UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

CENTRO DE ENERGIA NUCLEAR NA AGRICULTURA

CARLOS ROBERTO SANT’ANA FILHO

, .. : : . 13 15
Sintese de uréia enriquecida com o is6topo “C e/ou °N

PIRACICABA

2011



CARLOS ROBERTO SANT’ANA FILHO

, .. : : . 13 15
Sintese de uréia enriquecida com o isétopo “C e/ou "N

versdo revisada de acordo com a resolu¢cdo CoPGr 5890 de 2010

Tese apresentada ao Centro de Energia Nuclear na
Agricultura da Universidade de Sao Paulo para
obtengao de titulo de Doutor em Ciéncias

Area de Concentracdo: Quimica na Agricultura e no
Ambiente

Orientador: Prof. Dr. José Albertino Bendassolli

PIRACICABA
2011



AUTORIZO A DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR
QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E
PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Dados Internacionais de Catalogacao na Publicagdo (CIP)
Secao Técnica de Biblioteca - CENA/USP

Sant”Ana Filho, Carlos Roberto
Sintese de uréia enriquecida com o is6topo *C elou °N / Carlos Roberto

Sant”Ana Filho; orientador José Albertino Bendassolli. - - versdo revisada de acordo
com a Resolugdo CoPGr 5890 de 2010. - - Piracicaba, 2011.

154 p.: fig.

Tese (Doutorado — Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias. Area de
Concentragdo: Quimica na Agricultura e no Ambiente) — Centro de Energia Nuclear na

Agricultura da Universidade de Sao Paulo.

1. Compostos de nitrogénio 2. Enriquecimento isotopico 3. Fertilizantes
nitrogenados 4. Is6topos estaveis 5. Tracadores isotopicos 1. Titulo

CDU 621.039.85:(616-071+631.841)




Aos meus pais Carlos Roberto de Sant’Ana e
Elaine Aparecida Bellanga de Sant’Ana

pelo Amor, carinho e incansavel apoio ao longo de toda a minha vida.

Ao meu irmao

Rafael de Sant Ana pelo apoio e carinho.

A minha namorada

Josiane Cristina Margato pela compreensao, carinho e amor em todos os momentos.

Em especial a minha

avo Helena,

minha tia Lucia e

meu tio Osvaldo Campos

pelo apoio a minha caminhada académica, Amor e carinho.

DEDICO.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, meus agradecimentos ao Prof. Dr. José Albertino Bendassolli, que
sempre esteve disposto a me ajudar e, acima de tudo, foi o grande incentivador de novos
desafios.

Ao Centro de Energia Nuclear na Agricultura e a Universidade de Sao Paulo, que me
ofereceram apoio institucional e infraestrutura necessaria para o desenvolvimento das
atividades de pesquisa.

A Fundagdo de Amparo e Apoio a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) pelo
apoio financeiro ao projeto de pesquisa e a bolsa de estudos.

Aos pesquisadores do Laboratorio de Isotopos Estaveis do CENA/USP, Prof. Dr.
Paulo C. O. Trivelin, Prof. Dr. Jefferson Mortatti e Prof. Dr. Helder de Oliveira pela amizade
e colaboracoes.

Aos técnicos e funcionarios do Laboratorio de Isétopos Estaveis do CENA/USP:
Bento M. M. Neto, Clelber V. Prestes, Jos¢ A. Bonassi, Hugo H. Batagelo, Juliana G.
Giovannini, Miguel Baldessin, Glauco A. Tavares ¢ Magda G. Bartolamei pelo carinho e
auxilio na execucao deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Carlos Tadeu dos Santos Dias pesquisador do Departamento de Ciéncia
Exatas da ESALQ/USP e ao Dr. Marcelo Corréa Alves (Secao Técnica de Informatica da
ESALQ) pelo auxilio na interpretacao dos dados estatisticos do trabalho.

Ao Prof. Dr. Cassio Hamilton Abreu Junior pesquisador do Laboratorio de Nutricdo
Mineral de Plantas do CENA/USP, Dr. Felipe Carlos Alvarez Villanueva e a Henriqueta M.
G. Fernandes (bidloga e técnica do laboratorio).

Ao Sr. Jos¢ Mamprin Neto (Engenheiro Agronomo) e Sr. Juliano Airton Basso
(Supervisor de Laboratério) da empresa Vale Fertilizantes S/A pelo auxilio na execugao do

trabalho, em particular pela colaboragao nas analises do projeto.



A Marilia pelo auxilio na edi¢do da tese e as funcionarias da biblioteca do
CENA/USP.

Aos companheiros de Pds Graduagdo do Laboratoério de Isotopos Estaveis: Carlos
Faro, Henrique, Alexssandra, Claudinéia, Josiane, Raul, Alexandre, Murilo, Graziela, Diego,
Oriel, Danilo, Carol, Felipe, Jodo, Rafael, Renato, Anderson, Diego, Jodo Paulo pela amizade
e colaboragdo no trabalho. Da mesma forma, agradecgo aos estagiarios do departamento: Laila
Facin, André Vargas Ferreira, Carol, Romulo pela agradavel convivéncia.

Aos meus amigos e companheiros de Pos Graduacdo: Fernanda, Silvio, Paula e
Anderson que fizeram dos nossos curtos encontros momentos inesqueciveis.

Ao desenhista Jodo Geraldo Brancalion pelo apoio técnico no desenvolvimento do
trabalho.

Ao Engenheiro Elétrico Sr. Denilson pelo apoio técnico (desenvolvimento de
software, etc..) para analise isotdpica realizadas no espectrometro de massas ATLAS MAT,
modelo CH4.

Ao técnico Osmir Pereira pelo apoio técnico, na pessoa de quem agradego a todos os
funcionarios do setor de manutencdo do CENA/USP.

A todos os professores do CENA/USP, pela convivéncia e conhecimentos
transmitidos.

A todas as pessoas que direta ou indiretamente auxiliaram na realiza¢do deste trabalho.



Pouco conhecimento faz com que as pesseas se sintam orgu!ho'sa's.
Muito conhecimento, que se sintam humildes.

(Leonardo da Vinci)



RESUMO

SANT’ANA FILHO, C. R. Sintese de uréia enriquecida com o isétopo **C e/ou *°N. 2011.
154 f. Tese (Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba, 2011.

No presente trabalho foi sintetizada a >CO('°NH,),, enriquecida em °C e/ou "N, a partir da
reacdo entre "CO, ’NH3, S e CH;0H (meio liquido), sob baixa pressdo e temperatura, com
simultdnea producdo de H,S. A reagdo ocorreu em reator de aco inoxidavel, revestido
internamente com politetrafluoretileno. Inicialmente, adicionou-se S no interior do reator. Na
sequéncia, esse foi fechado e, sob pressdo reduzida (10° MPa) e temperatura de 4 °C,
transferiu-se o CH;OH, HS, 15NH3 e cCo. Logo apds, o reator foi colocado em um sistema
de aquecimento (100 °C), sob agitagdo mecanica. Ao final do tempo de reacdo (150 minutos),
desligou-se o aquecimento e o reator foi resfriado (+ 25 °C). Os gases resultantes do processo
de sintese como 15NH3 e H,S foram recuperados em solugdes de H,SO4 ¢ H,O,:NaOH. Em
seguida, abriu-se o reator e removeu-se a mistura (""CO('°NH,),, CH;0H ¢ S) que foi
submetida a procedimentos (filtracdo a vacuo, purificagdo quimica (CH3COCH;) e fisico-
quimica (resinas catidnica e anidnica)) para retirada de impurezas. Apds, a BCO("*NHs,), foi
cristalizada (50 °C) e realizaram-se andlises fisico-quimicas (teor (%) de N, ponto de fusdo
(°C), teor (%) de biureto, analise multielementar (mg/kg)), microbioldgicas (bactérias, fungos
e leveduras) e isotdpicas (% em atomos de BC e/ou N). As analises isotopicas foram
realizadas em um espectrometro de massas ATLAS-MAT, modelo CH4 (determinagdes
absolutas), com admissdo de amostras ja convertida na forma gasosa. Desta forma, a obten¢ao
do 13COz e 15N2 foi realizada utilizando o método via seca, onde a amostra de 13 CO(ISNHz)z
foi oxidada com CuO a 550 °C em tubos de vidro (borossilicato), sob vacuo. Em seguida, os
gases (°N,, *CO, e H,0), foram conduzidos por uma linha sob baixa pressdao (107 MPa),
acoplada “on line” ao sistema de admissdo do espectrometro. Esse procedimento tem a
finalidade de eliminar as impurezas (interferéncias isobaricas) e vapor de H,O, utilizando-se
da criogenia, admitindo-se o *CO, e/ou "N, ao espectrémetro para analise. Com o sistema
proposto, envolvendo a reagdo entre 15NH3, Bcoes (6.13, 1,12 e 1,28 g, respectivamente),
tendo ainda, 40 mL de CH3;OH e 40 mg de H,S, foi possivel obter, em média, 1,96 g de
BCO('°NH,), (rendimento de 81,97 %). O processo completo, por batelada, demanda de oito
a nove horas, dependendo da fonte isotopica. A CO('’NH,), sintetizada apresentou boa
qualidade fisico-quimica (46,2 % de N, ponto de fusdo de 132,5 °C, 0,55 % de biureto e teor
(mg/kg) de elementos abaixo da concentracdo permitida pelo o6rgdo fiscalizador) e
microbiologica (< 10 UFC/g para bactéria, fungos e leveduras). Os resultados obtidos das
determinacdes isotopicas de N e/ou C (% em atomos de "°N e/ou BC) indicam a viabilidade
do método analitico, ndo sendo verificada interferéncia nos niveis isotopicos. A utilizagao do
sistema “on line” acoplado ao espectrometro de massa proporcionou maior velocidade
analitica e facilidade no preparo das amostras para determinacao isotopica de C e/ou N. Os
custos de producio da *CO('°NH,),, enriquecida em °C e/ou "N mostraram-se competitivos
com os valores (prego FOB) de comercializacdo no mercado internacional.

15 13 7 , . ,e . .
Palavras-chave: “N. “C. Is6topos estaveis. Uréia. Compostos enriquecidos.



ABSTRACT

SANT’ANA FILHO, C.R. Synthesis of *C- and/or *N-enriched urea. 2011. 154 f. Tese
(Doutorado) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo,
Piracicaba, 2011.

In the present work 13CO(ISNHz)z was synthesized from 13 CO, ]5NH3, S and CH3OH reaction,
at low pressure and temperature, with simultaneous H,S production. The reaction proceeded
in a stainless steel reactor, internally lined with polytetrafluoroethylene. Initially, S was added
to the reactor and, after its shutting, under reduced pressure (10> MPa) and 4 °C, CH;OH,
H,S, "NH; and “CO were shifted. The reactor was placed in a heating system (100 °C),
under magnetic stirring. At the end of the reaction (150 minutes), the heating was turned off
and the reactor was cooled (£ 25 °C). The resulting synthesis gases, like '"NH; and H,S, were
recovered in H,SO4 and H>0,:NaOH solutions. The mixture (*CO('°NH,),, CH;OH and S)
was removed and subjected to processes for removal of impurities (vacuum filtration,
chemical and physical purification (CH3COCH; and cationic and anionic resins,
respectively)). The *CO('°NH,), was crystallized (50 °C) and physico-chemical (N content
(%), melting point (°C), biuret content (%), multielemental analysis (mg kg™)),
microbiological (bacteria, fungi and yeasts) and isotopic (°C and/or "°N atoms %) analyses
were carried out. The °C and/or "°N analyses were performed using an ATLAS MAT-CH4
mass spectrometer (absolute determinations), with converted samples admission into gaseous
form. Thus, *CO,, and '°N, were obtained by dry process, where *CO('°NH,), sample was
oxidized with CuO at 550 °C in borosilicate glass tubes, under vacuum. The gases ('°Na,
C0, and H,0) were led by a line under low pressure (10 MPa), “on-line” coupled with the
intake system of the mass spectrometer. This procedure aimed to eliminate impurities
(isobaric interferences) and H,O vapor, using cryogenics, admitting *CO, and "°N; into the
spectrometer for analysis. With the proposed system, involving the reaction among *NHs,
PCO and S (6.13, 1.12 and 1.28 g, respectively), and further 40 mL of CH;OH and 40 mg of
H,S was possible to obtain, on average, 1.96 g of "CO("’NH,), (81.97 % of yield). The entire
process, in batch, demands eight to nine hours, depending on the isotopic source. The
BCO('°NH,), showed good physico-chemical (46,2 % of N, melting point 132,5 °C, 0,55 %
biuret and elements content (mg kg') lower than acceptable limits by legislation) and
microbiological quality (< 10 CFU g for bacteria, fungi and yeasts). The results of °N
and/or °C isotopic determinations indicated the feasibility of the analytical method, with no
isotopic interference. The “on-line” system coupled with mass spectrometry provided greater
analytical speed and ease sample preparation. The production costs of *CO('’NH,), were
competitive with FOB values in the international market.

Keywords: Synthesis. Urea. °N. °C. Stable isotope
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1. INTRODUCAO

O carbono tem papel central na estrutura e funcdo do sistema Terra-Atmosfera-
Biosfera, uma vez que a matéria organica viva ¢ composta principalmente de carbono. Os
ciclos de outros elementos importantes como nitrogénio e oxigénio sdo influenciados pelo
ciclo do carbono e as alteracdes antropicas em muitas fases do seu ciclo biogeoquimico
influenciam no equilibrio de varios ecossistemas e da atmosfera global (MARTINELLI et al.,
2009). Nao por menos, o ciclo do nitrogénio vem sendo bastante estudado em func¢do de seu
papel no metabolismo de aminoacidos e proteinas. O nitrogénio é considerado um fator
limitante para a produgdo primaria, tanto na terra como no ambiente aquatico, uma vez que o
mesmo ¢ o principal componente das enzimas que controlam as reagdes bioquimicas nas quais
o carbono ¢ reduzido e oxidado (SCHELSINGER, 1991).

Os elementos carbono e nitrogénio apresentam varios is6topos estaveis e radioativos,
como pode ser observado na Tabela 1. O isétopo estavel ou nuclideo estavel ¢ definido como
os atomos de um determinado elemento que possuem o mesmo numero de protons e diferente
nimero de néutrons. Por exemplo, todos os is6topos de carbono tém seis protons (Z = 6), mas
0 isotopo estavel de massa atdmica 13 (*>C) tem um néutron a mais (N = 7) que o seu is6topo
estavel mais abundante o 'C (N = 6). Devido a0 mesmo niimero de protons, eles ocupam a
mesma (“is0”) posicdo (“topo”) na tabela peridodica e possuem diferentes massas, porém
apresentam propriedades quimicas idénticas. Certos is6topos, como o *C, sdo radioativos e
sofrem decaimento no decorrer do tempo (meia vida de 5730 anos), emitindo particulas 3.
Por outro lado, o °C ndo se desintegra, permanecendo estavel permanentemente. A existéncia
dos isotopos raros mais pesados, do carbono (°C) e do nitrogénio (‘°N), possibilita a
produg¢do de compostos marcados ou enriquecidos nestes isotopos, caracterizados por
apresentarem abundancias isotopicas acima da natural. Estes compostos por sua vez
possibilitam o uso da técnica isotdpica do tragador, na elucidacdo de muitos aspectos
relacionados em diversas areas da ciéncia.

A técnica isotdpica que emprega os isotopos de °N e/ou °C como tragadores consiste,
basicamente, em fornecer ao organismo em estudo um composto quimico no qual a razao
isotopica (°N/"N e/ou *C/**C) do composto considerado ¢ diferente da natural, ¢ em seguida
avaliar a distribuicdo do is6topo no sistema em estudo. Em muitos trabalhos de pesquisa,
envolvendo a técnica isotdpica com N e/ou °C, em especial na area biomédica, existe a
necessidade de utilizacdo de compostos altamente enriquecidos nos iso6topos de interesse,

devido a diluicao isotopica dos sistemas em estudo (KNOWLES; BLACKBURN, 1993).
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Esses compostos até recentemente ndo eram produzidos no Brasil e América do Sul, devido a
dificuldades de ordem metodoldgica, e para as pesquisas envolvendo estes compostos, existia
a necessidade de importagdo dos Estados Unidos, da Europa ou Asia.

Deve-se ressaltar que a tecnologia de enriquecimento e sintese de compostos quimicos
marcados no isdtopo estavel de N e/ou °C ndo é repassada pelos paises que a detém, em
razdo de interesses de ordem econOmica e, muitas vezes, estratégicos, o que torna
extremamente importante o desenvolvimento de novas tecnologias para o enriquecimento e

sintese de compostos marcados no Brasil.

Tabela 1 - Isotopos do elemento nitrogénio e carbono

Abundancia isotopica Tipo de Ty
Is6topos _ -
natural (%) desintegracao (meia vida)

“N B 0,011 s

BN B 9,97 min.

YN 99,635 Estavel

BN 0,365 Estavel

1N i3 72s

N B (n) 4,16 s

N B 0,63 s

e p* 20,3 min.

2c 98,892 Estavel

Bc 1,108 Estavel

Yc B 5730 anos

>c i3 2,45

°c B 0,75

Fonte: adaptado de DAVID, 2005; BOUTTON, 1991.

Na maioria dos estudos com isotopos estaveis (tragador), empregam-se os isotopos dos
elementos leves e, o nitrogénio e seus isoétopos tém grande importancia nos estudos dos
sistemas biologicos, além de participarem na maioria das reagdes biogeoquimicas (FRITZ;
FONTES, 1989). Em diversas areas das ciéncias agronomicas (fertilidade e quimica do solo,
nutrigdo de plantas, entre outras), as técnicas isotopicas com N revelaram-se uma importante
ferramenta, cabendo ressaltar aqui alguns trabalhos publicados recentemente por

pesquisadores brasileiros (BOARETTO et al., 2007; FENILLI et al., 2007; FARONI et al.,
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2007; DUETE et al., 2008; DAMIN et al., 2010a; 2010b; entre outros). Cabe salientar, ainda,
que ha uma tendéncia internacional voltada para o uso dos is6topos estaveis em trabalhos de
campo, sempre que possivel, restringindo, desta forma, o uso de compostos radiomarcados em
experimentos dessa natureza (ZHAO et al., 2001; TRIVELIN, 2002; BENDASSOLLI et al.,
1997).

Na literatura médica, varios estudos destacam-se utilizando isotopos estaveis de
nitrogénio, principalmente em estudos de metabolismo proteico, cujas finalidades especificas
sd0 a evolucdo no esclarecimento do metabolismo dos aminoicidos no homem e o
estabelecimento das necessidades basicas diarias desses nutrientes (WATERLOW, 1981;
STACK et al., 1989; YOUNG, et al., 1995; DICHI, et al., 1997, MAESTA et al., 2008). O
interesse em se conhecer as necessidades basicas didrias dos aminodcidos reveste-se de
particular importancia em satde publica, estendendo desde a elaboracdo dos protocolos de
alimentagdo em determinados grupos populacionais. Um dos métodos, utilizando o is6topo de
>N, para estimar a cinética total corporea das proteinas foi a administracio de '’N-Glicina (98
% em atomos) (BASILE FILHO; MARCHINI, 2004).

As aplicacdes dos isotopos estaveis de carbono podem ser feitas com compostos
enriquecidos no isdtopo naturalmente menos abundante do elemento (‘>C) ou, com uso das
variagdes na razdo (>C/*C) isotdpica natural, expresso na terminologia delta por mil (8%.),
relativo ao padrao internacional (PeeDee Belemnite-PDB). Segundo Friedman e O’Neil
(1977), citados por Ducatti et al. (1979), padrao PDB ¢ aceito universalmente na comparagao
das composi¢des isotopicas do carbono. Trata-se do fossil carbonatado solido da era
cretaceos, denominado Belemnitela americana, da formag¢dao PeeDee da Carolina do Sul,
Estados Unidos, o qual foi empregado inicialmente como padrao por Craig (1957).

Na é4rea ambiental, a medida da razdo (°C/'?C) isotopica do carbono é usada para
monitorar variacdes climaticas e o impacto da atividade humana, na geoquimica para o
acompanhamento de atividades vulcanicas (ZANASI et al., 2006). Em nutricdo animal ¢ util
em estudos de identificagdo de dietas naturais, determinacao de digestabilidade e até mesmo
em estudos de metabolismo de diferentes tecidos. Nessa area pode-se citar os estudos com
aves (CARRIJO et al., 2000; DENADALI et al., 2006), peixes (ZUANON et al., 2006) e outras
espécies de animais.

Na Ciéncia do Solo, os valores de 6%, BC tem sido usados na avaliagdo do “turnover”
da matéria organica do solo (BOUTTON, 1996). No sistema solo-planta a razdo natural dos
isétopos de carbono (*C/'*C), no carbono organico do solo, contém informacdes relativas a

presencga ou auséncia de plantas do ciclo fotossintético C3 (baixa razao BC/?C) e C4 (alta
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razdo °C/"*C) na comunidade de plantas do passado e a contribuicio relativa da comunidade
na produtividade primaria liquida, no tempo. Mudangas ¢ alteragdes na produtividade relativa
de plantas C3 e C4 em um ecossistema, no tempo, sdo frequentemente atribuida as mudangas
ou disturbios no regime ou clima (VITORELLO et al., 1989; NEILL et al., 1997; GEHRING;
VLEK, 2004; PESSENDA et al., 2010). Em pesquisa sobre aspectos relacionados a fisiologia
de plantas, ¢ importante, uma vez que as razdes (C/'*C) entre esses dois tipos de plantas
podem auxiliar diretamente no estudo da fotossintese, na determinagdo dos ciclos
fotossintéticos, na translocagdo e na alocagdo de carbono e estresse hidrico (EHLERINGER et
al., 1993).

Recentemente a técnica isotopica, com medida de 6%, B, tem-se se destacado em
avaliagOes da origem vegetal de alimentos e bebidas (OLIVEIRA et al., 2002; QUEIROZ et
al., 2009), e vem se tornando um interessante instrumento analitico para confirmar a
qualidade dos produtos alimenticios (KAROUI et al., 2007; SOUZA-KRULISKI et al., 2010)

A técnica utilizando materiais enriquecidos no isétopo de °C ¢ de grande importancia
em pesquisas médicas, como marcadores biologicos, indbcuo ao homem. Destacando-se
estudos do metabolismo de substincias de alta relevancia fisioldgica, como os acidos graxos,
os carboidratos e os aminoacidos (MATTHEWS; BIER, 1983; BASILE FILHO et al., 1998) ¢
em testes respiratorios para examinar a fun¢do hepatica microssomal (OLIVEIRA et al.,
2006) e no diagnodstico (ndo invasivo) da infec¢dao por Helicobacter pylori (CASTRO et al.,
2004). A técnica com uso de isotopos estaveis de C ¢ ainda mais importante a medida que
cada vez mais substitui a utilizagdo do isotopo radioativo '*C e para validar e complementar
estudos com o uso do iso6topo estavel (COLEMAN; FRY, 1991). Mesmo assim 0 seu uso
ainda ¢ limitado pela dificuldade de obtengao e consideravel preco no mercado internacional,
variando proporcionalmente com o enriquecimento ¢ composto. Como exemplo pode-se
mencionar a CO(ISNHg)z enriquecida a 98 % em atomos de 5N com preco médio de US$
253.00/g, enquanto a BCO(NH,),, enriquecida a 99 % em atomos de °C, tem preco FOB de
US$ 126.00/g . Esse valor (US$) ¢é ainda maior para a *CO(*’NH,), duplamente enriquecida
(99 e 98 % em atomos de °C e "N, respectivamente), tendo custo médio de US$ 693.00/g do
composto (CAMBRIDGE ISOTOPE LABORATORIES INC., 2010).

Especificamente com relagdo & separacio isotopica de elementos leves (°N, B e *S)
e a produ¢do, no Brasil, de compostos marcados nos isétopos pesados de elementos leves,
destaca-se o Laboratorio de Isotopos Estaveis do Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(CENA/USP). Nesse foi desenvolvido no inicio dos anos setenta o primeiro sistema para

. . . L, . 15 + A . .
enriquecimento isotopico ("NHy ), por cromatografia de troca idnica, em sistema de colunas
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contendo resina cationica (TRIVELIN, 1976; TRIVELIN et al., 1979). A partir de 1996, foi
avaliada nova metodologia para separacao dos isotopos de nitrogénio (MAXIMO, 1998),
envolvendo a regeneracdo da resina catidnica com solu¢do de (NH4),SO4 em substitui¢do a
solugdo de H,SO4 (TRIVELIN et al., 1979), objetivando reducdo nos custos de producdo. Os
autores utilizaram de trés sistemas de colunas de resina catidnica que foram acoplados em
sistema cascata (MAXIMO et al., 2000), sendo possivel 4 obtencio de ('’NH4),SO4 com um
nivel de enriquecimento de até 95 % em atomos de '°N. Assim, foi possivel a produgio de
outros compostos nitrogenados: "NHs(aq) e "’NH; anidra (BENDASSOLLI et al., 1988;
2002); CO("’NH,), (BENDASSOLLI et al., 1989a); uran-">’N (BENDASSOLLI et al., 1989b);
mistura de CO(*’NH,),/('’NH4),S04 ¢ CO('’NH,),/KCl em pérolas (BENDASSOLLI et al.,
1991); ("NH,),**SO4 (MAXIMO et al., 2005); Alanina-""N (OLIVEIRA, 2001); Glicina- °N
(TAVARES et al., 2006); H°NO; (SANT ANA FILHO et al., 2008); Glifosato-"’N
(TAVARES et al., 2010).

Outro fato importante ¢ que o CENA/USP possui laboratérios de espectrometria de
massas e pessoal qualificado para andlise de is6topos estaveis com tradi¢do de mais de 30
anos, facilitando o desenvolvimento de métodos para determinagdo isotdpica nos compostos
produzidos. Ressalta-se, ainda, que os custos de producdo dos compostos enriquecidos, no
pais, t€m se mostrado inferiores em relagdo ao preco FOB (comercializagao internacional). A
disponibilidade de compostos marcados no isétopo °N, no pais, impulsionou
significativamente as pesquisas com o emprego de tragador nao radioativo.

Portanto esses fatores justificam a realizagdo do trabalho proposto, que tem como
objetivo geral o estabelecimento de método para producao da CO(NH;), enriquecida no
isotopo "°C e/ou "N, abrindo amplas perspectivas de aplicagdo do composto em diversas
areas da ciéncia, principalmente na 4rea agronomica e biomédica.

O desenvolvimento do trabalho em apreco compreende alguns objetivos especificos,
como: a) Avaliar o rendimento (%) da sintese de CO(NH3),, em triplicata, em fun¢do dos
parametros (quantidade de reagentes, tempo de reagdo, admissdo de H»S, pressdo no reator,
meio liquido e temperatura da rea¢do) envolvidos no processo; b) Andlise da qualidade
(fisico-quimica e microbiologica) da CO(NH;), sintetizada e reciclagem dos residuos gerados
no processo; ¢) Desenvolvimento de método para determinagao isotopica de C e/ou N (% em
atomos de "C e/ou "N), em amostras de CO('*NH,),, por espectrometria de massas
(IRMS); d) Sintese da "*CO('°NH,), enriquecida no isétopo BC e/ou PN e avaliacdo

econOmica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Sintese da uréia

A uréia (CO(NH>),), isolada da urina por Rouller em 1773, foi o primeiro composto
organico sintetizado artificialmente em 1828 por Friedrich Wohler’s, obtido a partir do
aquecimento do cianato de amoénio (NH4CNO), de acordo com a reagdo 1. Quando Wohler
tratou cianato de prata (AgOCN) com cloreto de amonio (NH4Cl), ele isolou um material
cristalino branco com as mesmas propriedades do cianato. Esse material foi testado contra
CO(NH,); (isolado da urina) e constatou que os dois eram idénticos. Assim, descobriu que o

NH4CNO tinha rearranjado para forma de CO(NH;), (BATCHELOR et al., 1998).

A
NH,CNO(I) — CO(NH,)x(s) (1)

Durante muitos anos, este composto (CO(NH,);), foi de importancia industrial
relativamente pequena e era obtido pela hidrdlise acida do cianeto de calcio (CaCNy), como
pode ser observado na reacdo 2. Em 1933, a Du Pont comecou a produzi-la em Belle, Virginia
Ocidental e até 1950 foi o Unico produtor americano obter em escala comercial a CO(NH;),

solida (NORRIS; BRINKS, 1977).

CaCN, + 3H,0 — CO(NH,), + Ca(OH), )

Atualmente, a producao da CO(NH;), ¢ um processo muito importante, praticado em
diversos paises, com aproximadamente 700 plantas de diferentes capacidades, sendo a
producdo mundial da ordem de 80 milhdes de toneladas por ano. As melhorias no processo
capazes de produzir reducdo do consumo energético sdo, evidentemente, muito importantes
tanto no ponto de vista econdmico como também no ambiental (BOZZANO et al., 2003).

A CO(NH;); ¢ sintetizada comercialmente a partir da reacdo entre a amonia (NH;) e
dioxido de carbono (CO,), sob condi¢des que dependem da tecnologia empregada na planta
industrial. Na maioria dos processos a reacao de sintese ¢ realizada na fase liquida (solugdo),
sob pressdo de 13 a 25 MPa e temperatura de 170 a 200 °C. No entanto, na pratica industrial a

temperatura de reagdo excede 210 °C, devido que as duas reagdes (3 e 4) da sintese
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combinadas sdo exotérmicas e, em geral, ¢ necessario efetuar o resfriamento. O completo
levantamento das tecnologias (sistemas operacionais) de producao foi publicado por Chao

(1967) e posteriormente por Uchino (1986) e Stamicarbon Staff (1986).

CO, +2NH3 — NH4CO,NH, AH =-37.000 kcal/mol 3)
NH4CO,;NH; — CO(NH;), + H,O AH =+ 10.000 kcal/mol 4)

O produto da reagdo de sintese tem a formagdo do carbamato de amonio
(NH4CO,;NH;) como intermediario, que em seguida, desidrata formando a CO(NH,), (reacao
4). Em pressoes elevadas essa dissociacdo de formacdo do NH4CO,NH; ¢ rdpida e completa,
enquanto que a desidratacdo ¢ mais lenta (ISLA et al., 1993). A conversdo de equilibrio
geralmente atinge valores na faixa de 50 a 80 %, com base na propor¢do de NH3/CO; no
reator (LEMKOWITZ et al., 1973). Além disso, estudos relatados na literatura, revelaram a
formacao de biureto (NH,CONHCONH,), que ¢ a principal de impureza do processo de
produ¢do da CO(NH), (MIKKELSEN, 2007). O composto (biureto) se forma por
aquecimento do fertilizante (CO(NH;),) a 150-160 °C em certas fases do processo de
fabricag¢do, como nos granuladores por evaporagao (reacdo 5). Como biureto ¢ toxico para as

plantas, seu teor em fertilizantes tem de ser mantido o mais baixo possivel.

