsos de A+R a 3,0 Hz, ao tubo na
posicdo vertical e & auséncia de reator anterior ao detector; v = sentido do fluxo; g =
aceleracdo da gravidade. Registros a, b e ¢ representam parede, posicdo intermediaria e centro
do tubo, onde a= 0,05 mm; b = 0,3 mm; ¢ = 0,6 mm.

Uma comparacdo entre os resultados obtidos com o tubo na horizontal (Experimento

Ei1) e na vertical (Experimento E4) permite se concluir que o tempo de residéncia da amostra



106

no interior do tubo foi pouco afetado pela acdo da gravidade. Como este parametro foi
levemente menor em relacéo ao posicionamento na vertical, infere-se que a agéo gravitacional
exerce um efeito positivo relativamente ao transporte da RB.

Com a freguiéncia de pulsacéo mais baixa (experimento Es), a zona de amostra atingiu
aregido periférica de forma mais eficiente, em fun¢éo do maior intervalo de tempo de parada
de fluxo entre cada pulso possibilitar maior movimentacéo da amostra no sentido radial (Fig.
34). Pode-se também observar aformacao de vértices na por¢do central da zona de amostra.

Estes aspectos levam a uma melhor distribuicdo da RB, possibilitando um melhor
contato entre as espécies quimicas reativas. Comparando-se 0s resultados dos experimentos
com a cela de fluxo tubular na posicdo vertical, verificase que reducéo da freqiéncia de
pulsacdo causa um aumento na intensidade de fluorescéncia nas regides proximas as paredes
do tubo (Fig.35), bem como um maior alargamento do pico registrado.

A acdo da gravidade se mostrou também influente na distribuicdo de RB quando a cela
de fluxo era posicionada horizontalmente (Experimento E,). Este parametro foi especiamente
importante em relacdo ao sentido radial de migragcéo, promovendo entdo maior dispersao
axial. Uma tendéncia a estabelecimento de escoamento laminar, bem como a formagdo de
vortices mais localizados no centro da amostra foram também observados.

Em todos os experimentos foi notada a formagdo de possiveis vortices, 0s quais
provocaram uma mistura diferenciada neste tipo de fluxo, resultando em eficiente interacéo
entre as solucdes envolvidas em funcdo principalmente da agitagdo. Para uma avaliagcdo
quantitativa, os parametros de dispersdo foram obtidos a partir dos gréaficos da intensidade de

fluorescéncia e se constituem na Tabela 9.
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Figura 34. Variagdo temporal da distribuicdo radial da concentracdo de RB
(Experimento Es). A figura se refere a insercéo de 10 pulsos de A+R a 0,5 Hz, ao tubo na
posicdo vertical e a auséncia de reator anterior ao detector; v = sentido do fluxo; g =
aceleracdo da gravidade.
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Figura 35. Variagdo temporal da concentragdo de RB em trés linhas de fluxo
(Experimento Es). A figura se refere a insercéo de 10 pulsos de A+R a 0,5 Hz, ao tubo na
posicdo horizontale a auséncia de reator anterior ao detector; v = sentido do fluxo; g =
aceleracdo da gravidade. Registros a, b e ¢ representam parede, posicdo intermediéria e centro
do tubo, onde a= 0,05 mm; b = 0,3 mm; ¢ = 0,6 mm.

Para todos os experimentos, os coeficientes de dispersdo se situaram cem valores

proximos a 1,0 com excecdo de E; onde maior dispersdo foi notada devido a influéncia do
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reator adicionado entre o ponto de confluéncia e o detector. Deve-se, entretanto salientar que
a dispersdo referente a E; € bem menor do que aquela verificada em sistemas de andlises em
fluxo explorando escoamento laminar. Isto permite se concluir que a natureza pulsante do
fluxo é um fator decisivo em reduzir a dispersdo. O maior valor de coeficiente de dispersao
(E4 - posicdo da parede do tubo) indica que realmente a acdo da gravidade auxilia no
escoamento do fluido pela parte central do tubo.

O parametro W (largura de pico ameia atura) permitiu se avaliar a distribuicdo de RB
em funcdo do tempo para as linhas de fluxo consideradas. Comparagdo entre valores
correspondentes a, b, e ¢ forneceu informagéo adicional sobre a redistribuicdo de massas no
sentido axial. Dentre todos os experimentos, 0 que apresentou maior valor W foi o Es, devido
ao maior percurso analitico envolvido. O reator adicionado permitiu uma maior redistribuicdo
da amostra, ja que os valores foram idénticos para os trés pontos avaliados. Nos demais

experimentos, as larguras corresponderam ao esperado e suas avaliacdes ja foram relatadas.

Tabela 9. Parametros de dispersédo. Dados obtidos para fluxo pulsante nas celas horizontal
(E1, E2 e E3) e vertica (E4 e Es). D = coeficiente de dispersdo; Co = concentracdo da amostra
ndo dispersada; Cnax = concentracdo do elemento de fluido correspondente ao maximo sinal
registrado; W = largura de pico a meia altura; colunas a, b, ¢ se referem as linhas de fluxo
proximas a parede da cela de fluxo, intermediaria e central.