A
2 CO(NH;); — NH,CONHCONH, + NH; (5)

Para superar essas limitagdes, impostas pelo equilibrio quimico na conversdo da
CO(NH;),, varias tecnologias no processo de producdo foram desenvolvidas nas unidades
comerciais. Esses processos normalmente sdo classificados como: de uma sd passagem,
reciclagem parcial e reciclagem total (ISLA et al., 1993; IRAZOQUI et al., 1993; NORRIS;
BRINKS, 1977). No processo de reciclagem total, que ¢ amplamente empregado, toda a NHj3
que deixar a secdo de sintese € reciclada para o reator e a conversdo global (NH; a CO(NH,),)
atinge rendimento de 99 % (HAMIDIPOUR et al., 2005). A Figura 1 e a Tabela 2
representam o processo de reciclo total em fase aquosa da Chemical Construction Co. que
opera a 22,29 MPa (220 atm) e entre 182 e 193 °C (NORRIS; BRINKS, 1977). Processos
Stamicarbon e Snomprogetti sdo os mais comuns exemplos dessa tecnologia (DENTE et al.,

1988; SATYRO et al., 2003).
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Em projetos de usinas de grande porte, os decomponedores, apresentados na Figura 1,
sdo substituidos por uma torre de decomposicdo e de extracdo a quente. Nessa torre, o
NH4CO,;NH; ¢ decomposto, e o NH3 (g) quente e o CO, que ndo reagiu sao comprimidos e
retornam ao reator de CO(NH), (CHAUVEL; LEFEBVRE, 1989; NORRIS; BRINKS,
1977). Com isso ha uma economia muito grande de mao de obra e equipamentos,

principalmente nas grandes fabricas.

Tabela 2 - Comparagao entre processo de fabricagdo de CO(NH,;),

Utilidades necessarias por tonelada de CO(NH>),

Processo

Vapor Eletricidade H,O Refrigeracao
(kg) (kWh) (m’)
Convencional 1.089-1.452 132-170 61-110
SNAM 862 105 57
Stamicarbon* 953e 125e 55e
Weatherly 1.270m 15m 87
Mitsui Toatsu 7264 130¢ 6le
Processo D 771 155 -
Mavrovic convencional 581 115 55

* As usinas mais recentes operam 5-10 %; ®Sao disponiveis 136 Kg de vapor em excesso, a 3,4 atm;
aCompressor movido a vapor; ¢Compressor elétrico.
Fonte: NORRIS; BRINK, 1997

Apesar dos inimeros métodos de produgcdo de CO(NH,),, utilizando varios reagentes,
apenas um processo baseado na reacdo de CO, e NHj a altas pressoes (13-20 MPa) e
temperaturas (180-200 °C) ¢ utilizado na indistria brasileira. O processo requer equipamentos
especiais, pelas condicdes de trabalho e caracteristicas especificas da reagdo (alta
corrosividade e tendéncia de cristalizacdo), além de ser um processo em multiestagio que
envolve grande investimento de capital e alto consumo de energia (KARMAZINOV et al.,
1971; MCDOWELL, 1974, KUCHERYAVYI et al., 1976).

Desde que a CO(NH;), tornou-se um dos fertilizantes mais usados, sua produgdo ¢
importante para a industria petroquimica, havendo muitas tentativas para modelar e simular o
reator de producdo da CO(NH;), como centro do processo (DENTE et al., 1995;
HAMIDIPOUR et al., 2005).
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A sintese da CO(NH;), fazendo-se uso da reacao quimica que envolve CO (monodxido
de carbono), NH3 (amodnia) e S (enxofre), a 100 °C, na presenga do solvente CH;OH
(metanol), ¢ um método alternativo ao processo convencional. Esse procedimento foi
realizado, inicialmente em escala laboratorial (ou piloto), em reator tipo A-4, spec. 94-40376
com volume de 1,8 L (FRANZ; APPLEGATH, 1961). Nesse método avaliaram-se a influéncia
da temperatura ¢ quantidade de reagentes no rendimento do processo. De acordo com os
resultados obtidos um decréscimo na temperatura de reagdo de 100 para 70 °C promoveu um
aumento muito pequeno no tempo de reacdo do S na formagao do COS (sulfeto de carbonila),
no entanto, resultou em um aumento significativo no tempo de produgcdo da CO(NH;),. Na

Tabela 3, podem-se observar os efeitos das varidveis do processo no tempo de reagao.

Tabela 3 - Efeito das variaveis no tempo de reagao de sintese do COS ¢ da CO(NH>), @

Tempo para‘z2do S Tempo para ¥ do
) reagir formando rendimento teorico da
Condicoes Alteradas COS CO(NH,),
--------------------- (Min) =-------=-m-momemeeem

Nenhuma 14 19
70 °C 21 60
50 °C 60 60
1/5 teérico NH; - 58
1/5 tedrico S 8 12
1/5 teérico CO -- 13
0,8 mols de H,S 18 47
0,8 mols de CO(NH>), 14 36

(a) Base de comparagdo serd a reagdo em um reator de pressdo com capacidade 2 L,
temperatura 100 °C, 0,1 mols de H,S, 300 g de CH;0H e relagao estequiométrica de NH;, CO
e S (1,2; 0,6 e 0,6 mols, respectivamente), para producdo de 0,6 mols de CO(NH;), (Fonte:
BENDASSOLLI, 1988).

Ainda utilizando-se 10,9 g de NH3, 8,7 g de CO, 9,8 g de S, 44, 8 g CH3;0H, 0,6 g de
H,S, os autores chegaram a obter em torno de 13,5 g de CO(NH,),, equivalente a um
rendimento de 73 %. Deve-se ainda salientar que a reagdo de sintese teve duragdo de
aproximadamente 1 hora a temperatura de 100 °C.

O processo industrial de sintese envolvendo a reagao entre NH3, S e H,S, foi possivel

obter CO(NH;), cristalina com 99,6 % de pureza e H,S como subproduto do processo
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(MONSANTO CHEMICAL COMPANY, 1961). A reacao ocorria sob uma pressao de 1,36 a
2,04 MPa e temperatura de 100 °C, sendo representada pela equagao (6).

1 CO+2NH;+ 1S S 1 NH,CONH; + 1 H,S (6)

O processo foi desenvolvido em um reator de aco inoxidavel, em fluxo continuo, em
sistema contra-corrente e com reciclo. A solucdo alimentadora que apresentou resultados mais
satisfatorios foi constituida de 25 % de NH; anidra, 4 % de H,S, 20 % de S e 51 % de
CH;OH. O rendimento do processo, em termos de NH; e S foi em torno de 99 % em
condig¢des Otimas de operacao.

Entre os varios métodos, desenvolveram-se estudos no sentido de obter CO(lSNHz)z
enriquecida em "°N, avaliando também a reacio de sintese a partir da NH;, CO e S, a baixa
pressdo e temperatura. O processo foi realizado em um reator de ac¢o inoxidavel com volume
de 2 L, equipado com jaqueta aquecedora, termometro ¢ um recipiente de vidro usado como
vaso de reagdo. Para evitar as perdas de gases reagentes (NH; e CO), utilizou um sistema de
agitacdo magnética. A temperatura de reag@o foi de 100 °C, sob pressdo de 1,22 a 1,91 MPa e
com tempo de reacdo de trés horas. Dessa forma, estudaram-se os efeitos do aumento do
tempo de reacdo e da adigdo de H,O no rendimento final do processo. O rendimento do
processo-base (1 mol de NH3, 1 mol de CO e 0,75 mol de S, temperatura de 100 °C e tempo
de reacdo de trés horas) foi de 83 %; o produto final apresentou 0,1 % de biureto e 0,45-0,5 %
de S, o que, segundo o autor, provavelmente ndo apresentaria problema algum na sua
utilizagdo (STINSON, 1975).

No mesmo sentido, em outro estudo, avaliaram a sintese de uréia—lSN, com baixo
enriquecimento (5 % em atomos de °N), a partir da reagdo entre "NH;, CO e S. Nesse, foi
utilizado um reator de aco inoxidavel com uma manta aquecedora e um mandmetro de aco
inoxidavel para determinar a pressao do sistema e regular a quantidade de CO a ser
introduzida no reator. No processo avaliou-se apenas a temperatura de reagdo de 90 °C e um
Ginico tempo de reagio de 90 minutos e a CO(’NH,), obtida apresentou pequena
contaminagdo de metais pesados, proveniente das paredes do reator de sintese
(BENDASSOLLI et al., 1989a).

O aspecto termodindmico no processo de sintese de CO(NH,), foi avaliado utilizando
os reagentes CO, S e NH;. Com a andlise termodinamica, obtiveram-se resultados teoricos de
conversao (%) de NH; em CO(NH;),, em fun¢do da temperatura de reacdo, bem como a

constante de equilibrio do sistema em estudo para varias temperaturas (BENDASSOLLI;
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VICTORIA, 1995).

Embora a andlise termodinamica indique que a conversao de NH; a CO(NH,), foi
inversamente proporcional a temperatura, ela ndo explica a cinética da reacdo. Assim, a
temperatura ambiente (298 K), o equilibrio (conversdo de 92,5 %) da reagdo pode ser obtido

em tempo extremamente prolongado.

2.2. Uréia como fonte nitrogenada

O nitrogénio ¢ um elemento fundamental para a vida dos organismos vivos. Para as
plantas, exerce um papel vital. O nitrogénio ¢ encontrado de forma abundante na atmosfera,
no estado gasoso, representando 78 % em volume. No entanto, apresenta-se inerte,
necessitando transformé-lo em forma assimilaveis pelas plantas. Embora alguns
microrganismos possam assimilar o nitrogénio da atmosfera, transformando-o em substancias
aproveitaveis pelas plantas, na agricultura moderna esse elemento ¢ fornecido na forma de
alguns compostos quimicos, que sdo conhecidos como fertilizantes (SANT ANA FILHO et
al., 2008).

Entre os compostos nitrogenados utilizados como fertilizantes, destaca-se a uréia
(CO(NH3),), em virtude do menor prego por unidade de N, alta concentragdo de N (45 a 46
%), alta solubilidade, menor corrosividade em equipamentos de aplicacdo, compatibilidade
com um grande nimero de outros fertilizantes e defensivos (inseticidas e fungicidas) e alta
taxa de absor¢do foliar (em taxas de 10 a 20 vezes superiores as do elemento nas formas
ionicas) (CANTARELLA et al.,, 2007). Essas vantagens mencionadas, tendo em vista a
descoberta do gas natural (fonte de hidrogénio, utilizado na sintese industrial da CO(NH,),),
contribuiram para que a CO(NH»), represente cerca de 60 % dos fertilizantes nitrogenados
comercializados no Brasil. A segunda fonte de maior expressdo ¢ o sulfato de amonio
((NH4)2SO4) com 19 % e a terceira o nitrato de amdnio (NH4NO;) contribuindo em 12 %
(BARBOSA FILHO et al., 2004).

A producao mundial alcancou 134,7 milhdes de toneladas do produto, em 2007,
concentrando-se 49 % dessa producio na China e na India. Por outro lado, esses mesmos
paises detém 54 % do mercado, o que requer ainda, no caso da India, uma parcela crescente
de importacdo (FRANCO et al., 2007).

H4, entretanto, algumas desvantagens no uso da CO(NH;), como fertilizante, que

devem ser mencionadas, tais como: perdas de N por volatilizacio de NHj3, especialmente
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quando o fertilizante ¢ aplicado na superficie do solo; perdas por lixiviagdo do proprio
fertilizante, antes e durante a hidrolise, fitotoxidade da NHj3 (produto da hidrdlise) e também a
possibilidade de formacao de biureto no processo industrial (altas temperaturas), que acima de
1% pode-se tornar toxico para as plantas. Os principais processos que resultam nas perdas de

nitrogénio do sistema solo-planta-atmosfera podem ser observados na Figura 2.

Deposigdes "N,O |
atmosféricas: |
NOy, NHs, etc. R .
_ T [ N2O
| Adicbes de matéria 1|NH3 N |
| organica: residuos de + ]‘
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+ 2 I _.__.j
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N inorganico sollivel ‘

NH; —— NH;" s NO3’
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Figura 2 - Ciclo resumido do nitrogénio no solo (CANTARRELLA, 2007)

Lixiviagao

[nov |

A CO(NH;); ¢ um composto nitrogenado sélido, que se apresenta na forma de
granulos brancos, contém 45 % de N na forma amidica e altamente higroscépico. Quando
aplicada ao solo, a CO(NH;), ¢ rapidamente hidrolisada pela agcdo da urease (2 a 3 dias),
liberando N-NH,", de acordo com as reagdes (7) e (8) (KOELLIKER; KISSEL, 1988). A
urease ¢ uma enzima extracelular produzida por bactérias, actinomicetos e fungos do solo ou,
ainda, de origem em restos vegetais (COSTA et al., 2003). Devido as caracteristicas da
urease, fatores que influenciam a atividade do microorganismos também alteraram a hidrélise
da CO(NH;),, promovendo grande variagdo na taxa de hidrolise para diferentes solos
(REYNOLDS; WOLF, 1987).

urease
CONH,), +2H"+2H,0 — 2NH; +H,CO;  (pH<6,3) (7)
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urease
CONNH), + H" +2H,0 — 2NH,; +H,CO; (pH > 6,3) (8)

A hidrolise da CO(NH;), ocorre em solos com varios teores de umidade, porém,
quanto mais rapida, maior o potencial de perda de N-NH;3 (VOLK, 1959). A adi¢ao de H,O
tem influéncia direta sobre a hidrolise, promovendo aumento da difusdao da CO(NH>); e,
consequentemente, maior contato com a urease no solo (SAVANT et al., 1987). Portanto a
aplicagdo de CO(NH;), em solos secos ¢ preferivel a sua adicdo em solos imidos (LARA
CABEZAS et al., 1992).

A reacio de hidrélise consome protons (H') e provoca a elevagio do pH, que pode
atingir valores na regido proxima aos granulos do fertilizante aplicado (RODRIGUES;
KIEHL, 1992) favorecendo a formacdo de NHj;. Desta forma mesmo em solos acidos a
CO(NH;), esta sujeita a perdas de N-NH3; por volatilizagdo. Ja outros fertilizantes
nitrogenados como (NH4),SO4 € o NH4NOs3, aplicados aos solos acidos predominantes no
Brasil, tendem a manter a maior parte do N na forma NH,", que é estavel.

Os fatores de solo mais importantes que influenciam as perdas de NH;3; por
volatilizacdo sdo o pH, a capacidade de troca idnica, o poder tampao, os teores de carbonato
de célcio e de matéria organica do solo (CORSI, 1994). O pH altera o equilibrio entre os ion
amonio (NH;") e a forma gasosa , a amdnia (NH3) na solugio do solo (reagdo 9). Desta forma,
o aumento no pH, aumenta a concentragdo relativa de NHs e seu potencial de volatilizagao

(TRIVELIN et al., 1994).

NH,” = NH; +H" )

Quando se utiliza a CO(NH;),, a quantidade e modo de aplicagdo ao solo sdo fatores
que exercem acentuada influéncia em sua eficiéncia, devido ao comportamento desse
fertilizante no solo, referente as transformagdes quimicas, efeitos sobre pH e as perdas por
volatilizacdo. Barreto (1991) estudou as perdas por volatilizagdo de NH3 de duas fontes de N,
em fung¢do da dose, profundidade de aplicacdo e umidade em trés diferentes solos, concluindo
que o aumento na dose de N acarretou no acréscimo nas perdas de NHs;. Em outro trabalho,
Trivelin et al. (2002), estudando perdas do nitrogénio da CO(NH>), no sistema solo-planta em
dois ciclos de cana-de-agucar, concluiram que as maiores perdas do N-CO(NH;), ocorreram

quando o fertilizante foi aplicado na superficie. Essas perdas, que podem corresponder a até
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50 % do N aplicado (TERMAN, 1979), diminuem o valor do fertilizante e contribuem para a
poluicao atmosférica.

Nesse contexto, com base na literatura, tem-se buscado solucionar as perdas de N por
volatilizacdo de NHs, proveniente da CO(NH,),, utilizando ferramentas como a incorporacao
do fertilizante no solo (LARA CABEZAS; YAMADA, 1999; CANTARELLA, et al., 1999),
aplicacdo sob a palhada utilizando equipamento com pressurizador pneumatico
(NASCIMENTO, 2005), misturando-se com vinhaga (LARA CABEZAS et al., 1994; GAVA
et al., 2001) e tratamento da CO(NH;), com inibidor de urease (TRENKEL, 1997;
DOMINGUEZ et al., 2008; SANZ-COBERNA et al., 2008).

Em alguns casos, a eficiéncia da CO(NH,), pode ser afetada pela toxidez da NHj3. A
rapida hidrolise do fertilizante no solo provoca uma acentuada elevagdo no pH e aumento na
concentragdo de NH; em torno da regido adubada. Nessas condi¢des a pressdo de vapor de
NH;, pode ser suficiente para causar efeitos toxicos sobre a germinacdo de sementes ¢
crescimento de plantulas. Esse problema geralmente ocorre quando a CO(NH;), ¢ aplicado
junto ou muito proximo da semente e pode ser contornado mantendo-se distancia adequada
(GOULD et al., 1986; KARAMANOS et al., 2004).

A CO(NH;), também esta sujeita a perdas por lixiviagdo por ser um composto de alta
solubilidade em H,O e ndo i6nico, portanto, fracamente absorvidos aos coldides do solo que
apresentam predominantemente cargas negativas. A retencdo da CO(NH;), no solo decorre da
formagao de compostos com grupos carboxilicos da matéria organica e de complexos com
minerais de argila; com valor baixo de pH, a CO(NH;), pode ser protonada e se comportar
como cation (GOULD et al., 1986). A taxa de lixiviagdo da CO(NH;),, embora alta, ¢ pouco
inferior a do NOs'. Fatores como sistema de preparo, tipo de solo e formas de aplicagdo do
fertilizante nitrogenado, podem influenciar tanto o fluxo de H,O quanto a concentrag¢do de
NOs " na solugdo do solo (WHITE, 1987).

Ao menos que chova intensamente nos dias subsequentes a adubagao, a lixiviacao de
N na forma de CO(NH>), tem importancia relativamente pequena, visto que este fertilizante ¢
normalmente hidrolisado em poucos dias no solo, produzindo NH,", o qual é retido pelas
cargas negativas dos coldides (CANTARELLA, 2007). Por outro lado, varios autores
observaram que o NH; " proveniente da CO(NH,), tende a ser nitrificado mais rapidamente do
que o (NH4),SO4, em virtude da elevagdo do pH do meio durante a hidrolise (SILVA;
VALLE, 2000). Assim, o nitrogénio da CO(NH>), ¢ inicialmente mdvel, depois se torna

pouco movel (como NHy") e finalmente, passa para uma forma bastante mével (NO3").
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Outro aspecto negativo relacionado ao uso do fertilizante (CO(NH>),) € a fitotoxidez
do biureto (NH,CONHCONH;), formado pela decomposi¢do termal da CO(NH;), durante
fabricacdo, para as plantas. A CO(NH,), fertilizante comercial normalmente contém
quantidades pequenas e varidveis de biureto como uma impureza, que ¢ formada durante o
processo de granulagdo do composto, quando aquecido proximo ao seu ponto de fusdo de
132 °C (MIKKELSEN, 1990). Muitos estudos foram feitos para determinar a maxima
concentragdo de biureto tolerado pelas culturas, sendo observada maior sensibilidade para o
café, citros, abacaxi, especialmente quando aplicados via foliar. A sensibilidade da cultura
depende de muitos fatores como a espécie, propriedades de solo, o método e regulacdo de
tempo da aplicagao do fertilizante, e tanto concentragdo como soma total de biureto aplicado
(MIKKELSEN, 2007).

O biureto ndo ¢ conservado no solo e ¢ facilmente lixiviado. Geralmente as plantas sdo
menos sensiveis ao biureto quando ele € aplicado em solos contendo apreciavel quantidade de
argila ou matéria organica e ainda baixo valor de pH (MIKKELSEN, 2007). De uma maneira
geral pesquisadores definiram um teor seguro de biureto na CO(NH>), em até 0,25 ¢ 2,0 %
quando o fertilizante for aplicado via foliar e diretamente no solo, respectivamente
(MITHYANTHA et al., 1977). Ja a legislacdo brasileira limita o teor de biureto na CO(NH),
em até 1,5% para recomendacdo de aplicacdo direta no solo e 0,3% para recomendacdo de
aplicacdo foliar (BRASIL, 2007). Culturas menos sensiveis toleram concentragdes de biureto
até 3 % em CO(NH,;), aplicada via foliar (KILMER; ENGLESTAD, 1973).

Nesse contexto, recomendagdes de adubagdes nitrogenadas devem ser bem planejadas,
pois quando se utiliza N em quantidades excessivas ou situagdes desfavoraveis, ele pode ser
perdido, ocasionando prejuizos econdmicos e ambientais (CANTARELLA; MARCELINO,
2008).

Para o estudo do balango de N existem dois métodos gerais de avaliagdo. Um deles € o
método da diferenca, ou indireto, que envolve o balanco de N total nos agrossistemas,
monitorando as entradas e saidas. No entanto, estudos envolvendo a dinamica do N no
sistema solo-planta inviabilizam-se, muitas vezes, pela dificuldade em especificar a origem do
nitrogénio de fontes distintas. Desta forma, a elucida¢do pode ser obtida com o uso do
tracador isotopico, em que uma fonte nitrogenada marcada com "N (fertilizante, matéria
organica) ¢ adicionada ao sistema, efetuando-se seu balanco pelo principio da dilui¢do
isotopica. Nesses experimentos com N, é possivel acompanhar o destino do N fertilizante,

mesmo quando multiplas transformacdes ocorrem simultaneamente no meio em estudo.
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A técnica isotopica que emprega o "N como tracador consta, basicamente, em
fornecer ao organismo em estudo um composto quimico em que a razio isotopica (""N/'*N) é
diferente da natural e, em seguida, avaliar a distribuicao do isétopo no sistema em estudo. Em
muitos trabalhos de pesquisa envolvendo a técnica isotopica com "N, na area agrondmica,
existe necessidade de empregar compostos nitrogenados altamente enriquecidos no isotopo,
em vista da dilui¢cdo isotopica dos sistemas em estudo (KNOWLES; BLACKBURN, 1993).

Na area agrondmica grande parte dos trabalhos cientificos envolve estudos onde se
procuram avaliar o aproveitamento do uréia-'"N por diversas culturas de interesse
agrondomico, como milho, cana-de-acucar, trigo, café, entre outras. Gava et al. (20006)
estudaram as possiveis alteracdes na produgdo e particdo da fitomassa vegetal, no acumulo de
nitrogénio total e do nitrogénio na planta proveniente do fertilizante, utilizando-se
CO("’NH,), aplicada em adubagio de cobertura, na cultura do milho, na fase de implantagio
do manejo de semeadura direta. Os tratamentos estudados, sistema de plantio convencional e
semeadura direta, foram adubados (100 kg ha” de N) com CO("’NH,), em cobertura. A
eficiéncia de utilizacdo do fertilizante nitrogenado pelo milho e a recuperacdo do fertilizante
nitrogenado no solo foram, respectivamente, em torno de 45 e 30 % para o N- CO(NH;),, ndo
havendo diferenca entre os sistemas de cultivo. Ainda, o nitrogénio nao recuperado do
fertilizante, aplicado em cobertura, foi em média de 25 %.

Faroni et al. (2007) comparam trés métodos de aplicacdo de solucdo de CO("°NH,),:
pulverizagao foliar, inje¢do na base do colmo e imersdo radicular, objetivando definir qual
seria 0 mais eficiente na marcagdo de fitomassa de cana-de-agucar. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. Entre os métodos de
aplicagdo de CO(ISNHg)z, a injecdo na base de colmos ¢ o de mais facil execucdo, o mais
efetivo na marcagao da fitomassa e o que apresentou a maior recuperagdo do tracador (96 %).
A aplicacdo foliar é comparavel a injecdo, somente na marcacgao e na recuperagdo do tragador
no sistema radicular.

Lange et al. (2009) avaliaram o aproveitamento do N residual no solo do adubo verde
(Crotalaria Juncea L.)-"N e da CO('’NH,),, em fertilizagdo conjugada e separada, no
segundo ano de cultivo pelo trigo (Triticum aestivum L.). O experimento foi desenvolvido em
vasos com 4 kg de solo (Latossolo Vermelho distrofico tipico), em delineamento inteiramente
casualizado com cinco tratamentos e quatro repetigdes. A recuperacdo do N- CO(NH;),
residual aplicado isoladamente foi superior quando comparada a recuperacao do N-crotaldria
ou crotalaria mais CO(NH;), sem, contudo, influenciar o acimulo de massa e a nutricdo das

plantas de trigo. No sistema solo-planta, a porcentagem de recuperacdo do N-crotalaria foi
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igual ao N-CO(NH;),. Ap6s dois anos de cultivo do solo, em vasos sem aparentes perdas por
percolagdo e lixiviagdo, em torno de 26% do N- CO(NH,), e 75% do N-crotaldria aplicados
no primeiro cultivo ainda se encontram no solo, evidenciando o beneficio da incorporacdo de
adubo verde no fornecimento de N gradativamente ao sistema.

Martha Junior et al. (2009) determinaram a recuperagio do CO(’NH,), pelo capim-
tanzénia utilizando-se quatro tratamentos (0, 40, 80 ¢ 120 kg ha” de N- CO(NH,),) com trés
repeticdes. Os autores observaram que o teor de N total e a quantidade de N na planta ndo
foram afetados pelas doses de CO('’NH,),, refletindo em elevadas perdas de N aplicado nas
condi¢des do experimento. No entanto, a baixa eficiéncia agronomica do uso da CO(NH,)
pode ser explicada pelo decréscimo da recuperagdo do N do fertilizante no sistema solo-planta
com o aumento da dose de CO(lSNHz)z em situagdes climaticas bastante adversas, que

contribuiram para aumentar as perdas de CO('’NH,), no sistema.

2.3. Uréia enriquecida em **C para diagnéstico da Helicobacter pylori (HP)

O Helicobacter pylori (HP) foi isolado pela primeira vez, em 1983, por Warren e
Marshall (prémio Nobel de medicina e fisiologia em 2005), na Austrdlia, a partir de
fragmentos de bidpsia gastrica de pacientes com gastrite cronica e ulcera péptica. A Figura 3
ilustra a esquema da invasdo das células epiteliais do estomago ¢ do duodeno pelo HP,
publicado pela Academia Australiana de Ciéncias em homenagem ao trabalho dos
pesquisadores (DESIGNPOINT, 2007). Entretanto, data do século passado o encontro de
bactérias espiraladas no estdmago de animais. Krienitz em 1906 foi o primeiro a observar
“espiroquetas” no estomago humano (TONELLI; FREIRE, 2000).

A infeccdo cronica proporcionada pelo HP tem alta prevaléncia em todo o mundo,
sendo a principal causa de gastrites cronicas e Ulceras pépticas, além de ser fator de risco para
o cancer gastrico (GRAHAM, 1994), considerado o segundo mais frequente tipo de cancer € o
maior causador de mortes por cancer no mundo (CORREIA, 1996; NEWNHAM et al., 2003).
A prevaléncia dessa infec¢do varia entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo
menor nos primeiros. Porém, independentemente da regido, as diferencas parecem estar em

funcdo da condigdo socioecondmica da populacdo (TAYLOR et al., 1995).
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Figura 3 - Invasdo das células epiteliais do estomago e do duodeno pelo Helicobacter pylori
(HP), publicado pela Academia Australiana de Ciéncias (DESIGNPOINT, 2007)

O Helicobacter pylori ¢ uma bactéria gram negativa, microaeréfila ¢ espiralada
(LEVINSON; JAWETZ, 1994), em forma de S ou em bastonete curvo, que mede cerca de 3 a
5 pum de comprimento por 0,5 pm de largura, tem parede celular externa lisa e possui de
quatro a seis flagelos unipolares embainhados e com bulbo terminal (TONELLI; FREIRE,
2000). E provavelmente o agente de infecgio cronica mais comum em seres humanos,
coloniza especificamente a mucosa gastrica e as microvilosidades gastricas das células
epiteliais e acredita-se que contribua diretamente na destruicdo da célula gastrica por
produ¢do de uma citotoxina vacuolizante, bem como enzimas toxicas, especialmente lipase,
urease e proteases, desregulando os fatores defensivos do epitélio (OPLUSTIL et al., 2001).

Estudos soroepidemiolédgicos indicam que a infec¢cdo pelo HP ocorre frequentemente
na infancia (POUNDER, 1995), e que a taxa de prevaléncia aumenta progressivamente com a
idade (OLIVEIRA et al., 1994; SOUTO et al., 1998; OLIVEIRA et al., 1999; PELSER et al.,
1997). Como essa infec¢do pode durar anos ou décadas, a curva de soroprevaléncia reflete
efeito cumulativo na taxa de infeccao (TAYLOR et al., 1995).

A transmissdo do HP parece ocorrer, predominantemente, através do contato
interpessoal, podendo ser por contaminagdo fecal-oral ou oral-oral (FELDMAN et al., 1998;

VAIRA et al., 1998). Cepas bacterianas semelhantes do HP encontradas na mucosa oral de
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uma mesma familia indicam a ocorréncia da via de transmissao oral (SAARELA et al., 1993;
TAYLOR et al., 1995). Esse fato parece ser favorecido pela propria aglomeragcdo domiciliar
ou, ainda, por essas pessoas estarem expostas as mesmas fontes de infec¢do. Estudos apontam
para a possibilidade de infec¢des causadas por exposicdo a uma fonte comum ambiental,
como a H,O de abastecimento municipal, como por exemplo, no Peru, onde pesquisadores
demonstraram prevaléncia de infec¢do pelo HP em torno de 37 % nas criancas (KLEIN et al.,
1991). Ha referéncia, também, que procedimentos gastroduodenais invasivos (endoscopia,
manometria ¢ pH-metria de 24 horas) possam funcionar como via de contaminagdo
(FELDMAN et al., 1998).

O diagnostico da infecgdo pelo HP tem sido, com maior frequéncia, realizado a partir
da andlise de fragmentos de bidpsia, obtidos por endoscopia. Os fragmentos sdo avaliados
fazendo-se uso do teste da urease, cultivo em meios apropriados ou submetidos a anélise
histoloégica com coloragdo de Giemsa ¢ o PCR (FERRAZ et al., 1998). Entretanto, todos os
testes mencionados requerem obtencao do material de maneira invasiva (endoscopia), além de
ndo permitirem uma avaliacdo global da mucosa. Paralelamente o diagnodstico da infeccao
pode ser obtido por testes ndo invasivos, que compreendem a sorologia e o teste respiratdrio
empregando a CO(NH,), enriquecida no isétopo de C, podendo ser marcada no °C (is6topo
estavel) ou "*C (isdtopo radioativo) (CASTRO et al., 2004; MATTAR et al., 1999).

A 14CO(NH2)2 ¢ uma técnica ndo autorizada pela maioria das autoridades de saude
para o diagndstico do HP, porque estd associada a uma dose de radiagdo, que embora bastante
baixa (5 pCi), necessita de uma licenga para realizar o exame, local adequado para
armazenamento e sua utilizacdo ndo ¢ permitida para mulheres gravidas e criangas. Pelo
contrario, o teste de respiragio que utiliza o "*C tornou-se cada vez mais popular, porque o
isotopo estavel ¢ in6cuo, de modo que o teste pode ser repetido quantas vezes que forem
necessarias em um mesmo paciente, como também pode ser realizado com seguranga em
criancas, mulheres gravidas e mulheres em idade fértil (GISBERT; PAJARES, 2004).

A principal inconveniéncia do teste respiratorio (UBT) utilizando BCONNH,), é a
aquisicao de um espectrometro de massas para obter o resultado dos exames, tornado-se um
investimento econdémico elevado. No entanto, como o isétopo de *C usado no diagndstico
nao ¢ radioativo, permite que as amostras sejam enviadas para um centro de referéncia,
compartilhando apenas um espectrometro entre varios centros de diagndsticos, diminuindo
consideravelmente o custo da técnica. E um teste com mais de 90 % de sensibilidade,
altamente especifico, permite a triagem de pacientes que nao necessitam de exame direto da

mucosa do estdmago, em pacientes com dificuldade na obten¢do de biopsia (por sangramento,
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ulceras, terapia anticoagulante). Pode ser usado em estudos epidemiologicos e ¢ o teste de
preferéncia para o controle da erradicacdo da infec¢ao, por ndo ser invasivo (SIQUEIRA et
al., 2007).

No teste, utilizando o isotopo *C, o paciente ingere 75 mg de *CO(NHS,), enriquecida
(99 % em 4tomos de "°C) dissolvida em suco de laranja comercial ou H,O. Para a realizacio
do exame, algumas recomendagdes devem ser seguidas pelo paciente, como, estar em jejum
por no minimo 4 horas, ndo fumar, nem tomar refrigerantes gasosos, suspender inibidores de
secrecdo acida (Omeprazol, Ranitidina, etc.) por pelo menos cinco dias e antibidticos por um
més. Em diagnostico de criangas a dose recomendada ¢ de 50 mg de *CO(NH,), (99 % em
atomos de °C), devido a massa corpérea (criancas < 30 kg) (CANETE et al., 2003). Apos a
ingestdo, a "CO(NH,), atinge a mucosa géstrica e na presenca do H. pylori, é metabolizada

pela enzima urease da bactéria de acordo com a reagao (10).

enzima
2H.N(PCONH, +2H,0 — 4NH; + 2 "C0, (10)

urcase

O diéxido de carbono (*CO,) difunde-se dentro dos vasos sanguineos, sendo
transportado sob a forma de bicarbonato até aos pulmdes, sendo depois liberado como *CO,
com o ar expelido (TONELLI; FREIRE, 2000). Na presen¢a da urease bacteriana a razdo dos
isotopos de carbono *C/'?C ¢ alterada significativamente. Raramente foram encontradas
outras bactérias produtoras de urease na flora gastrica. A propor¢do de CO,, nas amostras de
ar expelido, ¢ determinada por espectrometria de massas de relacdo dos isétopos (IRMS) e ¢
expressa como a diferenga absoluta (A) entre os valores no tempo zero (t = 0) e trinta minutos
(t = 30). O ponto critico para catalogar pacientes como H. pylori negativo ou positivo ¢
determinado por um valor Ad de 4 %o, 0 que significa que um aumento no valor de Ad em
mais de 4 %o ¢ indicador da infeccdo (ELLENRIEDER et al., 1997).

Na auséncia de urease bacteriana, toda a >*CO(NHS,), administrada pelo paciente, apos
reabsorcdo no trato gastrointestinal, sera metabolizada como a CO(NH,), enddégena. O
amoniaco resultante da hidrdlise bacteriana é incluido no metabolismo como NH, .

O crescente interesse por teste ndo-invasivo, empregando a "CO(NH,), com elevado

enriquecimento (99 % em atomos de °C) isotdpico, no diagnéstico da infecgio causada pelo
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Helicobacter pylori tem sido observado recentemente, refletindo um grande nimero de
estudos publicados.

Graham et al. (2001) comparam o padrdo (EUA) UBT com BCO(NH,), para uma
versdo simplificada (UBT-Lite) com alteracdes da refeicdo de prova, tempo de jejum,
quantidade do compostos marcado, coleta de ar expelido e duragdo de ensaio. De um total de
259 individuos incluidos no estudo, 249 completaram trés testes respiratorios de 13 CO(NHa»),.
Houve excelente concordancia entre as versoes UBT avaliadas, com 98 % dos individuos com
resultados concordantes. Nem alimentos solidos e/ou liquidos ingeridos até 1 h antes da
realizacdo do UBT- Lite afetaram os resultados do exame.

Canete et al. (2003) avaliaram a eficiéncia e a precisio do teste UBT com *CO(NH,),
aplicado em uma tunica dose de 50 mg para diagndstico da infeccdo em criangas. Nesse
trabalho foram incluidas criancas com idade 4 a 14 anos submetidas a endoscopia superior
intestinal para avaliar sintomas recorrentes a dor abdominal. Baseado nos critérios de
referéncia, 45 % estavam infectados, 37 % nao foram infectados ¢ 18 % foram
indeterminados. A sensibilidade e a especificidade foram, respectivamente, de 91% (95 %
intervalo de confianca [IC] de 79- 96 %) e 97 % (IC 95 %, 86-99 %). Os autores concluiram
que o teste respiratério (UBT) com 50 mg de “CO(NH,), ¢ suficiente e preciso para o
diagnostico da infecgdo pelo H. pylori em criangas.

Tseng et al. (2005) compararam resultados da BCO(NH,); (UBT) em pacientes com
cancer gastricos com os de pacientes com ulcera pépticas e gastrites. No experimento foram
coletados consecutivamente 564 pacientes HP positivos, sendo 128 pacientes com gastrites,
72 pacientes com cancer gastricos, 64 pacientes com ulcera gastrica e 300 pacientes com
ulcera duodenal. A dose de 13CO(NH2)2 foi de 50 mg e as amostras de ar foram analisadas
com um espectrometros de massas. Os dados foram avaliados pelo teste Mann-Whitney e o
valor (A) de corte foi 3,5 %o. Os valores médios UBT de cancer géstrico, ulcera gastrica,
ulcera duodenal e gastrite foram 16,95 + 12,2 %o, 16,3 = 9,3 %o, 15,13 = 9,9 %0 e 20,07
+13,5 %o, respectivamente. Nao houve diferenca significativa nos valores UBT entre cancer
gastrico e ulcera péptica (p = 0,745), ulcera duodenal (p = 0,3831), ou gastrite (p = 0,2951).
Os autores concluiram que o valor UBT ndo ¢ um bom método de prevengdo do cancer
gastrico. Além disso, esses valores podem explicar a relacdo entre o progresso natural da
ulcera duodenal e infec¢do pelo H. pylori.

Ortiz-Olvera et al. (2007) validaram um método simplificado para diagndstico da
infeccdo por Helicobacter pylori (UBT-""C) com admissio simultdnea de 50 mg de
BCO(NH,); ¢ 2 g de 4cido citrico em 200 mL de H,O. Estudaram-se 88 pacientes (49
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mulheres ¢ 39 homens) com idade de 45 + 15 anos, encaminhados para endoscopia
gastrointestinal e biopsia. Todas as amostras de ar coletadas (10 mL em tubos de vidro) apos
periodo de 30 minutos foram analisadas em espectrometro de massas. Do total de pacientes,
cinquenta ¢ um foram positivos (57,95 %), trinta foram negativos para H. pylori (34,10 %) e
sete considerados indeterminados (7,95 %). A sensibilidade, especificidade e acuracia da
UBT-"C foram de 90,2, 93,3 e 91,4 %, respectivamente. A metodologia apresentada
representa uma alternativa para diagnostico ndo invasivo da infecgdo por H. pylori, pois
preserva a precisio de UBT-"C.

Atualmente varios kits (Diabact®, Tau-Kit, Heliforce, Rapid-13, entre outros) estdo
disponiveis comercialmente para diagnostico da H. pylori (Figura 4). Estes kits para o teste de
respiragio (UBT-'"C) sdo geralmente validados em seus paises de produgdo e a precisdo
declarada de suas andlises podem ndo ser recomendada a populagdo local. Chua et al. (2002)
determinaram a precisdo de um kit comercial, Hp-Plus Utandningstester (Sverige AB,
Suécia), para uso no teste de respiracdo com 13CO(NHz)z (UBT-13C) na populacdo de
Cingapura. O UBT-"C apresentou sensibilidade e especificidade de 94,2 ¢ 100 %
respectivamente, na detec¢do da infec¢ao por H. pylori. Os autores concluiram que o UBT-
3C ¢ simples, seguro, ndo invasivo e apresenta boa precisio, tornando-se uma ferramenta

valida no local da pratica clinica.

Figura 4 - Kit registrado (AUST R 146728) por distribuidor Australiano, como “Diabact®
UBT 50 mg de *CO(NH,),”, utilizado no diagndstico da infecgio por H. pylori
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Gisbert et al. (2003) validou a UBT-">C (TAU-KIT, Isomed SL, Madrid, Espanha)
tanto para o diagnoéstico inicial da infec¢ao pelo H. pylori, como também para confirmar a
erradicacdo. Foi realizado um estudo multicéntrico em 7 hospitais, sendo incluido um grupo
de pacientes com dipepsia que ndo haviam recebido previamente tratamento de erradicacdo e
outro grupo de pacientes com ulcera gastrica (erradicagdo do H. pylori foi confirmada 6-8
semanas ap6s o término do tratamento com omeprazol, claritromicina e amoxicilina). Em
ambos os grupos foram realizadas endoscopia com bidpsia para histologia e teste da urease.
Para o grupo pré-tratamento, a prevaléncia do HP foi de 72 %, com sensibilidade e
especificidade de 96 e 100 % respectivamente. J4 no grupo pos-tratamento a prevaléncia do
HP foi de 16 %, com sensibilidade de 100 % e especificidade de 97 %. Os autores concluiram
que o método UBT-"C oferece excelente precisio, tanto para o diagnéstico da infecgdo por
H. pylori como para confirmar a erradicagdo apds tratamento.

No Brasil diversos estudos vém sendo realizados para atestar a eficiéncia do método
UBT (*CO(NH,),) no diagnéstico da infec¢do por Helicobacter pylori. Ainda, na maioria dos
estudos utilizaram-se populacdes especificas (criancas e adolescentes ou adultos), mas que
contribuiram para o entendimento do comportamento da prevaléncia da infecgao.

Ferraz et al. (1998) realizaram andlises comparativas (30 pacientes) entre o teste
respiratorio empregando CO(NH,), marcada com “C e os demais testes para pesquisa de
Helicobacter pylori (testes da urease e cultura em meios especificos). Os autores obtiveram
teste positivo em 18/30 casos para a urease e cultura e 21/30 casos no respiratorio.
Atribuiram, eventualmente, maior positividade encontrada com o teste respiratdrio a maior
representatividade, que com esta metodologia (°C) ¢ avaliada de maneira global,
diferentemente do que ocorre com os demais testes.

Kawakami et al. (2002) avaliaram o teste respiratério da *CO(NHS,), realizado com
espectroscopia no infravermelho em criangas e adolescentes. Para os estudos foram incluidos
75 pacientes (6 meses a 18 anos de idade), sendo utilizado como padrao para o diagnoéstico
por cultura positiva ou histologia positiva e teste de uréase positivo. Nos testes foram
utilizados 50 mg de *CO(NH,), diluida em 100 mL de suco de laranja em individuos com
peso de até 30 kg, ou com 75 mg de *CO(NHS,), diluida em 200 mL de suco de laranja em
individuos com peso superior a 30 kg. As amostras de ar foram coletadas antes e aos 30
minutos apos a ingestio do marcador. O teste respiratorio da *CO(NH,), foi considerada
positivo quando o valor A for maior que 4 %o. Os testes foram positivos para HP em 31 dos
75 pacientes, com sensibilidade e especificidade de 96 e 93,2 % respectivamente. Os autores

concluiram que o testes respiratério empregando *CO(NH,), realizado por espectroscopia no
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infravermelho ¢ uma ferramenta confiavel, precisa e ndo invasiva de diagnostico para
detecgdo da H. pylori.

Castro et al. (2004) realizaram testes respiratorios empregando BCO(NH,), (UBT)
como procedimento diagnoéstico da presenga da H. pylori, sendo os resultados comparados
com os obtidos por meio da urease, histologia (considerado padrio-ouro) e UBT '*CO(NH,),.
No procedimento foram avaliados 54 pacientes com idades de 30 a 55 anos, sendo 25
mulheres. Os resultados obtidos com o UBT com 13CO(NH2)2 apresentaram sensibilidade e
especificidade de 90 %. Os autores concluiram que o método foi pratico, adequado, de facil
execucdo e indcuo, recomendando este procedimento para o diagnostico na suspeita da
presenca do H. pylori em adultos e criangas, independente do sexo ou condi¢do
fisiopatologica.

Machado et al. (2004) avaliaram o teste UBT-">C realizado com espectroscopia no
infravermelho em criancas com idade até 6 anos. Para o experimento foram coletados
consecutivamente amostras de ar em 68 pacientes. O UBT-"C foi realizado com 50 mg de
13CO(NH2)2 diluido em 100 mL de suco de laranja comercial. O valor de corte foi de 4,0 por
mil. Os autores observaram que do total, quinze pacientes estavam infectados (22,1 %), sendo
obtidas sensibilidade e especificidade de 93,3 e 96,2 % respectivamente. Os valores negativos
em pacientes ndo infectados variaram de - 1,5 a 2,6 %o, € os valores positivos variaram de
10,8 a 105,5 %o. O UBT-"C realizado com espectroscopia no infravermelho mostrou ser uma
ferramenta confiavel e precisa no diagnostico da infeccdo por H. pylori em criangas com
idade até 6 anos.

Recentemente novos testes foram validados, e os antigos foram usados em diferentes
situacdes clinicas ou para fins diferentes. Testes do antigeno fecal foram extensivamente
avaliados no pds-tratamento em adultos e criangas, € o teste respiratdrio com PCO(NH,), tem
sido estudada a gravidade da inflamacdo gastrica e resposta ao tratamento de erradicagdo
(ZAGARI et al., 2005; CREMONINI et al., 2005; SHAIKH et al., 2005; PERRI et al., 2005;
WU et al., 2006; ZULLO et al., 2008, SILVA et al., 2010).



42

3. MATERIAL E METODO

3.1. Materiais

3.1.1. Vidrarias e acessorios

- Funil Filtrante Magnético, 47 mm, capacidade de 500 mL e corpo do funil, haste e tampa:
Polifenilsulfona;

- Filtros de membrana em ésteres de celulose (nitrato 75 e acetato 80 %), 0,45 um e 47 mm,
branca e lisa;

- Filtros em micro fibra de vidro de 47 mm e 1.6 um;

- Frasco ambar (30 mL);

- Tubos capilares (D = 1 mm);

- Vidro de relogio;

- Espatula de inox;

- Ampolas (vidro borosilicato);

- Placas de Petri;

- Tubo de polipropileno “Falcon” graduado de 50 mL;

- Tubo de digestao de Teflon (65 mL, 20 bar ¢ 200 °C);

- Rotor (Multiprep) com capacidade de 41 tubos de digestao;

- Coluna de vidro (30,5 x 1,8 cm).

3.1.2. Equipamentos

- Espectrometro de massas ANCA-GSL/IRMS (Fluxo viscoso) — A ser empregado nas
determinagdes do teor (%) de N, notadamente, em amostras de CO(NH), com abundéncia
isotopica natural (0,365 e 1,11 % em atomos de PN e 13C, respectivamente);

- Espectrometro de massas ATLAS MAT, modelo CH4 (raio de curvatura do tubo analisador
de 120°; ionizagdo por impacto eletronico; sistema de admissdo com fluxo molecular; coletor
de ions simples, coletor tipo Faraday e sistema de analise por varredura de massa) — Utilizado
nas determinagdes (% em atomos de N e/ou *C) isotopicas dos compostos ((°NH4),S0s,

CO("°NH,),, *CO(NH,),, *CO(**NH,),)) enriquecidos;
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- Sistema especial de destilagdo, composto por um baldo de destilacio com 3 vias e
capacidade volumétrica de 5 litros; manta aquecedora; coluna Vigreux (80 cm x 45 mm),
preenchida com anéis de Raschig; condensador tipo serpentina com torneira para escoamento
e refluxo do liquido condensado; sistema digital de controle do aquecimento com sensor de
temperatura acoplado a manta; termometro digital; suporte com garra de ago inoxidavel;
mangueiras e conexoes em silicone;

- Aparelho para determinagdo do ponto de fusdo visual - Sistema a seco para até 3 amostras
simultaneamente c/controle de aquecimento gradual, lupa c/aumento de 4 vezes, alto poder de
iluminacdo e exclusivo sistema de resfriamento forcado por ventilagdo, suporte
para termdometro, faixa de temperatura de ambiente a 310 °C, com chave selecionadora para
aquecimento rapido (posicao I) e aquecimento lento (posi¢ao II), marca FISATOM;

- Espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), marca Agilent,
modelo 7500ce, com sistema de reagdo octopolo, nebulizador concéntrico, com vazao de 1
mL min”, instalado em camara de nebulizacdo refrigerada e sistema de inje¢do de amostras
em fluxo;

- Forno microondas Milestone, modelo Ethos TC Plus Microwave Labstation- 2,45
GHz/1000W;

- Balanga Analitica (AND);

- Bomba de vacuo;

- Termometro de mercurio (-10 a 310 °C);

- Macarico com sistema misturador de gases (Oxigénio e Nitrogénio);

- Contador de colonias digital;

- Soprador térmico (1400 W; marca STEINEL);

- Chapa aquecedora de ago inoxidavel (AISI 304) com controle de temperatura (50 a 300 °C).

3.1.3. Reagentes

Todos os reagentes utilizados apresentam pureza superior a 99 % (grau analitico), sdo
eles;
- Uréia (CO(NH,)»);
- Acetona (CH3;COCH;);
- Metanol (CH;OH);
- Etanol (CH;CH,OH);
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- Enxofre (elementar) (S);

- Acido sulftrico (H,SO,);

- Peroxido de hidrogénio (130 vol) (H,0,);

- Hidroxido de so6dio (NaOH);

- Sulfeto de ferro (FeS);

- Acido cloridrico (HCI);

- Oxido de cobre (CuO);

- Caldo Letheen + Tween 80;

- Agar Tryptic Soy;

- Agar Sabouraud-dextrose;

- HO tipo 1 (resistividade 18,2 MQ cm) obtida em sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EUA);

- HNOs3 65-69 % da marca merck (purificado);

- Resina catidnica (grupo funcional sulfonico, malha 100-200 com diametro das perolas de

74-149 pm, capacidade de troca de 1,7 mmol H mL'l);

- Resina anionica (grupo funcional sulfonico (CH,N(CH3)3), malha 100-200 com didmetro

das pérolas de 74-149 pm, capacidade de troca de 1,4 mmol OH mL™).

3.1.4. IsGtopos

- BCO(NH,), com enriquecimento de 99,7% em atomo de "*C, produzida no laboratério da
Cambridge Isotope, foi utilizada como padrao isotopico, para obten¢ao das amostras (padroes
de trabalho) de Bco (NH;), com 9,87; 29,69; 49,67 ¢ 69,68 % em atomo de 3¢, fazendo-se
uso da técnica de dilui¢do isotdpica;

- A BCO("*NH,), duplamente marcada foi obtida utilizando a técnica da dilui¢do isotopica
com duas fontes de CO(NH,), enriquecidas nos isétopos pesados de *C ¢ °N, sendo uma
com enriquecimento de 99,7 % em atomos de BC ¢ a outra com 73,6 % em atomos de N

(obtida no laboratério de Isétopos Estaveis do CENA/USP).

3.1.5. Gases

- CO (g) 2.0 (quimicamente puro, pureza minima de 99,0 %, e pressio interna de 95 Kgf/cm?)

contido em cilindro de 1 m3;
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- NH; (g) (pureza minima de 99,8%, contido em cilindro de 1 m’);

- N (2) (pureza minima de 99,5%, contido em cilindro de 10 m’);

- Oz (g) (pureza minima de 99,5%, contido em cilindro de 10 m);

- BCO (g) com enriquecimento de 99,7 % em atomos de *C (pureza quimica de 99,8 %,
contido em um cilindro de 420 mL capacidade interna), obtida da Spectra Gases Inc;

- 'NHj; (g) enriquecida com 73,6 % em atomos de "°N (obtida no laboratério de Isétopos

Estaveis do CENA/USP).

3.1.6. Detalhamento do sistema utilizado para sintese de CO(NH,), enriquecida em **C

e/ou ©°N.

Com o objetivo da sintese de *CO(*’NH,), enriquecida no isétopo "N e/ou "*C, foi
procedido o projeto de dimensionamento e montagem de um sistema especial de pressdo sob
responsabilidade de Engenheiro Mecanico. O sistema para reagdo ¢ composto pelos seguintes
itens: Reator de pressdo (camara de ago inoxidavel AISI 316 com capacidade de 1 L;
revestida internamente de PTFE (Teflon) (detalhes nas Figuras 5 e 6); controlador micro
processado, PID, sensor Pt100; Um manovacudmetro de aco inoxiddvel, na tampa do reator,
com medidas de pressdo na faixa de - 0,1 a 1,47 MPa; duas vélvulas esfera de ago inoxidavel
de duas vias (marca Swagelok, modelo SS 43GS4, para pressdo de até 20 MPa); uma sonda
de temperatura tipo K ¢ uma valvula de alivio ou de segurang¢a de 1,2 MPa; Sistema de
aquecimento (constituido de placas aquecedoras (1500 W — 200 W); controle de temperatura
por termostato e provido de agitacdo mecanica) com a finalidade de manter a temperatura do
processo constante (reagdo isotérmica) ¢ homogeneizagao das varias propor¢des dos reagentes
como CH;OH, S e os gases (°NH; e *CO). (Figura 7); Linha de fornecimento do CO
(composta por um mandmetro de duplo estagio e duas valvulas de seguranga; tubulacdo em
aco inoxidavel AISI 316) que serd utilizada no processo de sintese da CO(NH,),. O gas (CO)
utilizado foi o 5.0 (pureza minima de 99,0 %, com compressio interna de 95 Kgf/cm?)
contido em cilindro de 1 m’. O sistema de distribuicao, do painel de controle ao reator, ¢
composto por tubo de 4”de ago inoxidavel AISI 316, sendo que a pressao final na tubulagao
deve atingir cerca de 1,0 MPa. A Figura 8 apresenta detalhes do painel de controle com as
valvulas e acessorios. Reservatorios de armazenamento e transferéncia de NH; e CO
(construido de aco inoxidavel AISI 316, capacidade 250 mL, contendo duas valvulas tipo

esfera de ago inoxidavel de duas vias (marca Swagelok, modelo SS 43GS4, para pressao de
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até 20 MPa) (Figura 9). Recipiente de producdo (tubo de Rittenberg adaptado (Figura 10
(A)), contendo em cada extremidade inferior uma circunferéncia de volume aproximado de 40
cm’, onde sdo adicionados os regentes (FeS ¢ H,SO,) e armazenamento do H;S (constituido
de tubo Pyrex, volume interno de 170 cm® (Figura 10 (B)); Protecdo de acrilico para reator
(visor de acrilico anti-reflexo transparente (80 cm x 60 cm x 15 mm), estrutura de ferro com
pintura eletrostatica e base de granito (Figura 11). Tendo em vista a necessidade de
procedimentos de seguranca para as atividades realizadas durante a sintese (pressao de 0,3 a
1,09 MPa). Linha de fornecimento do N, (composta por um painel de controle com dois
manometro de duplo estagio e uma valvula de seguranga; tubulagdo de '4” em ago inoxidavel
AISI 316). O gas utilizado serd o 2.0 (pureza minima de 99,0 %, com compressdo interna de
95 Kgf/cm?) contido em cilindro de 10 m®. A Figura 12 apresenta detalhes do painel de
controle com as valvulas e acessorios. Linha de vidro para realiza¢cdo de vacuo (constituida
de tubo pyrex e quartzo; Torneiras KONTES; bomba mecanica de vacuo, modelo 2M8
EDWARDS; medidor de vacuo ativo AGD EDWARDS; filamento sensor de vacuo Pirani
APG-M EDWARDS). A Figura 13 apresenta o esquema detalhado (bomba mecénica,
medidores, valvulas e torneiras) da linha de vidro utilizada no processo de sintese da

CO(NH,),.

Figura 5 - Reator de pressdo com revestimento de PTFE (vaso de reagdo e tampa de ago
inoxidavel)



Figura 6 - Reator para sintese de CO(NHS,), enriquecida no isétopo C e/ou °N

Figura 7 - Sistema de aquecimento com controle de temperatura e agitagdo mecanica

47



48

Figura 8 - Linha de fornecimento de CO para sintese de CO(NH>),

Figura 9 - Reservatérios de armazenamento e transferéncia da NH; (R)) e do CO (R;) para o
reator



Figura 11 - Protecdo de acrilico para reator de pressao
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Figura 12 - Central de distribui¢do de N, (Comercial) com dois mandmetros de duplo estagio
e valvula de seguranca

3.2. Métodos

3.2.1. Producéo de sulfeto de hidrogénio (H,S)

Com o sistema, mostrado na Figura 14, foi realizada a producdo do sulfeto de
hidrogénio (H,S), para posteriormente ser utilizado na reagao de sintese da CO(NH,),.

Inicialmente, adicionaram-se os reagentes FeS ¢ H,SO4 no interior do tubo de reacao ,
como mostrado na Figura 10 (A), sendo de um lado adicionado 0,2 g de FeS e do outro lado,
2,5 mL de solugdo (50 % v/v) de HySO4 (100 % em excesso), tendo o tubo de reagdo isolado

com uma torneira (T;3).
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O recipiente de armazenamento (Ry) (Figura 10 (B)), juntamente com o tubo de
reacdo, foram acoplados a linha de vacuo, como mostra a Figura 13. Com auxilio de uma
bomba mecanica, iniciou-se a limpeza da linha, com abertura lenta, em sequéncia, das
torneiras Ty, T3, T4, Te, Ti3, T7 € Ti2a. ApOs atingir uma pressdo em torno de 10> MPa
(indicado pelo medidor de vacuo), fecharam-se T¢ € T;3. Em seguida, o tubo foi retirado e

colocado em contato o FeS com o H,SO4, ocorrendo a liberacdo do H,S de acordo com a

reagdo 11.

FeS(s) + H,SO4(1) — HxS(g) + FeSOu(s) (11)

S Y

&

Figura 14 - Sistema para a producao e armazenamento do H,S

Apds aproximadamente 10 minutos, o tubo de reagdo foi recolocado no sistema de
vacuo, onde novamente realizou a limpeza entre as torneiras T¢ ¢ T13. Logo apos, fecharam-se
T3, T, T4 € 0 Ry, sob vacuo, foi mergulhado em um “trap” contendo nitrogénio liquido

(-196 °C). Esse procedimento foi realizado para facilitar a transferéncia do H,S para o
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recipiente de armazenamento. No sistema de vacuo também foi utilizado uma armadilha
quimica contendo solugdo de gelo seco e etanol (- 32 °C) para reter possiveis tragos de H,O
provenientes da reac¢do 11.

No final, abriram-se lentamente, na sequéncia, Ts € T3 e, transferiu-se o H,S para Ry.
O processo de transferéncia teve duragdo de aproximadamente 5 minutos, quando entdo foram
fechadas T4, T7, Te, Ti3, T4, T3, T> € desligada a bomba mecanica. O recipiente Rv e o tubo
de reagdo foram retirados, sendo que a solu¢do residual da reacdo, contendo H,SO,, FeS e

FeSO, (subproduto da reagdo), foi armazenada em recipiente apropriado para ser reciclada.

3.2.2. Sintese de CO(NH,),

3.2.2.1.  Processo de carga do reator

Inicialmente adicionou-se enxofre (S) no interior do reator de sintese. A quantidade
(g) de S foi em funcdo do reagente (NH3; ou CO) limitante e tomando como base a
estequiometria da reagdo (12). Assim, quando o reagente limitante foi o CO, fixou-se em 1,28
g (0,04 mols) de S, porém quando a NH; foi o limitante variou em 0, 25, 50, 100, 150, 200,
300 e 350 % em excesso na reagdo. O reator foi fechado, ajustando corretamente a tampa do
cilindro de reagdo e, conectado em uma linha de vidro, como mostrado na Figura 15. Com
auxilio de uma bomba mecanica realizou-se vacuo no sistema de produgdo (linha e reator),
abrindo-se, na sequéncia, as torneiras T, T3, Ts, Ts, Ty € lentamente a valvula V;. A torneira
Ts, que possui sistema de estrangulamento de vazado, foi utilizada para evitar perda de S
(elementar) durante a realizagdo do procedimento de véacuo. Apds aproximadamente 10
minutos, quando a pressdo em seu interior foi reduzida, fechou-se Ts e abriu-se lentamente Ta,
até uma pressdo interna da ordem de 10° MPa. Em seguida, fechou-se a valvula V| e o reator
foi colocado em um banho (solugdo de etanol + COy(s)) a temperatura de -74 °C. Esse
procedimento foi realizado para facilitar a transferéncia dos gases (NH3, CO e H,S) e CH3;0H

(meio liquido) para o interior do reator.

2NH; + CO + S — CO(NH,), + H,S (12)
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Figura 15 - Linha de vidro (borosilicato) para realizagao de vacuo no reator de sintese

Na sequéncia, o CH3OH (solvente) foi transferido para um recipiente de vidro (Rg),
com capacidade de aproximadamente 200 mL (Figura 16). O volume (mL) de CH;OH
empregado no processo de sintese foi calculado de acordo com a quantidade (g) de S
(BENDASSOLLLI, 1988). Deve-se ainda salientar que no processo de sintese da CO(NH;), foi
avaliado o uso de CH3;CH,OH (etanol), como meio liquido da reacdo, em substituicdo do
CH;0H, que ¢ um produto comprovadamente toxico, exigindo maiores cuidados na sua
manipulagdo. Para a transferéncia do CH30H, o Rg foi conectado na linha de vidro, e abriram-
se as torneiras T¢ e Tij, realizando vacuo no recipiente. A finalidade dessa operacdo foi
facilitar a transferéncia do solvente (CH;OH ou CH3;CH,OH) para Rs. Quando a pressao
atingiu 10'3MPa, fecharam-se T,; e Ts, R foi desconectado e conduzido para uma capela de
exaustdo. Nessa, a quantidade (mL) de CH3OH foi aferida em proveta graduada, colocada em
um béquer, e transferida, por diferenca de pressdo, para o interior de Rs. Logo em seguida, Rg
foi recolocado no sistema de vacuo, onde novamente realizou-se limpeza entre T e Ty;.