Experimento Drmax (Co/Crnax) W (s)
a b c a b c
E; 1,3 1,0 1,0 6,1 7,6 9,2
E, 1,3 11 1,0 15 17 19
Es 14 15 15 22 23 23
E4 6,9 1,3 1,0 6,7 6,6 12

Es 15 1,0 1,0 14 16 17
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Os resultados acima indicam gque ndo existe uma reducéo importante em velocidade de
escoamento para as linhas de fluxo proximas as paredes. Um aumento no parametro W
referente a estas linhas comprovaria a baixa velocidade linear dos elementos de fluido
periféricos, o0 que é tipico de fluxo laminar. Como os valores W se mantiveram similares,
pode-se concluir que a dispersdo da amostra € mais semelhante aquela ocorrendo em sistemas
de andlises em fluxo segmentado ou mesmo em regime de escoamento turbulento.

Através das interpretacfes dos gréficos de dispersdo da amostra pode-se concluir que o
fluxo pulsante possui caracteristicas de preservacdo da amostra e baixa dispersdo axia. A
caracterizacdo deste tipo de fluxo como laminar ndo pode ser confirmado, mas mostrou
tendéncias apés um tempo maior de percurso analitico. A turbuléncia pode ser inferida pelo
fato da velocidade linear dos elementos de fluido ser semelhante a velocidade média linear.
Ainda, a provavel formacdo de vortices garante a este fluxo uma rpida redistribuicéo de
massas no sentido radial, resultando em excelentes condigdes de mistura. De fato, a partir
destas caracteristicas fluidicas, o emprego das bombas solendide nos sistemas de andlises em

fluxo possibilitou minimizar a geragéo de residuos e simplificar os moédulos de anélises.



6. CONCLUSOES

As caracteristicas favoréveis do fluxo pulsante provido por bombas solendides foram
demonstradas, e os procedimentos de andlises em fluxo propostos apresentaram figuras de
meérito superiores aquel es ana ogos envolvendo fluxo laminar.

Estas bombas se constituiram em excelentes unidades propulsoras de fluidos,
apresentando robustez e flexibilidade, o que leva a expansdo da faixa de aplicabilidade
analitica. Suas potencialidades e limitagdes foram ressaltadas em relacdo aos sistemas de
andlises em fluxo com deteccdo espectrofotométrica. Sua flexibilidade em condicionar
diferentes estratégias analiticas apenas com peguenas mudancas na programacdo faz destas
bombas excelentes unidades para andlises multi-paramétricas. Deve ainda ser mencionada a
sua portabilidade, que permite uma simplificacéo no projeto de médulos para andlises in situ.

Algumas limitagbes se evidenciaram para maiores tempo de uso e frequéncias de
pulsacdo, especialmente em relacdo as bombas de maiores volumes de pulsos, as quais
exigem uma corrente elétrica mais intensa que provoca aquecimento, prejudicando a precisao
e exatidao volumétrica.

Os sdistemas de andlisess em fluxo desenvolvidos para a determinagdo
espectrofotométrica de bromexina e de fosfato se mostraram mais eficazes, e apresentaram
melhor sensibilidade analitica, associada as melhores condi¢fes de mistura comparativamente
a0 sistema com fluxo constante. O fluxo pulsante foi benéfico para as duas situacBes
analiticas devido as suas caracteristicas intrinsecas: agitacdo referente a pulsacdo e parada do
fluxo entre os pulsos (baixa fregiéncia de pulsagcdo). Figuras de mérito superiores foram
conseguidas com o fluxo pulsante para andlises de bromexina em farmacos e fosfato em
extratos de solos.

Com o auxilio da técnica de despolarizacdo da fluorescéncia induzida por laser, foi



111

possivel visualizar e compreender o comportamento das solucfes que se dispersam em um
fluxo pulsante. Neste sentido, foi possivel avaliar de uma formavisual e concisa os resultados
das duas aplicagbes andliticas. Com isto, foi confirmado que o fluxo pulsante possui
caracteristicas superiores em mistura de fluidos comparativamente ao fluxo com regime
laminar. Foi comprovado que a dispersdo da amostra no fluxo pulsante € similar agquela
prevista para ocorrer sob condigdes de fluxo turbulento. Ainda, as condigdes de misturaforam
superiores relativamente ao sistema envolvendo fluxo laminar e a dispersdo total foi bastante
reduzida. I1sto sem davida resulta em uma diminuicdo pronunciada no volume de amostra (e
de reagentes) requerido por determinagao.

O desenvolvimento da pesquisa permitiu a obtencdo de resultados expressivos, porém
recomenda-se fortemente a consecucdo de experimentos adicionais envolvendo a técnica PLF
a outras modalidades de sistemas de andlises em fluxo. Ainda, influéncia do tipo e geometria
do reator, da estratégia de amostragem, da viscosidade, do coeficiente de difusio (substituicdo
da solugdo RB), etc devem ser criticamente examinados de forma a se obter uma descri¢éo

quantitativa da dispersdo sob condigdes de fluxo pul sante.
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