Quando a pressao atingiu 107 MPa fechou-se Ty, Ts € desconectou-se Ra.
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Figura 16 - Processo de transferéncia do CH3;0H (1) ou CH;CH,OH (1) para reservatorio de
vidro (Rs)

A quantidade de NH; a adicionar no reator foi funcdo da massa de CO (reagente
limitante) no processo. Adicionaram-se a NH; com 0, 25, 50, 100, 150, 200, 300 e 350 % em
excesso, tomando como referéncia a estequiometria da reacdo 12. Para a relagdo
estequiométrica (0 % em excesso) utilizou-se 1,36 g de NHj, equivalente a 0,08 mols. Nesses
testes, em triplicata, foi utilizada NHs com abundéncia (0,366 % em atomos N isotopica
natural, contida em um cilindro (1 m®) comercial (pureza quimica 99,8 9%). Para a
transferéncia da NH; para o reator foi utilizado um reservatdrio de aco inoxidavel (R;) de
capacidade de 250 mL (Figura 5). O R, (vazio) foi conectado ao cilindro de NHj utilizando-se
tubulacdes de aco inoxidavel e valvula (V4) tipo esferas também de aco inoxidavel (Y4").
Antes, porém, a massa (g) de R, (vazio) foi determinada por gravimetria. Em seguida, abriu-
se o registro do cilindro e a véalvula Vg, transferindo NHj3 para o interior do R;, como pode ser
observado na Figura 17. Para facilitar o processo de transferéncia o R; foi imerso em banho
criogénico (etanol e CO; (s)) a - 30 °C. Apos, R; foi desconectado e a massa (g) determinada
por gravimetria (R; + NHj anidra). Com esse procedimento a quantidade (g) de NH; pode ser

transferida com boa precisao para o reator de sintese.
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Figura 17 - Processo de transferéncia da NH3(g) para reservatorio de ago inoxidavel (R;)

E por fim, a quantidade de CO, a adicionar no reator, foi funcdo da massa (g) de NH3
(reagente limitante) no processo. Adicionaram-se o CO, fazendo-se uso de reagente de
abundancia isotopica natural (1,11 % em atomos de 13 C), com 0, 25, 50, 100, 150, 200, 250 ¢
300 % em excesso, tomando como referéncia a estequiometria da reagdo 12. Nesse caso, na
relacdo estequiométrica, utilizou-se 1,12 g de CO, equivalente a 0,04 mols. Para a
transferéncia da CO para o reator foi utilizado um reservatdrio de ago inoxidavel (R;) com
capacidade de 250 mL (Figura 9). A transferéncia do CO para R, foi controlada e monitorada
por intermédio de um mandémetro (0-280 Kgf/cm?) do painel de distribuicio de CO
(Figura 8). Deve-se ainda salientar que devido a grande toxicidade do géas, todo procedimento
foi realizado dentro de uma capela de exaustdo e fazendo-se uso de equipamento de seguranga
individual (EPI’s). Antes, porém, a massa (g) de R, (vazio) foi determinada
gravimetricamente. Em seguida, R, foi conectado, com auxilio de tubo flexivel (1,5 m) e

interligado por valvulas (Vi) tipo esferas de aco inoxidavel (4"), ao registro da linha de
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fornecimento de CO (Figura 8). Na sequéncia, abriram-se o registro do cilindro e a valvula
Vs, transferindo-se o CO para o interior do R,. Com objetivo de facilitar a transferéncia do
gas para Ry, esse foi imerso em recipiente contendo N, liquido (-196 °C). Apds, R, foi
desconectado e a massa (g) do reagente (R, + CO) determinada por gravimetria.

Em seguida foi adicionado o CH3OH e os gases reagentes (H,S, NH; e CO) no reator.
Os esquemas de transferéncia de H,S, CH;0H ou CH3;CH,OH, NH; e CO para o reator de
sintese, podem ser observados nas Figuras 18 e 19. Antes, porém, os recipientes contendo
CH;OH (Rs), H,S (Ry) e NH; (R;) foram conectados ao reator de sintese, através de
tubulagdes de aco inoxidavel (@ '4) e valvulas tipo esfera, como pode ser observados na
Figura 18. A pressdao maxima de operagao do sistema ¢ da ordem de 1,2 MPa (limitada pela
valvula de seguranca). Essa condicdo, objetivando a seguranga do processo, limitou o
emprego de quantidades mais elevadas dos reagentes. Ainda, através de V; o reator foi ligado
novamente ao sistema de vacuo (linha de vidro e bomba mecanica). Desse modo, abrindo-se
as valvulas, pela ordem, V, e V3 (para esquerda) realizou-se limpeza nas tubulagdes para
transferéncia de NH; e CH3OH, e assim que a pressdo atingiu 102 MPa, abriu-se V3 (sentido
da direita), limpando a tubulagdo de transferéncia do H,S (até aproximadamente 10°MPa),
fechando-se, em seguida, a valvula V; e a torneira Ty.

Primeiramente adicionou-se o H,S (produzido no item 3.2.1) no interior do reator,
com abertura da torneira Tjpg. Durante o processo Ry foi aquecido, com auxilio de um
soprador térmico, facilitando a transferéncia do gas (H,S). Ap6és o procedimento, por
diferenga de pressdo e aquecimento, Ti,5 € V3 foram fechadas. Na sequéncia, adicionou-se o
CH3;0H no reator, com abertura de V3 (sentido da esquerda) e T,;. Esse procedimento ¢
extremamente rapido (aproximadamente 10 s), sendo posteriormente fechadas T;; e V3. Em
seguida, com abertura da valvula V4, admitiu-se a NH3 de R; para o interior do reator. O
reservatorio R; também foi aquecido, com auxilio do soprador térmico, para facilitar a
transferéncia da massa (g) de NHs. Ao final, fecharam-se V4 e V,, desconectaram-se, pela
ordem, Ry, Rs e R;, sendo a massa (g) de NH; transferida (R;) foi determinada por
gravimetria. Desta forma, foi possivel, no presente trabalho, avaliar a influéncia da quantidade

de NHj na reacao de sintese da CO(NH,)s,.
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Figura 18 - Procedimento para admissdo de NH3(g) (R;), CH3;0H ou CH3CH,OH (Rs) e H,S
(Rvy) no reator

Por ultimo, o CO, contido no reservatorio de ago inoxidavel (R;), foi entdo carregado
ao reator. No procedimento, conectou-se R,, através da valvula Vi, ao sistema de tubulagdes
de aco inoxidéavel do reator e interligou a valvula V3 diretamente a linha de vacuo (Figura 19).
Essa ultima operagdo teve como objetivo realizar vacuo somente nas tubulacdes utilizadas
para transferéncia do CO. Em seguida, abriu-se V3 (esquerda), realizando vacuo no sistema de
tubulacdes até a pressdo 10°MPa, quando entdo fecharam-se V3 e Ty. Para facilitar a
transferéncia do gas (CO) manteve-se a temperatura do reator em torno de -74 °C (utilizando
solugdo de etanol e CO,(s)), diminuindo a pressdo de vapor dos reagentes (NHj, HoS e
CH;OH) presentes no interior do reator. Logo apos, transferiu-se o CO para o reator, abrindo-
se pela ordem V; e Vg como pode ser observado na Figura 19, e aquecendo R, com soprador
térmico. Apos, fecharam-se V¢ e V,, desconectou-se R, € a massa (g) do reagente determinada

por gravimetria.



59

#

Figura 19 - Procedimento para transferéncia de CO (g) (R,) para o reator de sintese

No processo ainda foram realizados testes, em triplicata, nas melhores condicdes,
avaliando a influéncia da pressao (0,59; 0,78 e 0,98 MPa) no rendimento da sintese. Para o
procedimento, um gas inerte (N3), contido em um cilindro padrdo (pureza minima de 99 %
com pressdo interna de 19,61 MPa), foi transferido para o reator, contendo os outros gases
(NHs;, CO, H,S) em equilibrio, através de tubulagdes de aco inoxidavel, interligadas entre V;
e o mandmetro regulador de pressdo do cilindro comercial (Figura 20). Este processo de
incremento de pressao, contudo, ndo alterard as concentracdes das substancias ja presentes no
processo de sintese. Pretende-se com esse procedimento reduzir o tempo para atingir o

equilibrio.
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Figura 20 - Procedimento para adi¢do de N, (g) no reator de sintese

A quantidade de N; introduzida no reator foi controlada pela reacao pressao-volume-
temperatura. Sendo conhecido o volume do reator (1 L), temperatura (-10 °C) e o nlimero de
mols dos reagentes (NH3, CO, H,S), foi possivel calcular, com auxilio das equagdes de Van
der Waals, a pressdo manométrica (PM), a ser mantida no interior do reator para obter a
quantidade (mols) desejada deste reagente. Em seguida, esse valor da pressao foi ajustado no
mandmetro da central de distribuicdio de gases (Figura 12), e abriu-se a valvula V,
transferindo a quantidade (mols) de N, para o reator. No final, quando as pressdes nos
manometros (reator e registro da central de gases) se igualaram, a valvula V; foi fechada e o
reator desconectado. Para a pressao de 0,59 MPa nao foi necessaria a transferéncia de N,
devido esse valor ser proporcionado pela propria relagdo estequiométrica dos reagentes (NHs,

H,S, CH;0H e CO) na reagao.
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3.2.2.2. Reacdo de sintese da CO(NH),

As reagdes quimicas que ocorrem no processo de sintese da CO(NH;),, com base na
rea¢do do CO, NH; e S, incluem algumas reacdes de interesse. A seguir € listada uma série de

reacdes (intermediaria e final) possiveis na produ¢do do composto (FRANZ et al., 1961).

CO +S —> COS (13)

COS +2NH; —> H,NCOSNH, (14)
H,NCOSNH; —> HNCO + NH4HS (15)
NHHS — NH; + HsS (16)
HNCO + NH; — CO(NH,), (17)

Nessa etapa, retirou-se o reator da solu¢do contendo etanol e COy(s) e, ao atingir a
temperatura ambiente (= 25 °C), colocou em um sistema de aquecimento (manta metalica)
provido com agitagdo mecanica, como observado na Figura 21. Esse sistema de aquecimento
¢ constituido de placas aquecedoras e com controle de temperatura (termostato) incluindo um
termopar tipo k no interior do reator.

Levando-se em consideracdo que o revestimento de PTFE dificulta a troca térmica,
considerou-se um tempo, variando de 25 a 40 minutos, para que a temperatura dos reagentes,
no seu interior, atingirem os valores desejados de 80, 90, 100 e 110 °C. Da mesma forma
como foi mencionado anteriormente, objetivando a seguran¢a do processo, ndo foi possivel
avaliar temperatura acima de 110 °C, devido a pressdo (limitada pela valvula de seguranga do

reator) exercida pelos gases reagentes no sistema de produgao.
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Figura 21 - Sistema de aquecimento com controle da temperatura e agitagdo mecanica

Ao final do periodo (60, 90, 120 e 150 minutos) de reagdo, o sistema de aquecimento
foi desligado e, resfriou o reator até a temperatura ambiente (em torno de 25 °C). Deve-se
ainda salientar que as avaliacdes (temperatura e tempo de reacdo) foram realizadas em
triplicata e fazendo-se uso de reagentes com abundancia isotopica natural (0,365 ¢ 1,11 % em

atomos de "N e °C, respectivamente).

3.2.2.3. Reciclagem dos gases de exaustéo e recuperac¢ao do CH;OH

Os gases existentes no interior do reator, provenientes da reacdo de sintese, foram
expurgados através da valvula V,, com auxilio de N, (gas de arraste, conduzido por Vj),
passando na sequéncia por uma solucio contendo 1 mol L™ de H,SO, e finalmente por uma
solugdo de H,O, 30 % (m/v) e 2 mol L™ NaOH, na propor¢io de 1:2 (H,0,:NaOH) (Figura
22). A fungdo da mistura HO, e NaOH foi reter o H,S (subproduto da reagdo de sintese da
CO(NH;),) o qual é um gés extremamente toxico e inflamavel e portanto, ndo sendo correto

libera-lo para a atmosfera. O H,O, 30 % (m/v) em meio bésico oxida o sulfeto (H,S) a sulfato
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de acordo com a reacgao 18.

A solugdo 1 mol L' de H,SO,4 tem a fungao de reter possiveis tracos de NHj3, ndo
convertida em CO(NH;),, na forma de (NH4),SO4 (reagdo 19), que foi reutilizado no processo
de sintese, principalmente quando se trabalha com "N (CO(’NH,), ou *CO("’NH,),) que
tem alto valor agregado (US$ 523.00/g de "°N). Nessa solugio, foi realizada a quantificago
da massa (g) de NHs, pelo método convencional de destilagao/titulagao (sistema adaptado de
MULVANEY, 1993), para realizagdao do balanco (%) de massa dos reagentes utilizado no

processo de sintese.

2 NaOH
st + 4H202 —> Nast4 + 6H20 (18)
2 NH3 + HzSO4 —> (NH4)2SO4 (19)

Figura 22 - Reciclagem dos gases exauridos do reator em solugdo de H,SO,4 e H,O,:NaOH,
respectivamente
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Apos expurgar todos os gases do reator e atingir pressdo atmosférica a 25 °C,
procedeu-se a separacdo do CH3OH da mistura contendo CO(NH;), e¢ S. No processo foi
utilizado um sistema de vidro (Figura 23), sob vacuo, acoplado diretamente a valvula V, do
reator. Toda a operagdo (reciclagem) foi realizada dentro de uma capela de exaustdo, devido a
toxicidade do CH;OH.

No procedimento, com auxilio de uma bomba mecanica (BM), iniciou-se evacuacao
do sistema (linha de vidro e reator), com abertura lenta, pela ordem, de T4 ¢ V,. Em seguida,
o reator foi aquecido a 70 °C, liberando o CH3OH (g), o qual foi retido em uma armadilha
criogénica contendo nitrogénio liquido (-196 °C). O processo de transferéncia teve duragao de
aproximadamente 30 minutos, quando entdo foram fechadas V, e T4, € a bomba mecéanica
desligada. No final, a solucdo (CH3;OH e H,S) obtida no “trap” (armadilha quimica) foi

transferida para recipiente apropriado para ser reciclada e posteriormente ser reutilizada no

processo de sintese da CO(NH;)s.

Figura 23 - Sistema de separacao do CH3OH acoplado diretamente ao reator de producao
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3.2.2.4. Processos de purificagcdo da CO(NH,).

Nessa etapa, procedeu a abertura do reator com a retirada da mistura de CO(NH), e S,
contida no seu interior. Em seguida, o reator teve sua parede interna lavada com H,O
desionizada, solubilizando a CO(NH;), e mantendo o S na fase so6lida, em vista de sua baixa
solubilidade. Por filtragem a vacuo (mecanica), em papel de filtro em microfibra de vidro (1,6
pm) e outro de membrana em ésteres de celulose (0,45 um), o S foi separado da CO(NH;),
(Figura 24). A solugdo final, contendo CO(NH,), solubilizada em H,O, foi aquecida a 50 °C e
obtendo-se o produto na forma soélida.

A CO(NH,), sintetizada foi submetida a um processo de purificagdo quimica para
retirada de possiveis impurezas, principalmente de S, obtidas na reacdo de sintese. Esse
procedimento baseia-se na solubilidade das impurezas com o solvente organico (CH;COCHj;),
sendo a CO(NH,),, por sua vez, pouco soluvel em CH3;COCH;3. Para isso, a CO(NH,), foi
colocada em um becker e adicionou-se 50 mL de CH;COCHs;, sob agitacdo. Em seguida, essa
solucdo foi transferida para o sistema de filtragdo a vacuo, com filtro de microfibra (1.6 um),
separando-se o solvente do composto s6lido (CO(NH,),). Apds o procedimento, a CO(NH;),
foi cristalizada com auxilio de em uma chapa aquecedora com temperatura em torno de 50 °C.
No final, determinou-se a massa (g) de CO(NH;), sintetizada e armazenou-se em frasco
ambar, devidamente limpo e identificado, para posteriormente serem realizadas as devidas

analises (fisico-quimica, microbioldgica e isotopicas) no produto.

Figura 24 - Procedimento de filtragdo a vacuo para retirada de impurezas da CO(NH;),
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Em outra etapa de purificacdo, submetida as amostras de CO(NH;),, foi utilizado
processo de troca i6nica constituido por duas colunas de vidro (com didmetro interno de 1,6
cm e comprimento de 30,5 cm) preenchidas até 27 cm do topo, com resinas catidnicas
DOWEX 50W-X8 (1* coluna) e aniénica DOWEX 1X8 (2* coluna), como pode ser
observado na Figura 25 (A e B).

O volume de resina, na forma H" ou OH™ equilibrada em H,0, totalizou 70 mL para
cada coluna. Em seguida, as resinas foram lavadas com H,O (Mili-Q), com objetivo de retirar
as impurezas e tracos de residuos organicos. Posteriormente, os sitios ativos das resinas
(catidnica e anidnica) foram saturados nas formas de R-H" ¢ R-OH’, pela admissdo no topo da
coluna de solugdes 1 mol L' de HCI e 2 mol L' de NaOH, respectivamente. As solucdes
efluentes de cada uma das colunas foram recolhidas em aliquotas de 50 mL, determinando a
concentragdo de H™ e OH™ por titulometria, verificando o ponto final de carga das resinas.
Depois de saturados os sitios ativos das resinas (R-H™ ¢ R-OH’), eliminou-se o excesso de

HCl e NaOH do volume intersticial das resinas pela lavagem com H,O (Mili-Q).

Figura 25 - Procedimento de purificacdo utilizando colunas com resina cationica (A) e
anionica (B) para retirada de impurezas da CO(NH,),. (C) Colunas de
vidro acopladas em série para o procedimento
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Na sequéncia as colunas de vidro contendo as resinas cationicas € anidnicas, foram
acopladas em série (Figura 25 (C) e conectadas ao reservatorio de vidro (1 L). Em seguida a
massa (g) de CO(NH,),, equivalente a uma batelada, foi dissolvida em H,O (Mili-Q). Esse
procedimento foi realizado utilizando-se o minimo de H,O possivel, obtendo uma solucao
concentrada do composto. A solug@o resultante foi admitida no topo da coluna de resina
catidnica e eluida com H,O (Mili-Q), contida no reservatorio. Ao final do procedimento, a
CO(NH,); foi cristalizada em uma chapa aquecedora com temperatura em torno de 50 °C. Em
seguida, determinou-se a massa (g) de CO(NH,), purificada e armazenou-se em frasco ambiar,
devidamente esterilizado e identificado, para posteriormente serem realizadas as devidas

analises fisico-quimicas do produto.

3.2.3. Reciclagem dos solventes organicos (CH3OH e CH3;COCHS;) utilizados no
processo de sintese da CO(NH,),

A sintese da CO(NH;),; envolve a reagdo entre CO, NH3, S ¢ CH30H (meio liquido),
sob baixa pressao e temperatura (BENDASSOLLI, 1988). No processo ocorre a formacao de
CO(NH,), e H,S, como produtos da reacdo, além do CH3;OH e S em excesso na sintese. A
solugdo contendo CH3;OH e possiveis tragos de H,S foi separada e armazenada em frasco
especial para realizar a reciclagem (conforme descrito no item 3.2.2.3).

Para a reciclagem do CH3;OH foi utilizado um sistema especial de destilacao (Figura
26), constituido de baldo volumétrico, com capacidade 5 L, com duas entradas. No inicio
admitiu-se, ao baldo, a solucdo (CH30H e H,S) residual obtida no processo de sintese da
CO(NH,),. Em seguida, o balao foi colocado sobre uma manta de aquecimento e conectado a
uma coluna de vidro (borosilicato) preenchida com anéis de Rashing. Esses anéis tém a
fun¢do de diminuir a pressdo de vapor do CH3OH, gerado no baldo, evitando arraste do gés
para o ambiente (redug¢do da etapa de condensacdo). Logo apds, a solugdo do baldo foi
aquecida (temperatura da manta de 140 °C), ocorrendo a liberagdo do CH;0H. A temperatura
(°C) da coluna (base e topo) de fracionamento foi aferida com auxilio de termometro digital.

Na sequéncia, o vapor de CH3OH foi arrastado passando pela coluna de vidro,
contendo os anéis de rashing, sendo posteriormente conduzidos para um condensador (tipo
serpentina) refrigerado, onde condensou o CH3OH (temperatura do topo da coluna de 43 °C).
A refrigeracio do condensador foi mantida por um fluxo de H,O (0 a 5 °C) de 3 L min™', em

sistema fechado, com auxilio de uma bomba peristaltica.
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No final, abriu-se a torneira do sistema de destilacdo, eluindo lentamente o CH3;OH (1),
para um frasco de vidro, como pode ser observado na Figura 26. O inicio do escoamento do
CH;30H (1), também chamado de “cabeca” da destilagdo, foi retirado e armazenado, sendo
posteriormente somados com novas solugdes, obtidas no processo de sintese, para novamente

serem recicladas.

Figura 26 - Sistema de destilagdo de solventes organicos (Laboratério de Tratamento de

Residuos do CENA/USP)

O CH;OH obtido foi submetido a andlise de pureza quimica, testes em triplicata,
utilizando o método da densidade, empregando densimetro e picnometro de 25 mL. O
resultado foi comparado com a densidade aferida do CH3;OH (grau analitico), cujo valor
fornecido pelo fabricante ¢ de 0,7918 g.cm™.

Na sintese da CO(NH;), também foi obtida a CH;COCH; (50 mL/batelada), utilizada
no procedimento de purificacdo quimica, contendo possiveis tragos de S (principal impureza)

da reagdo. Essa solucao residual foi reciclada utilizando o sistema de destilagao supracitado.
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No entanto, no procedimento foram realizadas modificagdes quanto as temperaturas da manta
aquecedora (120 °C) e no topo da coluna de fracionamento (55 °C). No final, a CH;COCHj3
reciclada foi submetida a medida de densidade empregando densimetro e picnometro (25
mL). O resultado foi comparado com a densidade aferida do CH;COCHj; (grau analitico), cujo
valor fornecido pelo fabricante ¢ de 0,79 g.cm™ 4 20 °C.

Os solventes (CH3;0H e CH3;COCH;3) obtidos no processo de reciclagem também
foram reutilizados no processo de sintese da CO(NH,),, sendo o produto sintetizado
submetido a andlise do teor (%) de N. No procedimento analitico foi utilizado amostra de
CO(NH;), com grau analitico (46,4 % N ¢ 99,5 % pureza quimica) para efeito de comparagao

com o produto sintetizado utilizando reagentes reciclados.

3.2.4. Analise da qualidade fisico-quimica da CO(NH,), sintetizada

3.2.4.1. Determinacéo do teor (%) de N

A determinacdo do teor (%) de N contido no produto final foi obtida utilizando, cerca
de 2 mg de N, método convencional de digestdo/destilagio semimicro Kjeldahl
(PARKINSON; ALLEN, 1975). A mesma quantificacdo do teor de N (%) foi realizada em
sistema com analisador automatico ANCA-GSL (BARRIE; PROSSER, 1996). Esse modo
mais simples de automac¢ao na andlise do teor (%) de N e isotdpica envolve um analisador
automatico de C e N interfaceado com um espectrometro de massas CF-IRMS (ANCA/GSL -
Automated Nitrogen and Carbon Analysis- Gas, Liquid and Solid Sample) (Figura 27). As
amostras solidas (CO(NH,),) contendo na faixa de 150 a 200 pug de N foram seladas em
capsulas de estanho (Sn), sendo admitidas no auto-amostrador do aparelho. No procedimento
analitico, em ambos os métodos, foi utilizado um padrao de CO(NH,), (grau analitico), com
pureza quimica de 99,5 % (teor de N em torno de 46,4 %). Antes, porém, as amostras de
CO(NH,), sintetizada e a comercial (P.A) foram secas em estufa ventilada a 65 °C para

eliminar totalmente a umidade.
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Figura 27 - Espectrometro de massas ANCA-GSL (sistema com analisador automatizado)

3.2.4.2. Determinacdo do ponto de fuséo (°C)

As analises do ponto de fusdo (°C) das amostras de CO(NH,), sintetizadas foram
conduzidas tendo por base a metodologia estabelecida pela Organization for Economic
Cooperation and Development - Guidelines for Testing of Chemicals (OECD, 1995).
Analisaram-se um total de cinco (5) amostras de CO(NH;),, sendo quatro (4) sintetizadas no
reator € uma obtida comercialmente (grau analitico). Os testes foram realizados, em triplicata,
utilizando amostra de CO(NH;), com abundancia isotopica natural (0,365 e¢ 1,11 % em
atomos de °N e °C, respectivamente).

No procedimento foram utilizados tubos capilares de vidro borossilicato com diametro
interno de 1 mm e espessura das paredes de 0,1 a 0,2 mm. Inicialmente as amostras de
CO(NH,), foram secas em estufa ventilada a 65 °C para eliminar totalmente a umidade. Em
seguida, introduziu a amostra solida de CO(NH;), no tubo capilar, previamente fechado em
uma das extremidades (com auxilio de um bico Bunsen), ¢ compactou, batendo com a
extremidade fechada sobre uma superficie dura, de modo a formar uma coluna de 2,5 a 3,5
mm do material (CO(NH;);). Na sequéncia, acomodou o capilar no local indicado do aparelho
e ajustou a lente até a focagem da amostra. E recomendado, colocar sempre os trés

(capacidade maxima) tubos capilares no aparelho, mesmo que nem todos contenham amostra.
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Logo apds, colocou o termdmetro no aparelho e aqueceu a uma temperatura inferior 5 a 10 °C
da faixa de fusdo esperada para a amostra. Em seguida continuou, controlando gradativamente
0 aquecimento, até a completa fusdo das amostras, observada através de lupa (com aumento
de 4 vezes), sendo simultaneamente verificado o intervalo da temperatura (°C). Esse valor foi
anotado e comparado com o resultado do ponto de fusdo da CO(NH,;), referéncia (grau
analitico). A temperatura (°C) na qual a amostra tornou-se totalmente liquida e transparente
foi considerada o ponto de fusdo. A substincia se torna totalmente transparente com a fusao,
exceto se houver decomposi¢do da mesma caracterizada por alteragdo da cor e /ou evolugdo

de gés (temperatura de decomposicao).

3.2.4.3. Analise do teor (%) de biureto

A determinacao de biureto (NHCONHCONH;) contido na CO(NH,), foi realizada no
laboratorio GEDEP/CAR da empresa Fosfertil, na cidade de Araucéria-PR. Para andlise
empregou-se o método colorimétrico, envolvendo a reacio do NH,CONHCONH,, em meio
alcalino, com o sulfato de cobre I para formar um complexo de cor violeta (FERREIRA et
al., 2007). Foram enviadas, para o procedimento analitico, um total de 5 (cinco) amostras de
CO(NH,),, sendo 4 (quatro) sintetizadas no reator ¢ 1 (uma) obtida comercialmente com
pureza quimica de 99,5 % (grau analitico), utilizada como referéncia de qualidade.

Inicialmente as amostras de CO(NH;), foram secas em estufa ventilada a 65 °C para
eliminar totalmente a umidade. Em seguida, pesou-se, aproximadamente, 1,5 g de CO(NH,),,
e transferiu-se adequadamente para frasco ambar (capacidade de 50 mL). Antes, porém, as
embalagens (frascos ambares) foram submetidas a um processo de descontaminagdo, lavando
com H,O e sabdo neutro, enxaguadas com H,O desionizadas e solugdo (70 %) de
CH;CH,OH, e finalmente secas em estufa ventilada a 80 °C por 1h. No final, os frascos foram

devidamente identificados e enviados para analise na empresa Fosfertil S/A.

3.24.4. Determinacdes multielementares por espectrometria de massas com fonte de
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), nas amostras de CO(NH2),
sintetizadas

3.24.4.1. Amostras e padroes
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As amostras de CO(NH;); sintetizadas foram previamente secadas em estufa ventilada
a 65 °C para eliminar totalmente a umidade. No procedimento foram utilizadas 7 (sete)
amostras de CO(NH;),, sendo 6 (seis) sintetizadas e 1 (uma) obtida comercialmente (P.A),
com grau de pureza analitico (99,5 % pureza quimica).

Para o controle da qualidade das andlises, durante a medi¢do das amostras de
CO(NH;),, foram utilizados solugdo padrao multiclementar de verificacdo da calibragao
(SVC), marca Agilent, obtida com base nas normas ISO 9001 em matriz de HNOs 1 % (v/v),
e solugdo de amostra certificada NIST (National Institute of Standard and Technology) 1515,
folha de macieira, obtida mediante digestao de 0,25 g de amostra com 10 mL de HNOs de
50% (V/V), transferidas quantitativamente para tubos de polipropileno graduado e
completado o volume de 25 mL com H,O (Mili-Q). Os valores das concentracdes (%) dos
elementos contidos nas amostras certificadas SVC e NIST 1515 foram apresentados na

Tabela 4.

Tabela 4 - Concentragdo dos elementos na solugdo padrao multielementar de verificagdo da
calibragdo (SVC) e da amostra certificada NIST 1515

SvC NIST 1515
Elemento
(Mg.L™) (mg.kg™)
B - 27 +2
Na 1000 244+1,2
Mg 1000 2710 £ 80
Al 10 286+9
P - 1590+ 110
S - 1800
K 1000 16,1 £0,2
Ca 1000 15260 + 150
Cr 10 0,3
Mn 10 54+3
Fe 1000 83+5
Ni 10 0,91+0,12
Cu 10 5,64 £ 0,24
Zn 10 12,5+0,3
Ba 10 49 £ 2

Pb 10 0,47 + 0,024
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3.2.4.4.2. Preparo das amostras de CO(NH), (digestao nitrica em sistema fechado)

As amostras de CO(NH,),, para posterior analise por ICP-MS, foram previamente
digeridas em sistema por radiagdo micro-ondas com emprego de tubos de teflon (PTFE)
fechados (Figura 28 (A). Para o procedimento foi utilizado um forno micro-ondas Milestone,
modelo ETHOS Touch-Control Plus Microwave Labstation- 2,45 GHz /1000W (Figura 29).
A digestao das amostras, com base no manual SW-846 da USEPA, foi adaptada do método
3051A (USEPA, 2007).

Figura 28 - Tubo de Teflon (PTFE) de 65 mL, pressdo até 20 bar e temperatura de 200 °C (A)
e rotor (Multiprep) com capacidade para 41 amostras simultaneas (B)

Inicialmente foi realizada a descontaminacdo do tubo de digestdo, com lavagem em
H,0 corrente e solugdo de HNO; 10 %, sendo repassados com H,O tipo 1 de resistividade
18,2 MQ.cm e secos em camara de fluxo laminar. Em seguida, pesaram-se 150 mg de
CO(NH,); e transferiram-se para o tubo, adicionou-se 5 mL de HNOj; purificado e 5 mL de
H,O (Mili-Q). Juntamente com as amostras de CO(NH;),, foram dispostos 2 (dois) brancos
que continham somente HNO; e H,O. A digestao das amostras de CO(NH;), foi realizada em
triplicata. Essa operacdo foi realizada dentro de uma capela de exaustdo, por motivos de
seguranga e da liberacdo de vapores acidos (HNO;). Os tubos foram fechados com cuidado
para que ficassem completamente vedados e colocados no rotor (Figura 28 (B)).

Posteriormente, esse foi acoplado na cavidade do equipamento (Figura 29), adaptando-se os
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sensores de pressdo-temperatura, e aplicou-se o programa de aquecimento conforme mostrado

na Tabela 5.

Tabela 5 - Programa de aquecimento no forno de micro-ondas

Tempo Temperatura Poténcia
Rampa )
(min.) (°C) (Watts)
1 1 100 1000
2 9 180 1000
3 5 180 1000
4 20 0 0

Figura 29 - Micro-ondas Milestone, modelo Ethos Plus Microwave Labstation e
computador acoplado, rotor suporta até 41 tubos de digestao
simultaneamente
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Ao término do programa de digestdo, com a reducdo da temperatura para 25 °C, o
rotor foi removido do equipamento e os tubos levados até uma capela de exaustdo, para
vapores acidos, onde os frascos foram abertos. A solucdo digerida foi transferida para tubo de
polipropileno “Falcon” graduado de 50 mL, sendo entdo o volume aferido para 25 mL com

H,0 (Mili-Q).

3.2.4.4.3. Andlise dos extratos por espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS)

As andlise do teor (mg/kg) dos elementos (B, Na, Mg, Al, P, S, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Ni,
Cu, Zn, Ba e Pb) nos extratos, foi realizada conforme o método 6020A do manual SW-846
(USEPA, 1998), em espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS),
marca Agilent, modelo 7500ce, com sistema de reacdo octopolo, nebulizador concéntrico,
com vazdo de 1 mL min”, instalado em cAmara de nebulizacio refrigerada e sistema de

injecdo de amostras em fluxo (Figura 30).

Figura 30 - Espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)

localizado no Laboratério de Nutrigdo de Plantas do CENA/USP
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As condigdes operacionais do ICP-MS utilizadas durante as medi¢des foram: 1500 W
de poténcia no plasma; 1,73 V de poténcia RF matching; vazio do gés auxiliar de 0,9 L min™;

vazdo do gas nebulizador de 0,1 L min™' e vazio do gés do plasma de 15 L min™.

3.2.5. Analise da qualidade microbiologica da CO(NH,),

3.2.5.1. Acondicionamento da CO(NH,),

As amostras de CO(NH),, contendo aproximadamente 1,5 g (equivalente a 1
batelada), foram previamente secas em estufa ventilada a 65 °C para eliminar totalmente a
umidade. No procedimento analitico foi utilizado um total de 9 (nove) amostras de CO(NH;),,
sendo 7 (sete) sintetizadas no reator e 2 (duas) obtidas comercialmente (P.A), com grau de
pureza analitico (99,5 % pureza quimica). Essa tltima amostra (com grau analitico) foi
utilizada para efeito comparativo de qualidade com o material sintetizado.

Para o acondicionamento do produto (CO(NH;),) foram utilizados 6 (seis) frascos
ambares e 3 (trés) ampolas de vidro borossilicato (sob vacuo), ambos com capacidade de 30
mL. As ampolas foram fechadas em uma das extremidades ficando com uma ponta fina,
devidamente preparada para o procedimento (Figura 31). Em seguida as embalagens (frascos
ambares e ampolas) foram submetidas a um processo de desinfeccdo. Para isso, as
embalagens foram lavadas com H,O e sabao neutro, enxaguadas com H,O desionizadas e por
solugdo (70 %) de CH3CH,OH e, finalmente secas em estufa a 80 °C por periodo de 2 h.

Apbs, as amostras de CO(NH;), foram transferidas, com auxilio de um funil, para os
recipientes (frascos ou ampolas). Logo na sequéncia, os frascos foram fechados e as ampolas
foram acopladas em uma linha de vacuo e, assim que atingiu a pressdo 10~ kPa, fecharam-se

a extremidade mais fina com auxilio de magarico (Figura 32).
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Figura 31 - Procedimento para estrangulamento da parte superior da ampola de vidro
(borossilicato)

Figura 32 - Realizagdo de vacuo e fechamento das ampolas contendo CO(NH;),
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Ao final, os recipientes (ampolas e frascos ambares) contendo as amostras de
CO(NH;), foram devidamente identificados e armazenados para analise microbioldgica

(Figura 33).

Figura 33 - Frascos ambares e ampolas (borossilicato) contendo CO(NH;),

3.2.5.2. Analise microbiolégica da CO(NH,),

A determinacdo da carga microbiana, nas amostras de CO(NH,),, foi efetuada de
acordo com a Farmacopéia Brasileira (1988).

No procedimento pesou-se 1,5 g do composto e, transferiu-se para 13,5 mL de caldo
(Letheen + tween 80), que correspondeu a diluigdo 1:10. A partir desta primeira diluicdo,
transferiu-se 1,0 mL para um tubo contendo 9,0 mL de H,O estéril, obtendo-se a dilui¢ao
1:100. Na sequéncia, foram inoculados 1 mL, em duplicata, em placas de Petri, devidamente
esterilizadas, para contagem de microrganismos aerobios viaveis e fungos, pelo método de
“pour plate”. Em seguida foram adicionados os meios especificos (Tryptic Soy Agar e
Sabouraud). Apos a solidificacdo do meio de cultura, as placas de TSA foram incubadas
invertidas, numa temperatura de 30 a 35 °C por 4 dias (contagem total de bactérias). Para a
contagem de fungos e leveduras, seguiu o procedimento empregado na contagem de
microrganismos com meio de cultura Agar Sabouraud-Dextrose, incubando as placas entre 20
a 25 °C por 7 dias (PINTO et al., 2000). Apds o tempo estabelecido foi realizada a contagem

de bactérias e identificagdo dos fungos e leveduras.
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3.2.6. Método para determinacéo isotépica de C (% em atomos de *3C), em amostras de
BCO(NH,),, fazendo-se uso da espectrometria de massas (IRMS)

3.2.6.1. Obtencdo de amostras de CO(NH,), enriquecidas em *C

As amostras de 13CO(NHz)z com abundancia isotopica de 9,87; 29,69; 49,67 e 69,68
% em atomos de >C foram obtidas a partir do processo de dilui¢io isotopica, fazendo-se uso

de duas fontes isotopicas, como ilustrado na Figura 34.

13CO(NH,), CO(NH,),
99,7 % em atomos de 2C 1,07 % em atomos de 13C
A B
fE N
13CO(NH,),
% em atomos de 13C
P

Figura 34 - Fluxograma do processo de diluigdo isotdpica entre CO(NH,), com abundancia
isotopica natural (1,07 % em atomos de >C) e altamente enriquecida (99,7 % em

atomos de °C)

Nestas condi¢des podem-se definir as equagdes 20 e 21:

FN+FF=1 (20)

Onde: FY e FE representam a fracdo de CO(NH;), com abundancia isotopica natural e

enriquecida (99,7 % em atomos de °C) respectivamente.
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Ab(%). Uy . FN + Ab(%). Ug . F* = Ab(%). P . (FN+F") (21)

Sendo: Ab(%)Ux, Ab(%)Ug e Ab(%)P - abundancia isotdpica da CO(NH,); natural,

enriquecida e produto final, respectivamente.

A partir da equagdo (20), pode-se escrever:

FN=1-F" (22)
De (21) em (22), pode-se obter:
Ab(%) Uy . (1 - F®) + Ab(%) Ug . F¥ = Ab(%).P (23)
Ab(%)Uy - Ab(%) Uy . F¥ + Ab(%) (Ug) . F¥ = Ab(%) P (24)
F* (Ab(%) U - Ab(%) Ux) = Ab(%) P - Ab(%)Ux (25)
FE = (Ab(%) P - Ab(%)Un)/(Ab(%) Ug - Ab(%)Uy) (26)

As amostras de 13CO(NH2)2 com 1,07 € 99,7 % em atomos de 13C foram obtidas de forma

direta, sem a necessidade de uso da técnica de diluicao isotopica.

3.2.6.2. Método de oxidacdo da **CO(NH,), por via seca

No procedimento a amostra de *CO(NH,),, contendo aproximadamente 0,25 ¢ 0,65
mg de C (cercade 1 e 3 mg de BCONH,),, respectivamente), foi colocada num tubo de vidro
de borossilicato de aproximadamente 20 cm de comprimento e 0,9 mm de didmetro interno. O
tubo foi fechado numa das extremidades ficando com uma ponta fina, especialmente
preparada para o procedimento. Juntamente com a amostra adicionaram-se em torno de 50 e
100 mg de CuO. O estrangulamento (Figura 35) na parte superior do tubo ocorreu para

facilitar o fechamento do mesmo depois de realizado o vacuo no seu interior. Os tubos foram
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entdo levados para uma linha de véacuo e, assim que atingiu a pressdo de 10 MPa, fechados
com auxilio de chama de magarico (Figura 36). Em seguida, realizou-se a oxidacdao das
amostras em forno mufla, para tempo de 3, 6 ¢ 12 h, a temperatura de 550 °C (Figura 37)
(BUCHANAN; CORCORAN, 1957; FRAZER; CRAWFORD, 1963). Os gases gerados no
processo de oxidacdo, provavelmente, foram Ny, 13C02, NOy e HyO(g), Os NOx (NO + NO»)
sdo reduzidos a N, pelo Cu® (cobre metélico), produzindo o CuO com a liberagio de oxigénio.
O tubo contendo em seu interior o Ny, °CO;, e H,0(y), foi levado para a linha (Figura 38), sob
vacuo, acoplada “on line” com o sistema de admissdo do espectrometro de massas (IRMS).
Nesse sistema o tubo foi quebrado e os gases foram liberados passando por duas armadilhas
criogénicas (-70 e -196 °C) para reter vapor de H,O e o *CO, respectivamente, sendo o Ny,
ndo retido nas armadilhas, eliminado pelo proprio vacuo do equipamento. Apds a retirada do
banho de N; (1) (-196 °C), o *CO,, devidamente purificado, foi admitido ao espectrometro de

massas para a determinagao isotopica de C.

Figura 35 - Procedimento para estrangulamento da parte superior do tubo de vidro

(borossilicato)



Figura 37 - Forno mufla utilizado na combustio da *CO(NH,),
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Figura 38 - Linha de admissdo do *COx, diretamente (“on line”) ao sistema de admissio
do espectrometro de massas Atlas Mat, CH4. (1) - Armadilha criogénica
contendo COy(s) e C,HsOH (1) (-70 °C); (2) — Armadilha criogénica
contendo N (1) (- 196 °C)

3.2.6.3. Determinacao isotopica de C (% em atomos de *C)

Para a determinagdo isotopica de C, nas amostras de CO(NH,), (1,07 até 99,7 % em
atomos de "°C), foi utilizado o espectrdmetro de massas ATLAS MAT, modelo CH4
(Figura 39).

No espectrometro de massas, o “CO, foi introduzido no sistema de admissdo e
conduzido por um pequeno orificio (“Leak™), sob baixa pressdo (+ 10 kPa), para dentro de
uma camera de ionizacdo. Nessa as moléculas do gas foram bombardeadas por um feixe de
elétrons emitidos por um filamento (tungsténio) aquecido, produzindo ions gasosos positivos.
Na sequéncia, os ions foram acelerados em placas negativas de 400 a 4000 V e aplicou um
campo magnético perpendicular a trajetéria dos ions. Como resultado dessa intera¢do os ions
foram desviados e separados de acordo com a relagio massa/carga (m/q). Assim o ion *CO,"
(m/q = 45) atingiu o coletor de ions em um local diferente do '*CO," (m/q = 44). Cada um

destes ions foi recebido em um coletor tipo Faraday e vérias massas referentes a regido dos
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fons CO," sdo coletadas: 44 ('’C'°0'°0), 45 (**C'°0"0; "C'®0'0), 46 (**C'°0"™0,
12C17017O e 13C16017O), 47 (12C170180, 13C17017O e 13C160180), 48 (IZCISOISO e 13C170180)
e 49 (*c"0"0).

Figura 39 - Espectrometro de massas ATLAS MAT, modelo CH4

Considerando que as combinagdes referentes as massas 47, 48, 49 sao de baixa
intensidade em relagdo as outras (SANTROCK et al., 1985), pode-se restringir o espectro aos
numeros de massa: 44 (**C'°0'°0)" ¢ 45 (**C '°0"70; *C'°0'0)". Sendo que a intensidade
dos feixes de ions da massa 46 representa < 0,02 % da somatodria de todas as intensidades.
Assim foi calculada a abundancia (% em 4tomos) de "°C de uma determinada amostra pela

equacado (27):

% em atomos de *C = 100 — 100/[Lss/Ls4 — 0,00075] + 1 (27)
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Onde:
144 = intensidade do feixe de ions de massa 44 (12C16016O)+;
145 = intensidade do feixe de ions de massa 45 (12C 16O”O; 13C160160)+;

0,00075 = valor do coeficiente angular da reta entre as razdes l4s/144 € Be/tie.

Os valores utilizados na equagdo (27) sao obtidos a partir do espectro de massas 44 ¢
45, contendo 3 repetigdes, para cada amostras de CO,". Um espectro de massas obtido no

espectrometro, em escala logaritmica, pode ser visualizado na Figura 40.

44 45

(1 M

46

Mwwru#

Figura 40 - Espectro de massas de °CO,, massa 44, 45 ¢ 46, para amostra de "CO(NH,),

com 50 % em 4tomos de *C

3.2.7. Determinacdo isotépica simultanea C e N (% em atomos de *C e °N), em

amostras de *CO(**NH,),, por espectrometria de massas
3.2.7.1. Obtencao de *CO(**NH,), duplamente marcadas em **C e °N

As amostras de CO('’NH,), foram obtidas utilizando o processo de diluigdo
isotopica (equagdo 28), conforme descrito no item 3.2.6.1. A Figura 41 ilustra
esquematicamente a obtencdo da *CO('’NH,), duplamente marcada utilizando duas fontes
isotopica enriquecidas. As diferentes concentragdes isotopicas utilizadas no procedimento

foram apresentadas na Tabela 6, sendo que para a amostra 1 foi empregado diretamente a
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BCO("*NH,), com abundéncia isotopica natural (0,366 e 1,07 % em atomos de "N e °C,

respectivamente).
13CO(NH,),
99,29% em atomos de 3C
A
fc

13CO(15NH,),

CO(**NH,),

73,6 % em atomos de 15N

% em atomos de 13C e 15N

P

Figura 41 - Fluxograma para obtengdo da *CO(*’NH,), duplamente marcada

AfC+B.fN =P (fC+ )

Onde:

(28)

A, B e P: Abundéncia isotopica (% em atomos) da CO(NH,), enriquecida em °C; °N; "N e

Bc (produto final), respectivamente.

Cef= fracao de BCe N, no produto final, proveniente, respectivamente, da 13CO(NH2)2
enriquecida a 99,2 % em ">C e CO('°NH,), enriquecida a 73,6 % em "“N.

Tabela 6 - Abundéncia isotépica teérica de "N e °C (% em atomos), das amostras de
BCO('°NH,),, utilizando o processo de dilui¢io isotopica

Abundancia isotdpica tedrica

Amostras (% em atomos)
15N 13C

1 0,36 £0,0 1,1 £0,0

2 49+0.1 93,6+ 0,1

3 14,7+ 0,4 81,0+0,2

4 29,9+0,2 59,8 +0,2

5} 50,3+0,2 32,4+0,3

6 72,5+0,2 2,5+0.3
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3.2.7.2. Maétodo de oxidacdo da “*CO(**NH,), por via seca

Para obtengdao do 13 CO, e 15N2, em amostras de ° CO(15NH2)2, utilizou-se o
procedimento conforme descrito no item 3.2.6.2. Porém, a massa (g) de PCO(**NH,), foi
obtida a partir do balango isotopico de acordo com a equagdo (28), e pesada em capsula de
vidro, evitando perda do material ("?CO(’NH,),) enriquecido. Em seguida, as capsulas foram
colocadas no interior do tubo de borossilicato e adicionou-se 50 mg de CuO (quantidade de
0O, em excesso).

Na sequéncia, os tubos foram acoplados a uma linha de vacuo e, assim que atingiu a
pressio de 10~ MPa, fechados com auxilio de um magarico (£ 1200 °C). Em seguida realizou-
se a oxidagdo das amostras em forno mufla por 3 h a temperatura de 550 °C. Os gases gerados
na oxidagdo, provavelmente, foram 15N2, 13COz, 15NOx e vapor de H,O. Os 15NOX sao
reduzidos a '°N; pelo Cu® (cobre metalico), produzindo o CuO com a liberagio do oxigénio.
O tubo contendo em seu interior o °Na, CO, e H,O(g), foi levado para linha (Figura 38),
sob vacuo, acoplada “on line” com o sistema de admissao do espectrometro de massas. O tubo
foi quebrado e os gases foram liberados passando por duas armadilhas criogénicas (-70 e -196
°C) para reter H,O e “CO, respectivamente. O "N, ndo retido nas armadilhas flui pelo
sistema de admissdo do equipamento, sendo possivel a determinagio (% em atomos de °N)
isotopica de N. O processo de criogenia evita a formagao de CO no interior do espectrometro
de massas e possivel interferéncia no resultado final em relagéo a abundancia isotopica de '°N
(% em atomos de '°N). Esse procedimento ¢ justificado, pois a combinagdo de massa '*C'°O
(massa atdbmica 27,9994 g) ¢ "“N'*N (massa atémica 28,0134 g) sio muito proximas, sendo
necessario o emprego de um espectrometro de elevada resolucao (> 2000). Na sequéncia, o
N, foi eliminado pelo vacuo do equipamento, admitiu-se o *CO, ao espectrometro de

massas para determinagio (% em atomos de *C) isotopica de C.

3.2.7.3. Determinagcdo isotopica simultanea de N e C (% em &tomos de N e **C)

No espectrometro de massas os gases ("N, e “CO,) foram introduzidos
separadamente, sob baixa pressio (+ 10~ kPa), dentro da cimera de ionizagio. Os detalhes
do mecanismo de interagdo de cada gas no aparelho foi o mesmo descrito no item 3.2.6.3.
Como resultado os ions foram desviados e separados de acordo com a relagdo massa/carga

(m/q). Assim, o fon "“N," (m/q = 28) atingiu lugar diferente do que os ions '*N'"N* (m/q
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=29) e "°N," (m/q = 30). Cada um destes ions foi recebido, em sistema de varredura, em um
unico coletor tipo de Faraday, com variagdo do campo magnético, € as varias massas
referentes 4 regido dos fons N,  sdo coletadas: 28 ("“N"N), 29 (“NPN; PNMN) e 30
("NN). O calculo da abundancia isotopica de °N (% em atomos) foi realizado de acordo
com o descrito por Trivelin (1973).

A abundancia isotopica de N (% em atomos de N ou % A "N) foi representada

pela equagdo (29).

%A PN = 100 (29)

Onde:
N, = [14N14N]; [14N15N] e [15N15N] que correspondem a Iy, Ig € I3, respectivamente.

I = intensidade de corrente gerada pelos ions de massa 28, 29 e 30.

A equacao (29) pode ser escrita como:

Ly +2 .13
%A PN = c 100 e, (30)
2. (I +1 + I3)

100 100
%A PN = T R (31)
2r + 1 (2/R) + 1

Significando: 1 = Ig/I5;

R =TI/l

Sendo a equagdo (31) empregada nas amostras com abundéncia isotdpica inferior a 5
% em atomos de "°N e a equacio (30) para amostras gasosas (N;) com abundincia superior a

5 % em atomos de °N.
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As interagoes do 13C02 e os devidos célculos da abundancia isotopica de BC foram

0s mesmos descritos no item 3.2.6.3.

3.2.8. Sintese de CO(NHy), enriquecida em **C e/fou ©*N

Para sintese da *CO(*’NH,),, enriquecida no isotopo de "*C e/ou "N, utilizou-se o
mesmo procedimento descrito no item 3.2.2. e nas melhores condigdes (quantidade de
reagentes, temperatura, tempo de reagdo e pressdo no reator) obtidas com sistema de
producdo. Porém, no processo de carga do reator foram utilizadas, dependendo do elemento
marcado, duas fontes isotopicas, sendo uma o >CO (g) com enriquecimento de 99,7 % em
atomos de "°C (obtida junto ao Laboratorio da Spectra Gases Inc. e apresentada na Figura 42)
e outra a "NH3 anidra com enriquecimento de 73,6 a 90,0 % em atomos de "°N (produzida no
Laboratorio de Isotopos Estaveis do CENA/USP). Deve-se ainda salientar, que a quantidade
(g) de CO elou "NH; anidra (reagentes limitantes), empregados na reagdo, foram
estabelecidas com base nos resultados do rendimento de sintese e balanco de massa, obtidos
durante a avaliacdo da influéncia (% em excesso NH3 e/ou CO) dos reagentes no processo de
sintese da CO(NH;),. Esses valores objetivam contribuir no processo de produgao, evitando
perdas de materiais enriquecidos em °C e/ou "°N, devido ao alto valor (US$ 523.00/g de "°N
e US$ 593.00/g de °C, referente ao custo FOB) agregado no isotopo estavel.

Na produgdo da CO(NH,), enriquecida no isdtopo de "*C foi utilizado o *CO
previamente enriquecido (99,7 % em atomos de °C), contido em um cilindro com pressio
interna de 12,81 MPa e pureza quimica de 99,5 %. Para transferéncia do >CO, para o interior
do reator de sintese, utilizou-se R, (reservatorio de ago inoxidavel com capacidade de 250
mL), cuja massa (g), do reator vazio, foi determinada por gravimetria. Antes, porém, R, foi
submetido a um procedimento de limpeza, para evitar dilui¢do isotdpica, utilizando-se fluxo
de N, (gés inerte). Para isso, R, foi conectado, pela valvula Vg, a0 manoémetro do cilindro de
N, localizado na central de distribuicdo de gases (Figura 12). Em seguida, abriram-se, pela
ordem, Vg, V7 € 0 mandmetro do cilindro, admitindo-se fluxo de N, pelo interior de R,. Apos,

fecharam-se, pela ordem, o mandmetro, Vs, V7 e desconectou-se Ry.
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Figura 42 - Processo de transferéncia do *CO(g) para reservatorio de ago inoxidavel (R,)

Logo ap6s, R, foi conectado, por tubulacdo e valvula (Ve) tipo esfera de ago
inoxidavel (%), ao registro do cilindro de *CO (enriquecido a 99,7 % em 4tomos de °C),
como pode ser observado na Figura 42. Abriram-se, pela ordem, a valvula V¢ e o registro,
transferindo-se o >CO para o interior do R,. A quantidade (g) de *CO (reagente limitante),
empregada na reagao, foi base para o calculo da massa (g) de NH3 anidra (0,366 % em atomos
>N) e S, tomando como referéncia a estequiometria da reagio 32. Com objetivo de facilitar a
transferéncia do gas para R,, esse foi refrigerado em recipiente contendo N liquido (-196 °C).
No final, desconectou-se R, e a massa (g) do reagente transferida foi determinada por
gravimetria (reator + >CO). Na sequéncia, o >CO, contido em R,, foi entdo carregado ao
reator, contendo os outros reagentes (S, NHs;, CH3;0H e H,S) da sintese, como descrito no
item 3.2.2.1. Em seguida, foi realizada a sintese da '>*CO(NHS,),, com base nos procedimentos

descritos nos itens 3.2.2.2, 3.2.2.3 ¢ 3.2.2.4.

2NH; + *CO+S - "“CONH,), + H,S (32)
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A sintese da CO(ISNHz)z enriquecida em 5N foi realizada utilizando a 15NH3 anidra
com 90,0 % em atomos de '°N, obtida em um sistema de produgio adaptado de Bendassolli et
al. (2002), como mostrado na Figura 43. Esse composto ('’NHj3) foi produzido a partir do
(""NH,4),SO, previamente enriquecido por cromatografia de troca iénica (MAXIMO et al.,
2000).

A Figura 43 mostra o baldao volumétrico (I L) modificado, contendo duas entradas
adicionais (E; e E,). Por E1, admitiu-se o gés de arraste (Ny) e, pela entrada E,, a solugdo 18
mol L' de NaOH. Inicialmente, admitiu-se ao baldo de reagio a solugdo de (""NH4)>SO4, cuja
massa foi definida em fungdo da quantidade (g) de '’NH; anidra a ser utilizada na sintese da
CO("’NH,),. O baldo foi colocado sobre uma chapa aquecedora do agitador magnético e
conectado ao condensador Allinh. Em seguida, R; foi ligado diretamente ao sistema
(serpentina de ago inoxidavel) de liquefagio da '’NHs. Antes, porém, realizou-se o
procedimento de limpeza (como mencionado anteriormente para R;) em R;, utilizando fluxo
de N, (gas inerte), e determinou a massa (g), do reator vazio, por gravimetria.

Apbs a montagem da linha, foi admitido por E; 20 mL de solugio 18 mol L™ de NaOH
que representou 50 % em excesso na solu¢do final. Em seguida, a solu¢do do baldo foi

aquecida a 70 °C, ocorrendo 4 liberagdo de "NHj(g) de acordo com a reagio (33).

("*NH,),SO4 +2 NaOH = 2 '*NH; + Na,SO4 + 2 H,0 (33)

A ""NHjs(g), juntamente com o vapor de H,O, foi arrastada do balio de reagdo por um
fluxo de N, comercial e passando pelo condensador Allinh, de diametro de 40 mm e altura de
500 mm, onde a maior fracdo de vapor de H,O se condensou. No condensador foi mantido,
em circuito fechado, um fluxo de H,O (0 a 5 °C) de 3 L min™, com auxilio de uma bomba
peristaltica. Apds esse estagio, a "NH;z(g) contendo tragos de vapor de H,O passou por uma
coluna preenchida por pastilhas de NaOH, como agente dessecante, onde ficou retido todo o
vapor de H,O presente junto & '"NH;(g). Assim sendo, no final desse estagio (saida da coluna
dessecante), tem-se apenas 15NH3(g) e o gas de arraste (N,).

Os dois estagios seguintes promoveram a liquefacio da "NH;(g) por resfriamento. No
primeiro, constituido de uma serpentina de ago inoxidavel 316 disposta a temperatura de -33
°C (solug@o de CH3CH,;OH e COx(s)) onde a 15NH3(g) passou ao estado de vapor saturado.
No segundo, a ""NHs(g) foi liquefeita no interior do reator de aco inoxidavel (R,), imerso em

banho criogénico de -73 °C (CH3CH,OH e COx(s)).
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Figura 43 - Sistema completo de produgio de '’NH; anidra (BEDASSOLLI et al., 2002)

Em vista da pressdo de vapor de ’NH;(g) a temperatura de -73 °C, o gas N», na saida
do reator R;, pode arrastar uma pequena massa de '’NHj anidra, sendo assim este gés efluente
¢ borbulhado em uma solugdo 2,5 mol L™ de H,SO..

Na sequéncia, R;, contendo SNH, anidra, foi retirado do banho criogénico, e apods
atingir a temperatura ambiente, teve sua parede externa seca e determinou-se a massa (g) por
gravimetria (reator + ’NHj anidra). Essa quantidade de '"NHj (reagente limitante) foi base de
calculo para determinar a massa (g) de CO e S, tomando como referéncia a relagdo
estequiométrica da reacdo 34. Em seguida, R, foi admitido ao reator, juntamente com os
outros reagentes (H,S e CH3;OH), conforme descrito no item 3.2.2.1. Em seguida, foi
realizada a sintese da *CO(NH,),, com base nos procedimentos descritos nos itens 3.2.2.2,

3223¢3.2.24.

2'NH; + CO + S — CO("°NH,), + H>S (34)

Por fim, na obtencdo da "“CO('’NH,), enriquecida nos isétopos de *C e °N foram
utilizadas as duas fontes isotopicas (13 CO com 99,7 % em atomos de BC e a 'NH; anidra
com 73,6 % em atomos de "°N), de acordo com a reacdo 35. A quantidade (g) de >CO e

1 . . ~ . ..
NH; anidra (reagentes limitantes), empregados na reagdo, foi condicionada aos melhores
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resultados, do rendimento da sintese ¢ balango de massa, obtidos durante a avaliagdo da
influéncia da quantidade (% em excesso de NH3 e CO) dos reagentes no processo de sintese.
No procedimento os reservatorios R, e R;, contendo BCo e 15NH3 anidra respectivamente,
foram carregados ao reator, juntamente com os outros reagentes (S, CH;OH e H,S) da sintese
em equilibrio, como descrito no item 3.2.2.1. Em seguida, foi realizada a sintese da

BCO(NH,),, com base nos procedimentos descritos nos itens 3.2.2.2, 3.2.2.3 ¢ 3.2.2.4.

2'°NH; + *CO +S —» "CO("°NH,), + H,S (35)

As amostras de *CO(*’NH,), enriquecidas em *C e/ou '°N obtidas foram submetidas
a analises do teor (%) de N pelo método convencional digestdo/destilagao semimicro Kjeldahl
(PARKINSON; ALLEN, 1975) e determinagdes isotopicas (% em atomos de °C e/ou "°N) de
C e N, empregando-se o espectrometro de massas ATLAS MAT modelo CH4, conforme

descritos nos itens 3.2.6 € 3.2.7.

3.3.  Analises estatisticas dos resultados

Os dados obtidos foram analisados através da técnica de andlise de variancia e testes
para compara¢do multipla de médias de Tukey com nivel de significincia de 5 % de
probabilidade. Para andlise de variancia foi usado o modelo apropriado para os experimentos
inteiramente casualizados, com arranjo fatorial adequado para cada um dos experimentos
envolvendo os parametros (quantidade dos reagentes, tempo de reacdo, admissdo de H,S,
pressao do sistema, temperatura e meio liquido da reagdo) avaliados no processo de sintese da
CO(NH,),. Esses testes foram realizados em triplicata, utilizando reagentes (NH; e CO) com
abundancia isotopica natural (0,365 ¢ 1,11 % em atomos de '°N e *C, respectivamente).

Foram efetuados os calculos das analises estatisticas utilizando o sistema SAS (SAS,
2008a; 2008b).

Adicionalmente foi aplicada a técnica de regressdo linear simples para modelar o
comportamento dos resultados obtidos entre as determinacdes (% em atomos de *C e/ou °N)
isotopicas tedricas (ABUTEOQO) e a experimentais (ABUEXP). Ainda deve salientar que os

dados isotdpicos de C e/ou N foram apresentados na forma de média + desvio padrao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Producéo do sulfeto de hidrogénio (H,S)

De acordo com a reagdo (11) pode-se calcular a quantidade de H,S a ser utilizada no
processo de produg¢do da CO(NH;),. Conhecendo-se as massas atdmicas do Fe (56), S (32),
H(1) e O (16), verificou-se que, utilizando-se 0,104 g de FeS (0,001 mols) em uma solugdo
1:1 de H,SO4, a quantidade maxima tedrica de H,S possivel de se obter seria de 0,04 g

Com a utilizacao do sistema, descrito no item 3.2.1, foi obtida a quantidade 0,02 g de
H,S, nas condi¢gdes acima mencionadas, apresentando um rendimento de 50 %. Desta forma,
foi necessario utilizar em torno de 0,22 g de FeS (equivalente a 0,002 mols) para obter a
quantidade desejada de 0,04 g de H,S. As condi¢des de operagao na linha de produgdo do H,S
foram satisfatorias, ndo apresentando nenhum problema de vazamento, podendo diminuir o
rendimento do processo, € obteve-se um produto em condi¢des ideais para uso na sintese da

CO(NH,),.

4.2. Sintese da CO(NH,),

Utilizando o sistema de sintese proposto, envolvendo a reacdo entre NHs;, CO e S
como reagentes, tendo, ainda, CH3;OH como liquido de reagdo, foi possivel chegar ao produto
final de interesse. De acordo com os procedimentos descritos no item 3.2.2, avaliou-se o
rendimento de sintese em func¢do da quantidade de NHj (0, 25, 50, 100, 150, 200, 300 e 350
% em excesso), CO e S (0, 25, 50, 100, 150, 200, 250 ¢ 300 % em excesso) na reagao de
sintese. Nessa avaliacdo mencionada a quantidade de 0 % de NH; ou CO e S, foi
simplesmente a relagdo estequiométrica dos reagentes na reacdo global (12) de sintese da
CO(NH,),. A quantidade (mL) de CH3OH, empregada no processo de sintese, foi em fungao
da massa (g) de S na reacdo (BENDASSOLLI, 1988). Essa avaliagdo da influéncia da
quantidade (% excesso) de NH3 e CO na reagdo de sintese ¢ muito importante, devido aos
custos dos isotopos estaveis, empregados no processo de sintese da CO(NH;), enriquecida em
BC e/ou PN,

No procedimento experimental, a temperatura de reagdo foi atingida apos,

aproximadamente, periodo de 30 minutos, quando, entdo, manteve-se constante com o
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emprego de um sistema de aquecimento com controlador (termostato/termopar) de
temperatura. A pressdo interna do reator variou de 0,26 a 1,06 MPa, dependendo da
quantidade (g) dos reagentes (NH;, CO, CH3;0H ou CH3;CH,OH e H,S) utilizados na reagao
de sintese.

Ao final do periodo de reacdo e do resfriamento do reator (temperatura em torno de
25 °C), efetuou-se a exaustdo dos gases em, aproximadamente, 25 minutos. A eficiéncia de
retencdo dos gases, principalmente do H»S, foi elevada, ndo havendo problema de emissdo
para a atmosfera. Além disso, todo o procedimento foi realizado dentro de capela de exaustao,
para vapor acido, acoplada a um lavador de gases. O processo completo de sintese, por
batelada, da CO(NHS,), enriquecida nos isétopos de °C e/ou '°N demanda um tempo de oito a
nove horas de trabalho, dependendo das fontes isotdpicas enriquecidas de interesse.

Os resultados médios (trés repeticdes) da sintese de CO(NH;),, em fun¢do da
quantidade (0, 25, 50, 100, 150, 200, 300 e 350 % em excesso) de NH3, podem ser observados
na Tabela 7. Nessas condi¢des, com 1,12 g de CO (reagente limitante), a produgdo maxima
teorica (rendimento de 100 %) ¢ de 2,4 g de CO(NH,),. Os valores de (A) e (B),
respectivamente, correspondem as amostras obtidas no reator apos processo de filtragdo a
vacuo e purificagdo quimica. De acordo com os dados houve diferenca significativa (F =
42,20), ao nivel de 5 % de probabilidade, entre os tratamentos (A) e (B). No entanto, os
resultados obtidos para 25, 150 e 200 %, em excesso de NHj, ndo apresentaram diferenga
estatistica (P > 0,05) entre os tratamentos, mas observou-se redugdo, em média, de 6,3 % no
rendimento em (B). Essa reducdo (equivalente a 0,17 g do composto) em relagdo as condigdes
sem a etapa de purificacdo quimica (A) deve-se a perda de massa de contaminantes
(principalmente S) no processo de purificagdo, empregando-se CH3;COCH;3 (acetona),
submetidas as amostras de CO(NH;),. Desta forma, o procedimento (B) apresentou, na
melhor condi¢ao (350 % em excesso de NHj3), rendimento médio de 75,3 %, sendo possivel
obter 1,81 g de CO(NH,); purificada quimicamente.

Ainda na Tabela 7, os resultados obtidos em (B), nas melhores condigdes
experimentais (100 °C, 150 minutos e 350 % em excesso de NHj3), foram altamente
significativos (75,3 %) com relagdo ao valor da conversdo tedrica (75,7 %), possivel de obter
com o sistema proposto (BENDASSOLLI; VICTORIA, 1995). Esse fato indicou que a reagao

de sintese, nas condi¢des mencionadas, praticamente atingiu o equilibrio.
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Tabela 7 - Rendimento da sintese de CO(NH,), em fun¢ao da quantidade de NHj; (0, 25, 50,
100, 150, 200, 300 e 350 % em excesso), CO (1,12 g) e S (1,28 g) na reacdo global. (n = 3)

Rendimento
Excesso de NHz ~  ===mmmmmmmmmmmemmoee oo (%0)-------=-mmmmmmmmme e
(%)
(A) (B)

0 36,38 cA 23,61dB
25 43,05 cA 36,66 cA
50 44 44 cA 37,08 cB
100 44,72 cA 37,91 cB
150 66,38 bA 60,41 bA
200 68,88 bA 62,36 bA
300 74,72 abA 67,08 abB
350 82,36 aA 75,27 aB

Média 57,62 A 50,05 B

F (excesso) — 117,66 F(tratamento) =42,20 F (exc. X trat.) — 0’43ns CV(%) =7,49

Medidas seguidas de letras diferentes minuscula na coluna e maiuscula na linha diferem
estatisticamente, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. (A) CO(NH,), sintetizada
no reator. (B) CO(NH,), obtida apds processo de purificagcdo quimica.

De acordo com a Tabela 7, os resultados médios de rendimento em funcdo da
quantidade (0 a 350 % em excesso) de NHj apresentaram diferenga estatistica (F = 117,66),
ao nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. Esse fato pode ser atribuido,
principalmente, a presenca do reagente (NH3) em duas reagdes intermedidria (14 ¢ 17) do
mecanismo de sintese proposto. Além disso, 0 aumento da concentragao de NHj3, variagao de
25 a 350 % em excesso, deslocou o equilibrio das reagdes no sentido de consumo do reagente,
ou seja, formagdo dos produtos (principalmente o H,NCOSNH,), com intuito de anular esse
efeito (Principio de Le Chatelier) (RUSSEL, 1994). Essas perturbacdes (alteragdes) no
equilibrio das reag¢des resultaram em um aumento significativo de 105,32 % (1,00 g de
CO(NH3)2) no rendimento do processo de sintese em (B). Desta forma, na melhor condi¢do

(350 % em excesso), foi possivel obter, em média, 1,82 g de CO(NH>), (75,27 % de
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conversdo). Além disso, os resultados obtidos em (B) para 300 e 350 % nao apresentaram
diferencga estatistica, ao nivel de 5 % de probabilidade, porém observou reducdo média de
8,2 % (equivalente a 0,21 g de CO(NH,);) no rendimento do processo. Esse valor ¢
significativo quando da utilizagdo de ""NHj e/ou *CO enriquecidos (80 a 95 % em atomos de
BC ¢ °N) na reacio de sintese, devido ao elevado valor agregado aos is6topos estaveis.

No procedimento de sintese da CO(NH;), foi realizada a recuperacdo e quantificagdo
(%) do teor de N-NH3 dos gases exauridos do reator. Esses resultados, juntamente com os
valores do rendimento da sintese, foram utilizados para obter o balango de massas (%) dos
principais reagentes (NH; e CO), como pode ser observado na Figura 44. Os valores da
sintese foram obtidos durante a avaliacio do rendimento do processo em fungdo da

quantidade (0, 25, 50, 100, 150, 200, 300 e 350 % em excesso) de NH3 na reacdo global (12).

90 1
LINH3 utilizada (%) B NH3 recuperada(%) EINH3 perdas (%) H CO utilizado (%) & CO perdas (%)
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(%)
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Figura 44 - Balanco de massa (%) dos principais reagentes (NH; e CO) durante a avaliagdo
do rendimento de sintese da CO(NH,), em fun¢do da quantidade (0, 25, 50, 100, 150, 200,
300 e 350 % em excesso) de NHj3 na reagao

De acordo com a Figura 44, na melhor condi¢do (350 %) do processo de sintese foi
possivel obter, em média, recuperacao de 59,0 % (16,8 % utilizada na reagdo de sintese e 42,0
% recuperada na forma de (NH4),SO4)) e perdas de 41,0 % de NHj3, e recuperacdo de 75,4 %
(incorporada na molécula de CO(NH,),) e perda de 25,0 % de CO. Essas perdas (NH3 e CO)

podem estar relacionadas, possivelmente, com vazamentos no reator (oring’s de vedagdo da
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flange, valvulas e mandmetro de pressao) e formagao de moléculas indesejaveis (CO,, NOx,
entre outros) no processo de sintese da CO(NH,),. Deve-se ainda salientar, que esses
resultados sdo extremamente importantes, principalmente, para sintese de “CO(NH,)
enriquecida com 99,2 % em atomos de ">C, devido ao elevado valor agregado (US$ 593.00/g
de °C, custo FOB) ao isotopo estavel de C.

Os resultados médios (trés repeticdes) da sintese de CO(NH;),, em funcdo da
quantidade (0, 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 300 % em excesso) de CO e S, podem ser
observados na Tabela 8. Nessa, os valores de (A) e (B), respectivamente, correspondem as
amostras de CO(NH;), obtidas no reator apos processo de filtragdo a vacuo e purificagdo
quimica. De acordo com os dados, houve diferenca significativa (F = 74,92), ao nivel de 5 %
de probabilidade, para os tratamentos (A) e (B). Porém, observa-se que os resultados obtidos
com 100 %, em excesso de CO, ndo apresentaram diferenca estatistica (P > 0,05) entre os
tratamentos, mas observou redu¢ao média de 6,5 % do rendimento em (B). Essa reducao
(equivalente a 0,32 g do composto) em (B), deve-se ao processo de purificacdo quimica,
empregando-se a CH3;COCHj3;, submetidas as amostras de CO(NH3), sintetizadas. Desta
forma, o procedimento (B) apresentou, na melhor condi¢do (250 %), rendimento médio de
68,75 %, sendo possivel obter 1,65 g de CO(NH;); purificada.

Para os dados de rendimento obtidos em funcdo da quantidade (0 a 300 % em excesso)
de CO e S, apresentados na Tabela 8, verificou-se diferenga estatistica significativa (F =
74,92), ao nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. Esse fato pode ser atribuido,
principalmente, ao aumento da concentragdo de CO e S, com as variagdes de 25 a 300 % em
excesso, deslocando o equilibrio da reagdo (13) no sentido para a formagao do COS (sulfeto
de carbonila). Deve-se ainda salientar que a reagdo de formagao do COS ¢ muito mais rapida,
quando comparada com a reacdo (14), de obtencdo do H,NCOSNH, (FERM, 1957).
Entretanto, diferente do mencionado anteriormente para NHj, a resposta dada as alteragdes
(excesso de 25 a 300 %) foi com menor intensidade, devido a presenga dos reagentes (CO e
S) somente uma das reagdes intermediarias que fazem parte do mecanismo de sintese
proposto. Assim, com o procedimento, obteve-se um aumento significativo de 95,7 % (0,92 g
de CO(NH,),) no rendimento da sintese. Desta forma, na melhor condicdo (250 %), foi

possivel obter, em média, 1,64 g de CO(NH,), (equivalente a 68,75 % de rendimento).
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Tabela 8 - Rendimento da sintese de CO(NH;), em fung@o da quantidade de CO ¢ S (0, 25,
50, 100, 150, 200, 250 e 300 % em excesso) e 1,36 g de NH; na reagdo global. (n = 3)

Rendimento
Excessode COeS W =mmmmmmememeeeeeeeeoes (%0)-------=-mmmmmmmm oo
(%)
(A) (B)
0 36,38 cA 23,61 dB
25 42,50 bcA 35,13 cB
50 48,61 bA 39,72 beB
100 53,47 bA 46,52 bA
150 73,47 aA 63,47 aB
200 73,89 aA 59,30 aB
250 82,22 aA 68,75 aB
300 77,08 aA 65,27 aB
Média 60,95 A 50,22 B
F (excesso) — 94, 06 F(tratamento) =74,92 F (amos x trat.) — 0’66ns CV(%) =7,72

Medidas seguidas de letras diferentes minuscula na linha e maitscula na coluna diferem
estatisticamente, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. (A) CO(NH,), sintetizada no
reator. (B) CO(NH,), obtida ap6s processo de purificacdo quimica.

Outro fato importante verificado, na Tabela 8, foi que os resultados obtidos de 150 a
300 % em excesso de CO ndo diferem estatisticamente (P > 0,05), pelo teste de Tukey. Isso
ocorreu devido a massa (g) de NHjs, reagente limitante, ter sido praticamente consumida na
reacdo (14), etapa de formacao do H,NCOSNH,4. Resultados obtidos na literatura indicam que
a obtencdo da molécula (H,NCOSNH,), ¢ a mais lenta do mecanismo proposto para a sintese
de CO(NH;),, a partir do CO, NH3 e S (FRANZ et al., 1961). Além disso, mesmo nado se
observando diferenga (Tabela 8) no rendimento da sintese em (B), o aumento em média de
9,45 %, equivalente a 0,23 g de CO(NH,),, foi significativo, pois trata-se de testes
preliminares para utilizagdo de reagente ('"NHj3) enriquecido, os quais possuem alto valor
agregado no mercado nacional.

O balango (%) dos reagentes principais (NH3; e CO), como mostra a Figura 45, foi

realizado com base nos dados de quantificacdo (%) do teor de N-NH; dos gases exauridos do
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reator ¢ de rendimento obtido durante a avaliacao da influéncia da quantidade (0, 25, 50, 100,
150, 200, 250 e 300 % em excesso) de CO e S na reacao de sintese.

De acordo com o grafico, na melhor condi¢do (250 % em excesso), foi possivel obter
em média recuperagdo de 71,07 % (65,67 % incorporada na molécula de CO(NH,), e 5,4 %
recuperada na forma de (NH4),SO4) e perdas de 28,92 % de NHj e, ainda recuperagiao de
19,64 % (incorporada na molécula de CO(NH>),) e perda de 80,35 % do CO. Os principais
motivos das perdas do sistema podem estar relacionados com os seguintes fatores: vazamento
no reator (oring’s de vedagdo da flange, valvulas e mandmetro) e formagdes de moléculas
indesejaveis (NOy, CO,, entre outras) no processo proposto para a sintese de CO(NH,),.
Deve-se ainda ressaltar que esses resultados sdo muito importantes, visando estabelecer a
melhor condig¢io (% NHs, CO e S) para a sintese da CO('°NH,), com enriquecido de 90 % em
atomos de "°N, que tem alto valor agregado (US$ 523.00/g de "N, prego FOB).

90 - .INH3 utilizada (%) B NH3 recuperada(%) kd NH3 perdas (%) M CO utilizado (%) K CO perdas (%)

80 -
70 -
60 -

50 -

(%)

40 -

30 -

20 -
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0 25 50 100 150 200 250 300

COeS (% em excesso)

Figura 45 - Balango (%) de massa dos reagentes principais (NH; e CO) durante a avaliagdo
do rendimento de sintese da CO(NH,), em fun¢do da quantidade (0, 25, 50, 100, 150, 200,
250 ¢ 300 % em excesso) de CO e S na reagao

Comparando os resultados obtidos nas Tabelas 7 e 8, variando-se a quantidade (% em
excesso) dos principais reagentes (NHsz, CO e S), nota-se comportamento distinto desses no
mecanismo de sintese proposto, resultando em um aumento no rendimento do processo. Essa
variacdo, no entanto, foi consequéncia da influéncia da NH; no processo, devido que o
mecanismo de reagdo utilizado para a sintese da CO(NH,), apresenta varias etapas

intermediarias (reacdes 14, 16 e 17) envolvendo o reagente (NHj3). Esse fato pode ser
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observado com o aumento da concentragdo (acima de 150 %) de CO e S, onde os valores de
rendimento nao apresentaram diferenca estatistica. Diferentemente, os resultados obtidos com
o excesso de NHj3 apresentaram aumento significativo de 15,0 % (0,36 g de CO(NH,),) no
rendimento do processo. Esse comportamento indica como discutido anteriormente, que a
adi¢ao (em excesso) de NH; contribuiu significativamente na reagao (deslocando no sentido
de obtencdo dos produtos) de sintese, consequentemente houve um aumento no rendimento
do processo.

Além disso, mesmo observando-se diferenga estatistica nos resultados, o emprego de
concentragdes superiores a 300 e 350 % para CO/S e NHj; respectivamente, ndo foram
possiveis, devido principalmente a dificuldade de operagdes do sistema com pressoes
elevadas, limitada pela valvula de seguranca instalada no reator de 1,2 MPa. Desta forma,
pressoes superiores a 1,06 MPa ndo foram avaliadas no processo de sintese, dificultando a
reproducao dos parametros utilizados nas plantas de produgdo industrial do composto.

Avaliando as Figuras 44 e 45, comparando os resultados obtidos, observou-se que a
pior condi¢do foi obtida com 0 % (relacdo estequiométrica) em excesso, apresentando
recuperagdo de 35,6 % (23, 8 % incorporada na molécula de CO(NH;), e 11,8 % na forma de
(NH4),S0O4) e perdas de 64, 5 % de NHj e, ainda recuperagdo de 23, 8 % (incorporada na
molécula de CO(NH>),) e perda de 76,3 % de CO. Os principais motivos dessas perdas
podem estar relacionados com vazamento no reator (oring’s de vedagdo da flange, véalvulas e
manometro) e formag¢do de moléculas indesejaveis (NOx, CO,, entre outros) no processo,
devido a baixa concentracdo de NH; (reagente limitante).

Nas melhores condi¢des (6,13; 1,12 e 1,28 g de NHs, CO e S, respectivamente)
obtidas no processo e, utilizando-se em média 40 mL de CH3OH, foram realizados testes, em
triplicatas, avaliando o rendimento (%) de sintese da CO(NH;), em fun¢do do tempo (60, 90,
120 e 150 minutos), admissdo de H,S, pressao (0,59; 0,78 ¢ 0,98 MPa), meio liquido (CH;0H
e CH3CH,0H) e temperatura (80, 90, 100 e 110 °C) de reacao.

Os resultados médios (trés repeticdes) da sintese de CO(NH;),, em fun¢do do tempo
(60, 90, 120 e 150 minutos), podem ser observados na Tabela 9. Nessa, os valores de C/H,S e
S/H,S, respectivamente, correspondem as amostras de CO(NH;), obtidas com e sem admissao
de H,S.

De acordo com os dados, houve diferenga estatistica significativa (F = 36,20), ao nivel
de 5 % de probabilidade, para os tempos avaliados. Tais variagdes proporcionaram aumento
de 21,9 e 22,3 % (equivalente, em média, a 0,53 g de CO(NH;),, em ambas as condi¢gdes) no

rendimento de C/H,S e S/H,S respectivamente, devido a diferenga nas velocidades das
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reacdes que compde o mecanismo proposto. Destacando-se principalmente as reacdes (13) e
(14), formagdo do COS (extremamente rapida) e H,NCOSNH; (muito lenta),
respectivamente. Os resultados obtidos para tempo de 60 minutos, na temperatura de 100 °C
foram diferentes dos experimentais consultados na literatura, com rendimento de 73 %
(FRANZ; APPLEGATH, 1961). Para o tempo de 150 minutos foi obtido rendimento médio
de 80,63 %, valor esse muito proximo do tedérico de 81,1 %, atestando que a reagdo esta

proxima do equilibrio (BENDASSOLLI; VICTORIA, 1995).

Tabela 9 - Rendimento da sintese de CO(NH;),, obtida ap6s processo de purifica¢do quimica,
em funcao do tempo (60, 90, 120 e 150 min) de reacao e da presenca do H,S (C/H,S e S/H;S).
(n=3)

Rendimento
Tempo () D —
(min) CIH,S S/H,S
60 58,75 cA 56,08 cA
90 70,69 bA 64,57 bB
120 79,75 aA 67,66 bB
150 80,63 aA 78,42 aA
Media 72,46 A 66,70 B
F (tempo) — 36520 F(catalisador) = 13:52 F (temp x cat.) — 251 lns CV(%) = 5552

Medidas seguidas de letras diferentes minuscula na linha e maiiscula na coluna diferem
estatisticamente, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. C/H,S e S/H,S significa com e
sem injecdo do H,S, respectivamente.

Observou-se também, na Tabela 9, que os resultados médios obtidos para 120 e 150
minutos, na condicdo C/H,S, ndo apresentaram diferenca estatistica (P > 0,05), sendo esses
diferentes estatisticamente para os demais. Esse fato evidéncia que a reacdo com tempo de
120 minutos estd muito proxima do equilibrio, permitindo reduzir 30 minutos do tempo total
(aproximadamente 8 horas), por batelada, do processo de sintese da CO(NH>),. No entanto, o
mesmo ndo foi observando para condi¢do S/H,S, cujo rendimento da sintese apresentou o
aumento, em média, de 10,76 % (equivalente a 0,26 g de CO(NH,),) para os tempos de 120 e
150 minutos. Esse resultado ¢ significativo, pois se tratam de testes preliminares, para

utilizacdo de reagentes enriquecidos que possuem um alto valor agregado. Desta forma, na
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melhor condi¢do, com 120 minutos, foi possivel obter por batelada, em torno de, 1,92 g de
CO(NH,); (rendimento de 79,75 %).

Os resultados médios (trés repeticao) da sintese de CO(NH;), em funcdo da presenga
do H,S apresentaram diferenga estatistica (F = 13,52), ao nivel de 5 % de probabilidade pelo
teste de Tukey. Esse fato pode ser atribuido, principalmente, ao efeito da presenca do H,S
(catalisador) desde o inicio das reagdes intermediarias (13 a 17) do processo. Nesse contexto,
a presenca do H,S (C/H,S) apresentou aumento médio no rendimento da sintese de 5,76 %
(0,14 g de CO(NH;),/batelada) em relagdo ao S/H,S, sendo possivel obter, na melhor
condi¢do (150 minutos) em torno de 1,92 g de CO(NH;), (rendimento de 80,63 %). Esse
resultado, auxiliado pelos dados da sintese, foi utilizado para calcular o balango de massa (%)
dos principais reagentes (NH3 e CO), sendo possivel obter, em média, recuperacao de 52,26
% (27,75 % incorporado na molécula de CO(NH,), e 24,51 % na forma de (NH4),SOs) e
perdas de 47,74 % de NHs, e recuperagdo de 82,59 % (incorporada na molécula de
CO(NH,),) e perda de 17,41 % de CO. Essas perdas (NH3; e CO) podem estar relacionadas
com vazamento no reator (oring’s de vedagdo da flange e valvulas) e formagdo de moléculas
indesejaveis (CO,, NOy, entre outros) na reagdo de sintese. Deve-se ainda salientar que esses
resultados, principalmente pela recuperagdo de 82,59 % do CO, sdo importantes para a sintese
da “CO(NH,), altamente enriquecida em "*C, devido ao valor agregado ao isdtopo estavel
(US$ 593.00/g de "*C, custo FOB).

No processo avaliaram a influéncia da pressao (0,59; 0,78 e 0,98 MPa), com admissio
de N, (gés inerte), no reator de sintese, como descrito no item 3.2.2.1. Esses testes foram
realizados em triplicatas, nas melhores condigdes (quantidade de reagentes, temperatura e
tempo de reagdo) estabelecidas durante a avaliacdo do processo de sintese. A Tabela 10
contém os dados de rendimento (%) da sintese em (A) e (B), sendo amostras de CO(NH>),
obtidas no reator apds processo de filtragdo a vacuo e purificagdo quimica respectivamente,
para as pressoes avaliadas.

De acordo com os dados da Tabela 10, pode-se observar que houve diferenga
significativa, ao nivel de 5 % de probabilidade, no rendimento do processo nas pressoes
avaliadas (F = 8,02). Esse resultado pode ser atribuido, principalmente, ao procedimento (B)
de purificagdo quimica (CH3;COCH;3), submetidas as amostras de CO(NH;), sintetizadas,
proporcionando variagdo média de 6,57 % (0,17 g de CO(NH,),) por batelada. O aumento
(0,4 MPa) na pressdao do reator, com adi¢gdo de N, (gés inerte), ndo apresentou efeito
significativo quando comparado com os resultados das Tabelas 7 e 8 (variagdes na

concentracdo de NHs, CO e S). Esse fato ocorreu devido que o aumento da pressdo no reator,
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com a adi¢do do Nj, ndo modifica as pressdes parciais de cada uma das espécies presente no
equilibrio das reagdes (13 a 17) do mecanismo de sintese proposto (ATKINS; JONES, 2006).
Desta forma, na melhor condi¢do (0,98 MPa), foi possivel obter rendimento médio de
52,57 % (1,24 g de CO(NH,),), valor esse muito abaixo do experimental de 80,63 %

(Tabela 9), proximo ao equilibrio da reagdo de sintese.

Tabela 10 - Rendimento da sintese de CO(NH,), em fungdo da pressdo (0,59; 0,78 ¢ 0,98
MPa), com admissdo de N, (gas inerte), na reacao de sintese. (n = 3)

Rendimento

Pressao e () —
(MPa) (A) (B)

0,59 53,70 aA 48,32 abB

0,78 53,34 aA 46,00 bB

0,98 58,03 aA 52,57 aB
Meédia 55,02 A 48 97 B

F (Pressdo) — 8,02 F(tratamento) = 25,53 CV(%) =4,89

Medidas seguidas de letras diferentes mintscula na coluna e maiuscula na linha diferem
estatisticamente, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. (A) CO(NH;), sintetizada no
reator. (B) CO(NH,), obtida apds processo de purificacdo quimica.

Ainda na Tabela 10, verifica-se diferenca significativa (F = 25,53) ao nivel de 5 % de
probabilidade, entre (A) e (B), que respectivamente correspondem as amostras de CO(NH;),
obtida no reator apds processo de filtragdo a vacuo e purificacdo quimica. Observa-se ainda
que os resultados obtidos no procedimento (B), CO(NH,), purificada, apresentaram diferenca
estatistica (P < 0,05) para as demais pressdo avaliadas, sendo possivel obter, na melhor
condi¢do (0,98 MPa), rendimento médio de 52,57 % (1,27 g de CO(NH,),)). Essa diminuig¢ao
de 5,46 %, em relacdo ao (A), deve-se ao processo de purificacdo quimica (retiradas de
impureza) submetida a amostra do composto sintetizada.

No processo avaliaram a influéncia da temperatura (80, 90, 100 e 110 °C) no
rendimento da sintese, como descrito no item 3.2.2.2. Esses testes foram realizados, em
triplicata, nas melhores condi¢des estabelecidas durante o processo. A Tabela 11 contém os
dados de rendimento (%) da sintese em (A) e (B), sendo amostras de CO(NH;), obtidas no
reator apoOs processo de filtragdo a vacuo e purificagdo quimica respectivamente, para as

temperatura avaliadas.



105

De acordo com os dados da Tabela 11, pode-se observar que houve diferenca
significativa (F = 14,00), ao nivel de 5 % de probabilidade, no rendimento do processo para as
temperaturas avaliadas. Os resultados proporcionaram variagao de 7,21 % (equivalente a 0,18
g de CO(NH;),) no rendimento da sintese, em (B), indicando que o aumento na temperatura
(30 °C) diminui o tempo para que a reagdo atinja o equilibrio. Observou-se também que os
resultados médios obtidos para 100 e 110 °C ndo apresentaram diferenga estatistica (P > 0,05),
sendo esses diferentes estatisticamente para os demais. Esse fato evidéncia que a reacdo a 100
°C estd muito préxima do equilibrio, permitindo reduzir a temperatura da sintese evitando
problema no reator e seus acessorios (manutencdes ou substituicdes de materiais), bem como
também diminui gastos energéticos na sintese. Desta forma, na melhor condi¢ao (temperatura
de 100 °C), foi possivel obter rendimento em média de 80,63 % (equivalente a 2,0 g de
CO(NH,),) do processo de sintese.

Tabela 11 - Rendimento da sintese de CO(NH,), em fungdo da temperatura (80, 90, 100 e
110 °C) na reagdo de sintese. (n = 3)

Rendimento
Temperatura - (%0)---------=-=-=emememe e ee-
(°C)
(A) (B)
80 80,67 cA 74,12 bB
90 82,64 bcA 75,64 bB
100 88,11 aA 80,63 aB
110 86,15 abA 81,33 aB
Média 84,39 A 77,93 B
F (temp) = 14,00 F(tratamento) = 49,80 CV(%) =2,76

Medidas seguidas de letras diferentes mintiscula na coluna e maiascula na linha diferem
estatisticamente, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. (A) CO(NH,), sintetizada
no reator. (B) CO(NH,), obtida apds processo de purificagcdo quimica.

Ainda na Tabela 11, verificou-se diferenca estatistica (F = 49,80), ao nivel de 5 % de
probabilidade, entre (A) e (B), que, respectivamente, correspondem as amostras de CO(NH,),
obtida no reator apoés processo de filtragdo a vacuo e purificacdo quimica. Desta forma, o
procedimento (B) apresentou, na melhor condi¢do (110 °C), rendimento médio de 81,33 %,

sendo possivel obter 1,95 g de CO(NH,),. Essa diminuicao (4,82 %), em relagdo ao (A), deve-



106

se ao processo de purificagdo quimica (retirada de impurezas), empregando-se CH;COCH3, o
qual proporcionou redugdo, em média, de 0,16 g por batelada.

E por fim, no processo de producdo avaliou-se o rendimento da sintese em fungdo do
meio liquido (CH3;OH e CH3CH,OH) da reagdo. Os testes foram realizados, em triplicata,
utilizando-se reagentes com grau analitico (com pureza quimica de 99,5 %). A Tabela 12
contém os resultados do rendimento (%) da sintese, em (A) e (B), que respectivamente
correspondem as amostras de CO(NH;), obtidas no reator apds processo de filtragdo a vacuo e

purificagcdo quimica.

Tabela 12. - Rendimento da sintese de CO(NH;), em fungdo meio liquido (CH3;OH e
CH;3;CH,0H) da reagao de sintese. (n = 3)

Rendimento
Reagente =~ ~TTTTTTmmmmemmmmemeeeee- G S
(A) (B)
CH3OH 88,11 aA 80,63 aB
CH3CH,0OH 58,70 bA 51,81 bB
Média 73,41 A 66,22 B
F (meio liquido) = 303,03 F(tratamento) =18,47 CV(%) =4,15

Medidas seguidas de letras diferentes minuscula na coluna e maiuscula na linha diferem
estatisticamente, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. (A) CO(NH,), sintetizada
no reator. (B) CO(NH,;), obtida apds processo de purificagdo quimica.

Com base nos dados da Tabela 12, verificou-se que houve diferenca significativa (F =
303,03), ao nivel de 5 % de probabilidade (Tukey), para os solventes empregados. Esses
resultados evidenciaram a maior eficiéncia do CH30H (metanol), como meio liquido, no
processo de sintese da CO(NH3),, devido a algumas de suas caracteristicas, tais como: alcool
monoatdmico, maior polaridade e solubilidade da CO(NH,),, esta ultima pode ser observada
na Figura 46 (BINGRONG et al., 1990). Desta forma, o processo de sintese, empregando o
CH;OH, apresentou aumento médio no rendimento de 55,6 % (0,70 g de CO(NH2),) em
relacdo ao resultado obtido, em (B), com CH3;CH,OH, sendo possivel obter 2,02 g de
CO(NH,); (rendimento médio de 80,63 %) por batelada.
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Figura 46 - Curva de solubilidade da CO(NH,), em CH3;OH e CH3;CH,OH (Adaptada de
BINGRONG et al., 1990)

Ainda na Tabela 12, verifica-se diferenca estatistica (F = 49,80), ao nivel de 5 % de
probabilidade, entre (A) e (B), que respectivamente correspondem as amostras de CO(NH,),
obtida no reator apds o processo de filtracdo e purificagdo quimica. Desta forma, o
procedimento (B) apresentou, na melhor condi¢do (CH3OH), rendimento médio de 80,63 %,
sendo possivel obter 2,02 g de CO(NH,),. A diminuic¢do de 7,48 %, em relagdo ao (A), deve-
se ao processo de purificagdo quimica (retirada de impurezas), empregando-se CH;COCH3, o
qual proporcionou redugdo, em média, de 0,25 g por batelada.

No processo de sintese realizou-se a separacgdo do CH3OH da mistura contendo
também CO(NH;), e S, utilizando sistema de vidro, sob vacuo, acoplado diretamente ao
reator (por V) de produgdo. O procedimento, envolvendo todas as etapas descritas no item
3.2.2.3, foi realizado em capela de exaustdo, devido a toxicidade do CH;OH, por
aproximadamente 50 minutos. Com o sistema foi possivel recuperar em média 83,0 % do
solvente organico (CH3;OH) utilizado na reacdo de sintese. As perdas de 17,1 % podem ter
sido causadas, principalmente, por vazamentos no oring’s do reator durante o aquecimento
(100 °C) ou pelo processo de purga dos gases do reator, o qual pode arrastar tragos de CH;OH
no fluxo de N, (gés de arraste). A solucdo de CH3OH, contendo possiveis tragos de H»S, foi
transferida para recipiente adequado para ser posteriormente reciclada e reutilizada no sistema

de produgdo da CO(NHa),.

4.3. Reciclagem dos solventes organicos (CH3;OH e CH3;COCHs3) utilizados no processo
de sintese da CO(NHy>),
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As solugdes residuais de CH;0H e CH3;COCHj; (contendo possiveis tragos de S) foram
recicladas por meio de um sistema especial de destilagdo, conforme descrito no item 3.2.3.
Esses solventes (CH3;0H e CH3COCH3) reciclados foram reutilizados no processo de sintese
da CO(NH,),, sendo posteriormente, o composto sintetizado submetido a analise do teor (%)
de N, conforme descrito no item 3.2.4.1.

O CH;30H (solugao residual) obtido no processo de sintese, contendo um total de 4,25
L (0,867 g/cm3 ), foi reciclado e, obteve-se 2,75 L de uma solugdo com densidade aferida de
0,799 g/em’. A solugdo residual (Figura 47 (A)), contendo principalmente S, obtida no
processo de destilagdo foi armazenada para posteriormente ser recuperada. No inicio do
escoamento foram retirados 250 mL da solugdo, o qual foi aferido & densidade de 0,79 g/cm’.
Entretanto, a recuperacdo deste volume de solvente mostrou-se morosa, sendo necessario em
torno de 9 horas de trabalho. Durante a recuperagdo, manteve-se temperatura constante de 43
°C no topo da coluna de fracionamento. A qualidade do CH3;0OH recuperado, como mostra a
Figura 47 (B), mostrou-se dentro da especificacdo fornecida pelo fabricante (liquido incolor;

0,79 g/cm3 e ebuli¢ao de 64,5 °C).

Figura 47 - Solugdes obtidas no processo de reciclagem (A) solugao residual e (B) CH;0H
recuperado

A solugdo residual de CH3COCHj3;, contendo 910 mL (0,817 g/cm3), foi reciclada e,
obteve-se 675 mL de uma solugdo com densidade aferida de 0,791 g/cm’. A solugio residual

do processo de destilacdo (Figura 48 (A)), contendo principalmente S, foi armazenada para
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posteriormente ser recuperada. No inicio do escoamento foram retirados 82 mL da solucao,
com densidade aferida de 0,794 g/cm’. O procedimento de reciclagem, envolvendo todas as
etapas previstas, teve duracdo de aproximadamente 6 horas de trabalho. Durante a
recuperacgao, verificou-se temperatura constante de 55 °C no topo da coluna de fracionamento.
A qualidade do CH3;COCHj; recuperado (Figura 48 (B)) apresentou resultados dentro das

especificacdes fornecidas pelo fabricante (liquido incolor; 0,79 g/cm’ e ebulicdo de 56,2 °C).

ACETONA (recur®”

‘ S, %
o) by 325"
: s, du revion

Figura 48 - Solugdes obtidas no processo reciclagem (A) Solugdo residual (B) CH;COCH;
recuperada

As solucdes (CH3;0H e CH3COCH3;), devidamente recuperadas, foram reutilizadas no
processo de sintese da CO(NH,),, sendo o produto sintetizado submetido a analise do teor (%)
de N. Para o procedimento analitico foi utilizado um espectrometro de massas com sistema
analisador automatizado (PRESTON; OWENS, 1983).

Os resultados obtidos, em triplicata, do teor (%) de N das amostras de CO(NH,),
podem ser observados na Tabela 13. Nessa encontram-se os valores de UP e UR,
respectivamente, que correspondem a amostra sintetizada utilizando-se reagentes analiticos e
reciclados no Laboratorio de Tratamento de Residuos do CENA/USP. Além disso, para efeito
comparativo de qualidade (pureza quimica) dos produtos sintetizados foi utilizado amostra de

CO(NH,),, obtida comercialmente, com teor de N de 46,48 % (grau analitico).
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Tabela 13 - Determinagao do teor (%) N das amostras de CO(NH,), utilizando espectrometro
de massas (ANCA-GSL)

CO(NH,), Teor de N (%)
P.A 46,48 a
uUP 46,09 a
UR 46,12 a
Média 46,23
F (amostras) = 2,59™ CV(%) = 0,51

Medidas seguidas de letras distintas mintsculas na linha diferem estatisticamente, ao nivel de 5
% de probabilidade, pelo teste de Tukey. (UP) CO(NH,), sintetizada com reagentes de grau
analitico ¢ (UR) CO(NH,), sintetizada com reagentes reciclados no LTR.

De acordo com os dados (Tabela 13), as amostras de CO(NH;), ndo apresentaram
diferenca significativa (F = 2,59), ao nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey,
atestando a pureza quimica dos solventes organicos reciclados, bem como também a
adequacdo da metodologia (destilagdao fracionada) empregada. Deve-se ainda salientar que os
resultados apresentaram excelente precisdo analitica (CV= 0,51), com teor de N médio de
46,23 % (pureza quimica de 99,46 %). Entretanto, as amostras de UP e UR, apresentaram
diferenga de 0,8 % em relagdo ao padrdo (P.A), obtendo-se um valor médio de 46,11 %
(equivalente a 99,20 %). Esse resultado pode ser atribuido, principalmente, ao controle de
qualidade empregado nos reagentes analiticos (P.A) comerciais, quanto a impurezas oriundas

de matérias-primas e do processo de produgado.

4.4. Andlise da qualidade fisico-quimica da CO(NH,),

4.4.1. Determinacao do teor (%) de N

A analise do teor (%) de N contido nas amostras de CO(NH;), foi realizada utilizando
o método convencional de digestao-destilacdo Kjeldahl (PARKINSON; ALLEN, 1975) e no
sistema com analisador automatico (PRESTON; OWENS, 1983), de acordo com o item
3.2.4.1. Para o procedimento foram utilizados seis amostras de CO(NH,),, sendo cinco
sintetizada no reator de produgdo e uma obtida comercialmente com grau de pureza analitico
(teor de N de 46,6 %).

Os resultados do teor (%) de N das amostras de CO(NH,), utilizando o método

convencional foram apresentados na Tabela 14. De acordo com os dados pode-se observar
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que ndo houve diferenca significativa (F = 2,3), ao nivel de 5 % de probabilidade, entre (A) e
(B), que respectivamente correspondem as amostras de CO(NH;), obtida no reator apds
processo de filtracdo a vacuo e purificagdo quimica. Observa-se ainda, que os resultados
obtidos no procedimento (B), CO(NH,), purificada quimicamente, apresentaram teor de N
médio de 45,74 % para amostras avaliadas, equivalente a pureza quimica de 98,15 %. As
variagoes (0,7 %) nos teores de N, em relacdo ao (A), devem-se ao processo de purificacao

quimica (retiradas de impureza), submetida a amostra do composto sintetizada.

Tabela 14 - Determinagdo do teor (%) de N das amostras de CO(NH,), utilizando método
convencional (digestdo-destilagao Kjeldahl)

Teor de N
CO(NHy), ~  —===mmmmm (Y0)-mmmmmmmmmmmm e
(A) (B)
P.A 46,26 aA 46,37 aA
1 4377 cA 44.62 bA
2 4521 bA 45,58 abA
3 45,16 bA 45,54 abA
4 46,05 abA 46,24 aA
S) 46,16 abA 46,09 aA
Média 4543 A 4574 A
F (AMOSTRA) = 10549 F(preparo) = 2’3ns F (amos X prep.) = 0’42ns CV(%) = 1731

Medidas seguidas de letras diferentes, mintisculas na coluna e maidscula na linha, diferem
estatisticamente, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. (A) CO(NH,),
sintetizada no reator. (B) CO(NH;), obtida ap6s processo de purificacdo quimica.

Ainda na Tabela 14, os resultados obtidos apresentaram diferenca estatistica
significativa (F = 10,49), ao nivel de 5 % de probabilidade (Tukey), para as amostras de
CO(NH,), analisadas. O principal motivo dessa diferenga foi a amostra 1, com teor de N
médio de 44,20 %, devido a problemas durante a sintese, mais precisamente nas etapas de
filtracdo a vacuo (43,77 % de N) e purificacdo quimica (44,62 % de N). No entanto, as demais
amostras (2, 3, 4 e 5), sintetizadas e purificadas quimicamente (B), ndo apresentaram
diferenca estatistica em relacdo a P.A (grau analitico), com teor de N médio de 45,86 %
(pureza quimica de 98,4 %). Deve-se salientar que os dados apresentaram boa precisiao

analitica (CV = 1,31 %), com teor de N médio de 45,59 % (97,8 % de pureza).
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Os resultados do teor (%) de N das amostras de CO(NH,), utilizando o método
envolvendo um analisador automatico de C/N, interfaceado com um espectrometro de massas
(CF-IRMS) foram apresentados na Tabela 15. De acordo com os dados pode-se observar que
ndo houve diferenca significativa (F = 2,9), ao nivel de 5 % de probabilidade, entre (A) e (B).
Entretanto, a amostra 1 apresentou diferenca (2,46 %) significativa entre os tratamentos,
proporcionada pela ineficiéncia da etapa de filtragdo a vacuo (A), com teor de N de 43,90 %.
Observa-se ainda, que os resultados obtidos no procedimento (B), CO(NH;), purificada,
apresentaram teor de N médio de 45,80 % para amostras avaliadas, equivalente a pureza
quimica de 99,26 %. As variagdes (0,5 %) obtidas nos valores do teor de N, em relagdo ao
(A), devem-se ao processo de purificacdo quimica (retiradas de impureza), submetida a

amostra do composto sintetizada.

Tabela 15 - Determinagdo do teor (%) de N das amostras de CO(NH;), utilizando sistema
com analisador automatizado

Teor de N
CONH2)2 [C7) M
(A) (B)
P.a 46,21 aA 46,23 aA
1 43,90 cA 45,01 bB
2 4538 bA 46,05 acA
3 46,04 abA 45,75 abA
4 45,92 abA 46,47 aA
5 45,64 abA 4528 bcA
Média 4551 A 45,80 A
F (AMOSTRA) — 10,6** F(preparo) = 2’9ns F (amos x prep.) — 2’1ns CV(%) = 151

Medidas seguidas de letras diferentes, mintisculas na linha ¢ maiuscula na coluna, diferem
estatisticamente, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. (A) CO(NH,),
sintetizada no reator. (B) CO(NH;), obtida ap6s processo de purificacdo quimica.
Ainda na Tabela 15, os resultados apresentaram diferenca estatistica significativa (F =
10,6), ao nivel de 5 % de probabilidade (Tukey), para as amostras de CO(NH>), analisadas.
Esse fato pode ser atribuido, conforme mencionado para anteriormente Tabela 14, a
problemas nas etapas de filtragdo (retirada do S em excesso) e purificacdo quimica durante a

sintese da amostra 1. Entretanto, as demais amostras (2, 3, 4 ¢ 5) ndo apresentaram diferenca
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estatistica em relacdo a P.A (grau analitico), com teor médio de 45,88 % (equivalente a pureza
quimica de 98,5 %). Deve-se salientar que os resultados, Tabela 15, apresentaram boa
precisdo analitica (CV= 1,1 %), com teor de N médio de 45,65 % (pureza quimica de 98,0 %).

Nesse contexto, os resultados do teor (%) de N das amostras de CO(NH>), obtidos em
(B), apds processo de purificagdo quimica, foram comparando com relacdo aos métodos
analiticos (convencional e automatizado), sendo os resultados apresentados na Tabela 16. De
acordo com os dados, os métodos utilizados ndo diferem estatisticamente (P > 0,05) para as
amostras analisadas, sendo verificados valores médios do teor de N com 45,73 e 45,79 % para
digestao ¢ ANCA-GSL, respectivamente. Ainda, o teor médio de 46,23 % (99,20 %) obtido
na amostra P.A (com grau analitico), estd dentro das especificacdes (99,0 a 100,5 %)
fornecidas pelo fabricante do produto. Desta forma, pode-se atestar a viabilidade e eficiéncia
do método convencional para andlise do teor (%) de N, devido que o sistema analisador
automatizado (ANCA-GSL) ¢ controlado por “software” que realiza o preparo de amostras
(combustdo e purificagdo) para posterior determinagdo da % de N no composto, obtendo o

resultado em aproximadamente 5 minutos.

Tabela 16 - Teor (%) de N da amostra de CO(NH,), utilizando método convencional e
sistema com analisador automatizado

Teor de N
CO(NHp), = ===========mmmmmmmommeoo (Y0)--mmmmmmmmmmm e
DIGESTAO ANCA-GSL
P.a 46,26 aA 46,21 aA
1 44,62 bA 45,01 bA
2 45,58 aA 46,05 aA
3 45,55 aA 45,75 abA
4 46,27 aA 46,47 aA
5 46,09 aA 45,28 bA
Média 4573 A 4579 A

F (amostras)— 6,61 F(anélise) = Oalsns F (amostra.x analise) — 1’17ns CV(%) =1,14

Medidas seguidas de letras diferentes, mintisculas na linha e maiGscula na coluna, diferem
estatisticamente, pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

Embora o emprego do método automatizado apresente vantagens, tais como:

velocidade analitica, precisdo e exatiddo, esse somente pode ser utilizado para andlise de
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amostras de CO(NH,), com abundéncia natural (0,365 e 1,11 % em atomos de °N e "°C) ou
com baixo enriquecimento (até 5 % em atomos de °N e "C) isotopico, devido & necessidade
de padrdo (anélise relativa). Assim, para andalise do teor (%) de N e/ou C da PCO("*NH,),
com elevado (5 a 99 % em atomos de N e "°C) enriquecimento isotdpico foi utilizado o
método convencional (digestdo/destilagdo) e, posteriormente andlises isotopica no
espectrometro ATLAS MAT, modelo CH4 (analise absoluta).

No processo de sintese foram realizadas determinagdes do teor (%) de N, utilizando o
método com sistema analisador automatizado CF-IRMS (ANCA-GSL-Automated Nitrogen
and Carbon Analysis -Gas, Liquid and Solid Sample), nas amostras de CO(NH,), obtidas
apos etapa de purificagdo utilizando resinas cationica e anionica, conforme descrito no item
3.2.2.4. Para o procedimento analitico foram utilizados quatro amostras de CO(NH;),, sendo
trés sintetizada no reator e uma obtida comercialmente com grau de pureza analitico 99,5 %
(46,4 % de N) (Certificate of Analysis, 2010).

Os dados observados na Tabela 17, ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
(F = 1,59), ao nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey. Desta forma, as amostras
(U1, U2 e U3) sintetizadas ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo a P.A (grau
analitico), atestando a eficiéncia do procedimento de purificagdo submetidas as amostras de
CO(NH,),. Ainda, os resultados apresentaram excelente precisdo analitica (CV = 0,54 %),

com teor médio de 46,22 %, equivalente a pureza quimica de 99,20 %.

Tabela 17 - Determinacdo do teor (%) de N das amostras de CO(NH;), por CF-IRMS
(ANCA-GSL)

CO(NH,), Teor de N (%)
P.A 46,32 a
Ul 46,41 a
U2 46,16 a
U3 45,99 a
Média 46,22
F (amostras) = 1,59™ CV (%) = 0,54

Medidas seguidas de letras distintas mintsculas na linha diferem estatisticamente, ao nivel de 5
% de probabilidade, pelo teste de Tukey. P.A - CO(NH,), obtida comercialmente (grau
analitico); U1, U2 e U3 - CO(NH,), obtida apos processo de purificagdo com resinas (catidnica
¢ anidnica).
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Deve-se ainda ressaltar, na Tabela 17, que houve um aumento da ordem de 1 a 2 % no
teor (%) de N das amostras de CO(NH»), sintetizadas, quando comparado com os dados
apresentados na Tabela 15 em (B) e (A) respectivamente, devido a eficiéncia do procedimento
de purificacdo com a utilizagdo de resinas catidnica e anidnica (acopladas em série). Assim,
nesse contexto, a remo¢ao de compostos indesejaveis (principalmente os contendo S), torna a
CO(NH;); mais pura quimicamente e ainda, indica a recuperagdo completa da mesma na

solucao eluida.

4.4.2. Determinacdo do ponto de fusdo (°C) e do teor (%) de biureto nas amostras de
CO(NHy),

Utilizando o método descrito no item 3.2.4.2, procedeu-se a determinacdo do ponto de
fusdo (°C) de cinco amostras de CO(NH;),, sendo quatro amostras sintetizadas no reator e
uma obtida comercialmente, com grau de pureza analitico (P.A). Deve-se ainda salientar, que
as amostras 3 ¢ 4 foram sintetizadas com admissao de H,S (catalisador) na reagao.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 18, verificou-se que nao houve
diferenca entre os valores do ponto de fusdo das amostras sintetizada (1, 2 e 3) em relacao a
amostra de referéncia (P.A). Essa ultima apresentou ponto de fusdo médio de 133,7 °C, dentro
da especificagao (132 - 134 °C) fornecida pelo fabricante, atestando a acuracidade do método
analitico. Com isso, o valor médio obtido para as amostras de CO(NH,), sintetizada foi de
132,55 °C. No entanto, a amostra 4 apresentou ponto de fusdo de 131,3 °C, isso deve-se
principalmente a ineficiéncia das etapas de filtragdo a vacuo e purificacdo quimica

objetivando a retirada de compostos indesejaveis (principalmente do S).

Tabela 18 - Determinag¢do do ponto de fusdo (°C) e teor (%) de biureto nas amostras de
CO(NHz),. (n=3)

Ponto de fusdo Biureto H,S
COtNAa, C) (%) (mg)
P.A 133,7 006 -
1 132,4 051 -
2 132,9 0,58 -
3 132,7 0,80 40
4 131,3 0,45 40

P.A - amostras referéncia de CO(NH,), (grau analitico);
1 a 4 - amostras sintetizadas no reator e purificadas quimicamente (CH;COCH3).
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Os resultados das analises colorimétricas para determinacdo do teor (%) de biureto
(impureza toéxica) nas amostras de CO(NH;),, conforme descrito no item 3.2.4.3, foram
apresentados na Tabela 18. Os dados obtidos apresentaram diferenca das amostras (1 a 4)
sintetizadas em relacdo a P.A (grau analitico). Isso se deve, principalmente, ao rigido controle
de qualidade dos reagentes analiticos, atendendo na maioria das vezes as normas especificas
internacionais, quanto a auséncia de impurezas oriundas de suas matérias-primas e do
processo de sintese (AFONSO; AGUIAR, 2004). Verifica-se também que o teor médio de
0,06 % de biureto contido na amostra P.A estd de acordo com valor (< 0,05 %) certificado
pelo fornecedor, atestando a eficiéncia do método analitico empregado. Desta forma, as
amostras sintetizadas (1 a 4) apresentaram um valor médio de 0,55 % em peso do composto
contido na CO(NH,),. Um teor de biureto, na CO(NH;),, superior a 1 % ¢ danoso para a
saude da maioria dos vegetais, podendo causar queima na sua folhagem. No solo, teor acima
de 1,5 % ja compromete a germinagdo de sementes (MITHYANTHA et al., 1977; BRASIL,
2007). O problema do biureto, para vacas leiteiras, estd no fato de deixar residuo no leite
(HUBER, 1984); isobutildiuréia (IBDU) ¢ um composto formado por uma molécula de
isobutilaldeido e duas moléculas de CO(NH,),. No Brasil a CO(NH,), comercializada contém
46,4 % de N; 0,55 % de Biureto; 0,008 % de amina livre; 0,003 % de cinza e 0,003 % de ferro
e chumbo (SANTOS et al., 2006). Dentro desse contexto, o biureto contido nas amostras de
CO(NH;), sintetizadas, Tabela 18, nao interferem em sua utilizacdo em estudos na area
agrondmica e nutri¢do animal.

Na area médica, a "CO(NH,),, altamente enriquecida no isotopo estavel de °C, ¢ usada
para o diagnodstico da Helicobacter pylori (HP), sendo necessario a admisséo, via oral, de 75
mg (adultos) e 50 mg (criancas) do composto por exame. Desta forma, empregando-se a
PCO(NHy,); sintetizada no reator, tem-se a ingestdo, por exame, de 0,0051 mg/kg para adultos
(70 kg) e 0,009 mg/kg para criancas (30 kg) de biureto, equivalente ao teor médio de 0,55 %.
Essas quantidades (mg) administradas de biureto ndo oferecem risco a saude da populagao,
levando-se em consideragdo que outros compostos como 2,3,7,8-Tetraclorodibenzop-dioxina
(2,3,7,8-TCDD) e Tetradotoxina que sdo altamente toxicos, por ingestdo, apresentam limite
méximo (DLso) de 0,022 ¢ 0,01 mg/kg de massa corporea, respectivamente (ASSUNCAO;
PESQUERO, 1999; PIMENTEL et al., 2006). Pode-se ainda destacar que a CO(NH>), pode
ser considerada uma molécula analoga ao biureto, apresentando um valor de DLs, oral, para

ratos, de 14.300 mg/kg (indcuo) (EMBRAPA, 2010).



117

4.4.3. Determinacdo multielementar nas amostras de CO(NH;), por ICP-MS

De acordo com o procedimento descrito no item 3.2.4.4 foi possivel realizar as analise
do teor (mg/kg) de elementos contidos nas amostras de CO(NH;),. Para isso, foi utilizado um
total de 7 (sete) amostras de CO(NH;),, sendo 6 (seis) sintetizadas no reator (3 obtidas apos
processo de purificacdo quimica com CH3;COCH; e 3 apods purificagdo fisico-quimica
(CH3COCH;3; e resinas catidnica/anionica)) e uma obtida comercialmente de grau analitico
(P.a).

A precisdo e exatiddo do método analitico empregado foram verificadas utilizado um
material certificado de referéncia (NIST 1515) e uma solu¢do padrao multielementar de
calibragdo (SVC), da marca Agilent. Os resultados experimentais, em triplicata, dos teores

(mg.kg™) dos elementos obtidos nas amostras estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 - Teor dos elementos determinados nos materiais certificados (SVC e NIST 1515)
por ICP-MS. (n = 3)

SVC (ug.L™ Rec. NIST 1515 (mg.kg™) Rec.
Elementos ~ Referéncia Experimental Certificado ~ Experimental
(Média+DP) (%) (Média+DP) (Média=DP) (%)
B - - - 27 +2 25,7+1,6 95
Na 1000 10170+ 11,3 101,7 244+1.2 255+1,7 105
Mg 1000 1028,5£10.6 102,9 2710 + 80 2581 £ 108 95
Al 10 9,8+0,1 97,8 286 +9 280+ 17 98
- - - 1590 £ 110 1567 £ 80 99
- - - 1800 1881 + 144 105
K 1000 982,4+3,2 98,2 16,1 £0,2 153+0,8 95
Ca 1000 1051,5+4,9 105,2 15260 + 150 14954 £ 305 98
Cr 10 99+0,1 99,4 0,3 0,3+0,01 98
Mn 10 9,9+0,0 99,1 54+3 50+2 93
Fe 1000 1042,5 £46,0 104,3 83+5 77 +4 93
Ni 10 10,3 +0,0 103,5 091+0,12 0,87 £0,07 96
Cu 10 10,4+0,2 103,7 5,64 £0,24 5,22+0,33 93
Zn 10 10,4 +£0,2 103,5 12,5+0,3 11,9+0,2 95
Ba 10 10,1 £0,1 101,2 492 +2 45+ 1 93
Pb 10 9,8+0,0 98,3 0,47 +0,024 0,46 £0,01 98

SVC - Solucdo padrao multielementar da marca Agilent; NIST 1515 - Folha de macieira; Rec.-
Recuperacao do analito e DP- Desvio padrio.



118

As determinagdes realizadas nos isoétopos de B, Na, Mg, Al, P, S, K, Ca, Cr, Mn, Fe,
Ni, Cu, Zn, Ba e Pb concordaram com os valores certificados no material de referéncia (NIST
1515) e de verificacdo da calibragcdo (SVC) (Tabela 19), apresentando taxa de recuperacao na
faixa de 93 - 105 %, e os desvios padrio relativos foram, em geral, menores que 8 %.
Segundo Jenniss et al. (1997) esta faixa de recuperagdo indica uma boa exatiddo e,
considerando-se a complexidade da amostra, o método também apresentou uma boa precisao.

Na Tabela 20 estdo expressos os resultados dos teores (mg.kg™) dos analitos (B, Na,
Mg, Al, P, S, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Ba e Pb) para as diferentes amostras (UQ e UF)
de CO(NH;); sintetizadas com o sistema proposto, bem como os valores referentes a amostra
P.A (grau de pureza analitico) obtida comercialmente. Analisando os dados entre UQ e UF,
correspondente a amostras de CO(NH;), obtidas apds processos de purificagdo quimica
(CH3COCHs;) e fisico-quimica (CH3;COCHSs/resinas) respectivamente, verificou-se uma
variagdo bastante significativa nas concentracdes (mg.kg') dos elementos contaminantes
analisados. Esse fato demonstra a eficiéncia no processo de purificagdo (UF) da CO(NH,),,
utilizando as duas colunas contendo resinas catidnica e anidnica, proporcionando reducao
média de 77,31 % nas concentragdes dos elementos contidos nas amostras do composto.

Nesse contexto, destacam-se os resultados obtidos para B, Na, S, K, Cr, Zn, Ba e Pb que
apresentaram excelente reducdo na faixa de 90 a 100 % dos elementos. Em particular, ¢
importante mencionar os bons resultados obtidos para os micronutrientes como Cr (91,66 %)
e Zn (88,34 %), que desempenham fun¢des nutricionais ou bioquimicas essenciais a saide dos
seres vivos, porém sua presenga em organismos vivos pode ser prejudicial em concentragdes
acima do limite maximo permitido pelas legislacdes pertinentes. E outros elementos, tais
como Ba (98,21 %) e Pb (100 %), que ndo sdo essenciais aos seres vivos do ponto de vista
biologico e sdo considerados muito toxicos, mesmo em baixas concentragdes, porque sao
acumulativos nos organismos dos animais ¢ homens (TSALEV; ZAPRIANOV, 1985; XIE et
al., 1998; WHO, 2001).

Nota-se também, que os resultados apresentaram, em UF, redu¢do na faixa de 40 a 67 %
para Al, Ca, Mn e Fe contidos nas amostras de CO(NH,), (Tabela 20). Acredita-se que
possam ter havido contaminagdes desses elementos durante o procedimento de preparo das
amostras de CO(NH;), para anélise por ICP-MS, uma vez que essas foram secas em chapas
de vidro borosilicato (SiO,, B,0s;, Na,0O e Al,O3) e transferidas para os recipientes (tubos
limpos e esterilizados) utilizando material de aco inoxidavel (combinacao de Fe, Cr, Ni, Mg e

Cu). Além disso, a contamina¢do mencionada (exceto para o Ca) ndo foi observada para a
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amostras P.A (grau analitico), ndo submetidas ao procedimento de purificagdo, reforcando

ainda mais o argumento supracitado.

Tabela 20 - Teor (mg.kg"') dos elementos inorganicos, contido nas amostras de CO(NH>)s,
obtidos apos digestdo em forno MW e determinagdo por ICP-MS. (média + desvio padrio; n = 3)

Teor
Elementos _______ (L0 ——
P.A uQ UF
B <LD 1,34 +£0,0 <LD
Na 2,59+0,0 279,93 +£3,7 18,41 +04
Mg <LD 28,72 +1.2 5,79 £ 0,0
Al <LD 34,42 4+23 20,24 £ 1,0
0,30+0,2 1,08 £0,2 1,48 £0,5
S <LD 1549,62 + 20,6 <LD
<LD 68,89 +£0,8 6,49 +0,6
Ca 106,15+ 8,6 193,23 +£3,6 70,04 £ 9,1
Cr 0,07+0,0 7,49 £ 0,1 0,62 +0,1
Mn 0,09+0,0 2,44+0,1 0,81 +0,2
Fe 2,77+0,2 91,54 +£6,9 40,56 + 0,4
Ni 0,03+0,0 482+0,0 1,24 +£0,1
Cu <LD 0,13+0,1 0,18+0,1
Zn 2,80+£0,5 7,00 £0,1 0,81 +0,2
Ba 0,03+0,0 12,02 +£0,1 0,21+0,0
Pb <LD 0,09 +£0,0 <LD

P.A — amostras referéncia de CO(NH,), (grau analitico);
UQ e UF - amostras de CO(NH,), obtida apds purificagdo quimica (CH;COCH;) e fisico-quimico
(CH;3;COCH; e resinas catidnica/anidnica), respectivamente;

Ja as concentragdes de P e Cu, analisadas mediante os procedimentos de purificacio

(UQ e UF), ndo foram concordantes como a maioria dos elementos. Através dos resultados

obtidos, na Tabela 20, verificou-se aumento médio de 27,4 % nas concentragdes (mg.kg™"),
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entre UQ e UF, dos devidos elementos. Esse fato pode estar relacionado com o procedimento
de purificagdo utilizado, uma vez que ndo foi observada a presenca dos elementos nas provas
em branco, indicando que ndo houve retencdo nas resinas dos elementos em questdo.
Contudo, esses resultados ndo podem ser utilizados para representar todas as amostras de
CO(NH,), sintetizadas e se, em algumas amostras, esses elementos (P e Cu) estiverem na
forma de complexos i6nicos de fato poderiam ser retidos pela resinas.

Ainda com base nos dados da Tabela 20, verificou-se que 50 % dos elementos
analisados ndo apresentaram diferenca significativa nas concentragdes (mg.kg"') entre as
amostras de UF e P.a, encontrando-se valores dentro dos Limites Maximos de Tolerancia
(LMT) estabelecidos pelas normas brasileiras (BRASIL, 1998) e, atendendo também as
especificagdes de outros paises (EUROPEAN, 2002). Em destaque para B, S e Pb que tiveram
niveis de quantificacdo, em UF e P.a, abaixo do limite (0,16; 174,0; 0,028 ug.L'l) de deteccao
no ICP-MS. Esses resultados atendem as exigéncias das Farmacopéias, principalmente para o
Pb, que tem como limite maximo permitido em matérias primas para producdo de
medicamentos na faixa de 10 a 20 mg.kg™'. Ainda nesse contexto, o limite maximo permitido
de Pb na zidovudina (AZT), agente antiviral amplamente utilizado no tratamento da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), fornecido pela United States Pharmacopoeia (USP) ¢
10 mg.kg"' (MOREIRA et al., 2002).

Por outro lado, concentragdes médias obtidas para Na, Al e Fe (respectivamente,
18,41; 20,24 ¢ 40,56 mg.kg'l) situam-se muito acima dos valores obtidos para os outros
elementos, bem como também diferem significativamente do correspondente na amostra P.A
(grau analitico). Outros elementos como Cr, Mn e Ni apresentam concentragdes bastante
reduzidas em UF (respectivamente, 0,62; 0,81 e 1,24 mg.kg'l), porém superiores aos valores
quantificados nas amostras P.A. Essas informagdes obtidas, na Tabela 20, sdo extremamente
importantes, levando em consideragdo que elementos “potencialmente toxicos” como Al, Cr e
Ni sdo importantes em vista de alguns riscos a saide (mutagdes, carcinogenicidade, lesdes no
DNA, disfun¢des neuroldgicas como Mal de Alzheimer e outros tipos de escleroses)
atribuidos a elevada ingestdo e aciimulo no organismo humano (KABATA-PENDIAS;
MUKHERIJEE, 2007).

No entanto, a presenca desses “elementos toxicos” nas amostras de CO(NH;), ndo ¢
preocupante, uma vez que no diagndstico da Helicobacter pylori serdo admitidos, via oral, em
torno de 75 mg (adulto) e 50 mg (criangas) do composto por exame (CANETE et al., 2003).
Nessas quantidades administradas ao paciente as concentracdes de Al, Fe, Cr, Mn e Ni

(respectivamente, 2,54; 5,58; 0,42; 0,15 e 0,21ug/dose) sdo bem inferiores aos limites
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maximos permitidos pela legislagdo pertinente (KABATA-PENDIAS; MUKHERIJEE, 2007;
GOLDHABER, 2003). Ainda deve-se salientar que a CO(NH>), ndo ¢ medicamento de uso
diario, descartando a preocupacdo de levar a acumulacdo desses elementos pela exposi¢ao
continua.

Todas as amostras (UQ, UF e P.A) de CO(NH,), apresentam, na Tabela 20,
concentragdes mais elevadas de Ca comparada aos outros elementos analisados, que variaram
de 70,04 a 193,23 mg.kg™". A presenca deste elemento pode estar relacionada a contaminagdes
obtidas durante o procedimento de preparo das amostras para analise por ICP-MS. Destaca-se
nesta andlise a amostra P.A (grau analitico), adquirida comercialmente, a qual apresenta
resultados (106,15 mg.kg") fora das especificacdes fornecida pelo fabricante. Além disso, é
importante salientar que esses valores (70,05 a 193,23 mg.kg™") quantificados, principalmente
em UF, ficaram muito (0,005 mg/70 mg de CO(NHS,),) abaixo do limite recomendado de
ingestao diaria de 200 mg dia™ (WHO, 1996; FAVARO, et al., 1997).

Outro elemento que merece atengdo € o Na, pois embora seja essencial, pode constituir
um risco para pessoas hipertensas se estiver em concentracdes relativamente elevadas. A
concentragio média de Na foi de 18,5 mg.kg™' em UF, diferindo do valor correspondente da
amostra P.A (2,6 mgkg'), porém encontra-se muito abaixo do limite recomendado de
ingestdo diaria para adultos (RDA, 1989). Ainda, essa concentra¢do média (18,5 mgkg?),
quantificada nas amostras de CO(NH>), sintetizadas (UF), correspondem a 0,001 % do total
de Na que o hipertenso pode ingerir por dia, evitando qualquer complicagdes a saide do

paciente (SICHIERI et al., 2000)

4.5. Analise da qualidade microbiol6gica da CO(NHy,), sintetizada

No Brasil, a Resolugdo RDC n°® 67, de 09 de outubro de 2007 (BRASIL, 2007),
estabelece que a pesquisa de contaminantes microbioldgicos em medicamentos de uso oral
(uso interno) deve estar de acordo com os limites especificados pela Farmacopéia Brasileira
(1988), nas seguintes especificacdes: 10° bactérias aerobias/g, 10° fungos/g ¢ auséncia de
Salmonella spp, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Conforme observado na Tabela
21, todas (100 %) as amostras de CO(NH;), sintetizadas apresentaram valores de contagem
(<10 UFC/g) em placas para bactérias, fungos e leveduras, muito abaixo das especificacdes,
fornecida pelo 6rgdo fiscalizador. Nao foi encontrada também a presenga de Salmonella spp,

Escherichia coli e Staphylococcus aureus em nenhuma das amostras analisadas.
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Tabela 21 - Contagem (UFC/g) de microrganismos viaveis, fungos e leveduras nas amostras

de CO(NH;),. (n=3)

Amostra Contagem Recipiente
Bactérias® Fungos e leveduras® (armazenagem)
PA <10 UFC/g <10 UFC/g Frasco Ambar
<10 UFC/g <10 UFC/g Ampolas
A <10 UFC/g <10 UFC/g Frasco Ambar
B <10 UFC/g <10 UFC/g Frasco Ambar
C <10 UFC/g <10 UFC/g Frasco Ambar
D <10 UFC/g <10 UFC/g Frasco Ambar
E <10 UFC/g <10 UFC/g Frasco Ambar
F <10 UFC/g <10 UFC/g Ampolas
G <10 UFC/g <10 UFC/g Ampolas

Periodo de incubagao - (a) 4 dias (30 a 35 °C) e (b) 7 dias (20 a 25 °C)

As embalagens destinadas ao acondicionamento do composto sintetizado nao
proporcionaram o crescimento bacteriano, fungos e leveduras apos o periodo de incubacao
(Tabela 21), verificado nos valores (< 10 UFC/g em ambos) das amostras P.A (grau
analitico). Estes resultados também conferem a adequacdo do procedimento de assepsia,
descrito no item 3.2.5.1, realizado nas embalagens (frasco ambar e ampolas), assegurando a
integridade da CO(NH>),.

Os resultados da qualidade microbioldgica constituem-se de fundamental importancia
j4 que o composto sintetizado (CO(NH;),) ¢ merecedor de uma atencdo especial, quanto ao
tratamento das suas manifestagdes bacteriologica, para evitar os efeitos colaterais que estes
podem causar no paciente quando for utilizado no diagnostico da infeccdo cronica causada

pelo Helicobacter pylori (HP).

4.6. Analise isotépica
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4.6.1. Preparo das amostras de *CO(NHS,), para determinacéo isotopica de C

No procedimento foi necessaria a avaliagdo de parametros (quantidade de reagentes e
tempo de oxidagdo) envolvidos no preparo de amostra e de um modelo proposto (estabelecido
nos itens 3.2.6.1 e 3.2.6.2) para as referidas analises isotopicas de C. Nesses testes, em
triplicata, foram utilizados amostras de >CO(NH,), com abundéncia isotopica natural (1,11
% em atomos de °C).

Na Tabela 22, verificou-se um desvio relativamente baixo nos resultados das
determinagdes isotopicas, sendo assim, a melhor relagdo dos reagentes foi obtida na amostra I
(1 mg de "CO(NH,), ¢ 50 mg CuO). Essa condi¢do proporcionou reducdo na quantidade
(mg) do material enriquecido necessario para a analise isotdpica, tendo em vista a massa (em
torno de 2,02 g) de BCO(NH,); sintetizada no reator por batelada e o elevado custo (US$
593.00/g de "*C, preco FOB) do isétopo estavel de *C.

Tabela 22 - Determinagdo isotopica de C (% em atomos de °C) em fungio da quantidade
(mg) de CuO e BCO(NH,),

CuO BCO(NH,),* Determinacao isotopica**
Amostra ) 13
--------------- (Mg)--------------- (% em atomos “°C)
| 50 1 1,11 +0,01
1 50 3 1,08 + 0,02
i 100 1 1,08 £ 0,01
v 100 3 1,08 £ 0,01

*1>CO(NH,), com abundincia isotopica natural (1,108 % em &tomos de °C) Fonte:
BOUTTON, 1991);
**(média = desvio padrao; n = 3).

Além disso, a diminuicdo da massa (mg) de CuO (Tabela 22) contribuiu para a
reducdo do custo final, por amostra, da andlise isotopica de C, visando seu emprego em rotina
de laboratorio. O CuO proveniente do processo de determinagao isotopica foi armazenado, em
recipiente apropriado, para que seja recuperado e reaproveitado no mesmo procedimento

analitico, reduzindo seu impacto ambiental.
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Com relagdo 4 avaliagio do tempo de oxidagio da *CO(NH,), (Tabela 23) verificou-
se que os resultados obtidos, em triplicata, ndo apresentaram diferenca expressiva, atestada
pelo desvio médio extremamente baixo. Desta forma, a melhor condigdo foi para o tempo de 3
horas, permitindo uma maior velocidade analitica no procedimento de preparo da amostra, ja
que o método convencional requer um tempo de 12 horas. Além disso, ¢ importante
mencionar a reducdo da ordem de 75 % do consumo energético em opera¢ao na mufla (3.720

W), com tempo de oxidag@o em 3 h, contribuindo no custo final da analise isotdpica de C.

Tabela 23 - Determinagio isotopica de C (% em atomos de °C) em funcdo do tempo (3, 6 ¢
12 horas) de oxidacdo das amostras de *CO(NH,),

Tempo Determinacdo Isotépica*
Amostra ) 13
(horas) (% em atomos de ~°C)
I 3 1,07 £ 0,01
1 6 1,06 £ 0,00
] 12 1,05 +0,01

*(média + desvio padrao; n = 3)

Com base na Tabela 24, observou-se pequena diferenca, nos valores isotopicos (% em
atomos de "°C) de C, utilizando *CO(NH,), com abundéncia isotopica natural, para os dois
espectrometros de massas empregados. Porém essa diferenga entre as médias de 1,3 % ndo ¢
relevante, tomando-se como base que a precisdo analitica nos equipamentos ¢ de grandezas
distintas. O espectrometro de massas ATLAS MAT-CH4 (Figura 39) apresenta uma precisao
da ordem de 1 %, enquanto que no ANCA-GSL (Figura 27) ¢ de 0,1 %. Deve-se ainda
considerar que as determinagdes isotopicas de C (% em atomos de C), em amostras
organicas enriquecidas em C (*CO(NH,), provenientes da linha de sintese), devem ser
realizadas no espectrometro de massas ATLAS MAT modelo CH4. As determinagdes
isotopicas de C, por exemplo, em amostras de CO, em ensaios biomédicos (abundancia
isotopica proxima ao natural) para deteccdo da Helicobacter pylori (HP), que necessitam de
elevada precisdo, deverdo ser realizadas em espectrometro de massas de fluxo viscoso

(ANCA-GSL).
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Tabela 24 - Determinagdo isotopica de C (% em atomos de BC) em dois diferentes
espectrometros de massas

Determinacéao isotopica*

Espectrometro ] 13
(% em atomos de ~°C)
ANCA-GSL 1,0860 + 0,0
CH4 1,0716 = 0,1

*(média £ desvio padrdo; n = 3)

Outro fato importante observado na Tabela 24 foi a viabilidade e eficiéncia do método
analitico proposto, devido que espectrometro de massas ANCA-GSL possui um sistema
automatizado para analise isotopica, onde o instrumento ¢ controlado por “software” que realiza

o preparo de amostras (combustdo e purifica¢do) para posterior determinacao isotopica.

4.6.2. Determinacao isotépica de C (% em atomos de **C)

As determinacdes isotopicas de C (% em atomos de °C) foram realizadas em amostras
gasosas (°CO,) obtidas da *CO(NH,), de acordo com o descrito no item 3.2.6.2. Os
resultados (% em atomos de '°C) das determinagdes isotopicas de C, apresentados na Tabela
25, indicam a viabilidade do método, sendo verificado um desvio relativamente baixo,
considerando que a precisdo analitica do equipamento da ordem de 1 %. Deve-se ainda
salientar, que esses dados obtidos evidenciaram auséncia de interferéncias nos niveis
isotopicos.

Ainda com relacdo a Tabela 25, os resultados isotopicos experimentais apresentam boa
exatiddo em relagdo aos valores isotdpicos teoricos (1,07; 9,87; 29,69; 49,67; 69,68 ¢ 99,7 %
em 4tomos de °C) das amostras de CO(NH,),, obtidas utilizando o processo de dilui¢do
isotdpica, erro analitico de aproximadamente 0,8 %, possivelmente devido a otimizagdo do

procedimento analitico.



126

Tabela 25 - Determinagdo isotopica de C (% em atomos de BC), em amostras de
BCO(NHL,),, utilizando- se 0 método via seca

Abundancia Isotépica Experimental*

Amostra
(% atomos de **C)
A 1,07+ 0,01
B 9,91 £0,01
C 29,57 £ 0,05
D 49,50 £ 0,07
E 69,42 +0,11
F 99,22 + 0,02

A, B, C, D, E e F refere-se a abundancia isotopica (1,07; 9,87; 29,69; 49,67
69,68 ¢ 99,7 % em atomos de °C) tedrica da *CO(NH,);
*média + desvio padrao (n = 3).

O valor médio de 1,07 % em atomos de *C (Tabela 25) refere-se & amostra de
BCO(NH,), com abundancia isotopica natural, provavelmente derivada do petroleo (fonte de
CO; utilizada na sintese juntamente com NH3), a qual tem valor isotopico da ordem de -30 %o
(TANS, 1981).

Na projecdo dos valores (% em atomos de *C) isotopicos tedricos (ABUTEO) em
funcdo dos valores isotopicos experimentais (ABUEXP) verifica-se a existéncia de uma
relagdo linear (r* = 1), entre os dois pardmetros (Figura 49), obtendo-se o melhor ajuste para a

equacao (36).

% Crxp = 0,9956.% *Crgo + 0,0544 (36)
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Figura 49 - Regressio Linear simples entre os valores da determinagio (% em atomos de "°C)
isotopica teorica (ABUTEOQO) e experimental (ABUEXP), em amostras de
13 CO(NH,),, por espectrometria de massas (IRMS)

Além das vantagens operacionais do método apresentado, sua viabilidade econdmica
foi evidenciada pelo ndo requerimento de um sistema de vacuo externo ao espectrémetro, cujo
prego de aquisicdo em torno de US$ 15,000.00. Desta forma, foi utilizado o sistema de vacuo
do proprio espectrometro de massas (IRMS), com acoplamento direto (“on-line”) ao sistema

de admissdo de amostra do equipamento.

4.6.3. Determinacdo isotopica simultanea de N e C (% em atomos de **N e *C)

Os resultados das determinagdes isotopicas simultaneas de N e C (% em atomos de
BN e 13C), obtidos na Tabela 26, em triplicata, indicam a viabilidade do método, sendo
verificado desvio relativamente baixo em ambos os isotopos. Deve-se ainda salientar, que
esses dados obtidos evidenciaram auséncia de interferéncias nos niveis isotopicos.

O valor médio apresentado na Tabela 26, referente a amostras 1, com variacao
isotopica natural, foram de acordo com o esperado (0,366 % em atomos de "N e 1,07 % em
atomos de "C), evidenciando a ndo ocorréncia de uma diferenca isotopica substancial no

processo de oxidagdo da *CO('*NH,), duplamente enriquecida.
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Tabela 26 - Determinagio isotopica de C e N (% em atomos de "N e °C), por espectrometria
de massas, em amostras de 13CO(ISNHz)g, utilizando-se o método via seca

Abundancia Isotdpica Abundancia Isotdpica
Tedrica Experimental
AMOSEras I O O —————
15N 13C 15N 13C
1* 0,36 +0,0 1,1£0,0 0,38+ 0,0 1,08 0,1
2 4,9+0,1 93,6 +0,1 51+0,3 91,3+0,3
3 14,7 +0,5 81,0+0,2 14,1+0,5 79,8 £0,3
4 29,9+0,2 59,8 £ 0,2 30,4+ 0,1 58,4+0,4
S5 50,3+0,2 324+0,3 49,8 £ 0,2 32,0+0,2
6 72,5+0,2 25+03 72,7+0,4 24+0,3

* CO(NH,), com abundancia isotopica natural (0,365 e 1,108 % em atomos de °N e
¢, respectivamente); média + desvio padréo (n = 3).

As observacdes extraidas dos valores isotopicos (% em atomos de N e '°C), obtidos na
Tabela 26, revelam que o processo de preparo da amostra ndo influenciou de maneira
significativa na precisao e exatidao dos resultados. No entanto, um dos principais motivos dos
bons resultados analiticos foi o uso da capsula de vidro (borosilicato), a qual facilitou a etapa
de pesagem e transferéncia da *CO('*NH,), para o tubo de oxidagdo. Esse procedimento
reduziu as possibilidades de erros operacionais, sendo minimizado o manuseio das amostras.

Salienta-se, no entanto, que em rotina normal de preparo e andlise isotopica (% em
atomos de °C e ’N) de *CO('°NH,),, faz necessario um minimo de trés repeticdes, uma vez
que o maior erro analitico observado ¢ da ordem de 4 %.

Na projecio dos valores (% em atomos de "N e '*C) isotépicos tedricos (ABUTEO) em
funcdo dos valores isotopicos experimentais (ABUEXP) verificam-se comportamentos
semelhantes para ambos os is0topos, a existéncia de relacdo linear (r2), com valores de 0,9995
e 0,9998 para "N e "°C respectivamente (Figura 50), obtendo-se os melhores ajustes nas

equagdes (37) e (38).

% "Ngxp = 1,002 . % ""Nrgo - 0,1455 (37)
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% “Cexp=0,9743 . % “Crgo + 0,1421 (38)
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Figura 50 - Regressdo Linear simples entre os valores da determinagdo (% em atomos de "N
e C) isotopica tedrica (ABUTEO) e a experimental (ABUEXP), em amostras de
13CO(15 NHa),, por espectrometria de massas (IRMS)

No entanto, além das vantagens econdmicas pelo ndo requerimento do sistema de
vacuo externo ao espectrometro de massa, como descrito no item 4.6.2, sua viabilidade
operacional ¢ evidenciada pelo método analitico apresentado poupar tempo de
aproximadamente 30 minutos, requerido para separagdo de cada um dos isétopos (°N e °C),

na andlise isotopica de N e C.
4.7. Sintese da **CO(**NH,), enriquecida nos isétopos de °N e/ou **C

Utilizando o sistema proposto no item 3.2.2., envolvendo a reagio entre "NH3, *CO e
S (condigdes descritas no item 3.2.8.), tendo ainda, 40 mL de CH;OH, foi possivel obter a
BCO('°NH,), enriquecida nos isotopos de "N e/ou C. No procedimento de sintese
utilizaram-se as melhores condigdes em funcdo dos parametros avaliados, tais como,
temperatura de 100 °C, tempo de reagdo em 150 minutos, pressdo de 0,98 MPa ¢ 40 mg de
H,S.

A sintese da >CO(NHS,), enriquecida em "°C, conforme descrito no item 3.2.8, foi
realizada com 350 % em excesso de NHj (6,13 g) e massas iguais de BCO e S (1,28 2).

Nessas condi¢des foi possivel obter, em triplicata, rendimento médio de 81,60 %, equivalente
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a 2,35 g do composto purificado. O procedimento completo, por batelada, demanda um tempo
de, aproximadamente, oito horas de trabalho.

Ainda, com os dados da sintese da 13CO(NH2)2, foram realizados o balanco de massa
dos reagentes principais (NHs e 13CO), obtendo, em média, recuperacao de 65,3 % (21,4 %
incorporado na molécula da "CO(NH,), e 43,9 % recuperado na forma de (NH4),SOy) e
perda de 34,7 % de NH; (provavelmente na forma de 6xidos de nitrogénio, ente outros). Com
relagdo ao *CO pode-se verificar recuperacao de 84,0 % (incorporado na BCONH,),) e
perdas da ordem de 16 %. Essa perda (16,0 % ou 0,2048 g do gas) de “CO, com
enriquecimento isotopico de 99,2 % em atomos de 13C, tem custo de R$ 44,06 por batelada
(R$ 241,00 por grama de *CO).

As amostras de 13CO(NH2)2, enriquecidas em 13C, foram submetidas a analise do teor
(%) de N conforme descrito no item 3.2.4.1. De acordo com os resultados obtidos, em
triplicata, a 'CO(NH,), apresentou pureza quimica de 99,2 %. Nessas amostras de
BCO(NH,), também foram realizadas, em triplicata, determinagdes isotopicas de C (% em
atomos de "*C) de acordo com o descrito no item 3.2.6. Os resultados isotopicos obtidos, em
média, foram de 99,1 + 0,3 % em atomos de "°C, evidenciando auséncia de fracionamento
isotopico com o sistema de producao.

A Tabela 27 apresenta os dados referentes a avaliagdo dos custos de producdo da
PCO(NH,), enriquecida em "*C. Nesta podem-se verificar os custos fixos (equipamento e
manuten¢do) e varidveis (reagentes, gases, is6topos, analise quimica e isotopica, entre outros)
relativos a uma batelada de producdo. De acordo com os dados, verificou-se que o custo de
produgdo da *CO(NH,),, com enriquecimento de 99,2 % em atomos de °C, foi de R$ 187,74
por grama do composto, valor esse cerca 12,7 % inferior ao preco internacional (FOB) que ¢
de R$ 215,05 (US$ 126.50), baseado na cotagdo do dolar em R$ 1,70. No entanto, deve-se
salientar a auséncia das elevadas taxas e impostos aplicados aos produtos importados.

Nesse contexto, dados de uma cotagdo obtida junto de uma empresa de distribui¢ao de
produtos quimicos importados, mostraram que o custo de produgdo nacional da *CO(NH,),,
nas condi¢des melhores condigdes obtidas com o sistema, foi cinco vezes inferior ao prego de
comercializacdo da referida empresa.

Deve-se ainda mencionar que a producdo nacional, por batelada, de 2,35 g da
BCO(NH,), (Tabela 27), enriquecida a 99,2 % em atomos de B, corresponde a realizacdo de
32 diagnostico (UBT) da infec¢do por Helicobacter pylori (HP) em adultos (75 mg), com
custo de R$ 53,50 (referente ao valor de R$13,50 do composto ¢ R$ 40,00 das analises

isotopicas no t = 0 e t = 30 min.) por exame, ou pode-se também realizar, com a devida massa
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(2,35 g), em torno de 53 diagndstico do HP em criangas (45 mg), com custo unitario de R$
48,00 (R$ 8,00 do composto e R$ 40,00 da analises isotopicas) por exame. Além disso, os
métodos invasivos para diagndstico do HP que dependem da realizagdo de endoscopia para a
coleta da bidpsia gastrica, para exame bacteriologico, t€ém custo de aproximadamente R$
320,00 (valor médio de hospitais e clinicas), permitindo uma economia com o uso da
BCO(NH,), enriquecida em °C de R$ 266,50 (83,3 %) e R$ 272,00 (85 %) para adultos e

criangas, respectivamente.

Tabela 27 - Custos fixos e variaveis na producio, por batelada, da *CO(NH,), enriquecida a
99,2 % em atomos de °C

Investimentos (R$)

Especificacio u\n/ia'lgorlgo Quantidade Custo fixo  Custo Cl(J;tg)(a)
(R$) variavel
C099,2%at. °C  241,00% 1,28 308,50 308,50
Andlise quimica 12,50 1 12,50 12,50
Analise isotopica 25,00 1 25,00 25,00
Energia elétrica 0,35 10 kw 3,50 3,50
NH; (g) 1,009 6,13 6,00 6,00
N; (2) 15,00 0,03 m* 15,00 0,45
N, (1) 7,00 5L 35,00 35,00
Reagentes 19,67 1 19,67 19.67
Mio de obra 1.210,90) 3h 1.210,90 24,00
Equipamentos 19.000,00 19.000,00 3,20%*
Manutengao do sistema 19.000,00 3,29%*
Total 441,20

Custo (R$/g *CO(NH,),) 187,74
Preco FOB (R$/g "CO(NH,),) 215,05
Produgio do Laboratério: 2,35 g ©

@ Base de calculo: 1 batelada de producao do laboratério, nas melhores condi¢des obtida com o
sistema;

® 2,35 gde 13CO(NH2)2 enriquecido a 99,2 % em atomos de Be;

© Valor referente ao salario de um técnico de nivel basico (Faixa II-A), com base na Tabela de
vencimentos do DRH-USP (maio/2010);

* valor de custo do produto no Brasil (FOB + taxas de importagdes), com dolar no valor R$1,70;

** valor amortizado para 30 dias considerando o tempo estimado de 30 anos de durabilidade do
sistema de produgdo.
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Para obten¢do da CO('°NH,),, enriquecida no isétopo de '°N, conforme descrito no
item 3.2.8, foi necessaria a obtencio da 'NH; anidra (reagente limitante), previamente
enriquecida. O processo completo de produgio da '’NH; anidra, conforme descrito em 3.2.8,
foi realizado em 50 minutos na temperatura de 75 °C e com fluxo de 180 cm’min™' de N,.
Nessas condic¢des, obtiveram-se no reservatorio (R;) cerca de 1,42 g de >NH, anidra, partindo
de 7,0 g de (""NH,4),SOq, enriquecido a 90 % em atomos de '°N. O enriquecimento isotopico
na 15NH3 foi fun¢do da abundancia isotdpica de N no (ISNH4)2SO4, pois a conversdo de N-
NH;" a N-""NH; ndo apresenta fracionamento isotopico (BENDASSOLLI et al., 2002).
Verificou-se também que o rendimento do processo foi de 79 %, com 19 % de recuperagdo na
forma de (ISNH4)ZSO4 e perdas do sistema de 2 %. Esta ultima foi devida a vazamentos,
manuseio do produto e a ndo recuperagio de N-'"NH; do baldo de reagio.

Na sequéncia, utilizando-se das melhores condi¢des (250 % em excesso de CO e S) da
reagdo entre "NHs, CO e S (1,36 g, 4,01 g ¢ 4,48 g, respectivamente), foi possivel obter, em
triplicata, em torno de 1,82 g de CO('’NHy,), purificada, equivalente a rendimento de 76,50 %.
Esse procedimento, envolvendo todas as etapas descritas, demanda um tempo de nove horas
de trabalho por batelada.

No processo de sintese da CO(ISNHz)z foram realizados o balanco de massa dos
reagentes principais ("NH;z e CO), sendo possivel obter, em média, recuperagio de 84,77 %
de N (78,97 % incorporado na molécula de CO(°NH,); ¢ 5,8 % recuperado na forma de
(°"NH4),S0;) e perda de 15,23 % de '’NH; (na forma de 6xidos de nitrogénio, entre outros), e
recuperacio de 20,83 % de C (incorporada na *CO(NHS,),) e perda de 79,30 % do carbono
proveniente do CO. As perdas (15,23 %) de '°N-NO,, com enriquecimento isotopico de 90 %
em atomos de "N, tem custo de R$ 26,80 por batelada (R$ 129,43/g de (""NH,),SO,).

As amostras de CO('’NH,), foram submetidas a analise do teor (%) de N conforme
descrito no item 3.2.4.1. De acordo com os resultados obtidos, em triplicata, os compostos
enriquecidos em "N apresentaram teor de N médio de 46,11 % (equivalente a pureza quimica
de 98,94 %). Nas amostras de CO('°NH,), também foram realizadas, em triplicata,
determinagdes isotopicas de N (% em atomos de '°N) de acordo com o descrito por Trivelin et
al.,, 1973. Os valores isotdpicos foram, em média, de 90,4 + 0,2 % em atomos de N,
evidenciando auséncia de fracionamento isotopico com o sistema de processo.

No processo de sintese da CO(ISNHz)z, enriquecida em ISN, foi realizada avaliacdo do
custo (fixos e variaveis) de produgdo, sendo os valores obtidos apresentados na Tabela 28. De
acordo com os dados verifica-se que o custo de producio da CO('’NH,),, com

enriquecimento de 90,0 % em atomos de 15N, foi de R$ 573,20 por grama, valor esse acima
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(25,00 %) do preco internacional (FOB) que ¢ de R$ 430,01 (equivalente a US$ 253.00),
baseado na cotacdo do ddlar em R$ 1,70. Entretanto, deve-se salientar que esse valor do

produto importado estd isento das taxas e impostos aplicados na comercializacdo

internacional.

Tabela 28 - Custos fixos e variaveis na produgio da CO('’NH,), enriquecida a 90,0 % em

, 15
atomos de "N

Investimentos (R$)

Especificagdo u\n/i{j;g)rrio Quantidade . . o oo Clzétg)(a)
(R$) variéavel
(""NH4),804 90% 4t. "N 129,43* 70 ¢ 906,00 906,00
Andlise quimica 12,50 1 12,50 12,50
Andlise isotopica 25,00 1 25,00 25,00
Energia elétrica 0,35 15 kw 5,25 5,25
CO(g) 0,43 401¢g 1,74 1,74
Nz (g) 15,00 0,5 m’ 7,50 7,50
Reagentes 19,67 1 19,67 19,67
Gelo seco 7,00 5kg 35,00 35,00
Mo de obra 1.210,90° 3h 1.210,90 24,00
Equipamentos 19.000,00 19.000,00 3,20%%*
Manutenc¢ao do sistema 19.000,00 3,29%*
Total 1.043,24

Custo (R$/g CO(°NH,),) 573,20
Preco FOB (R$/g CO(°NH,),) 430,01
Produgio do Laboratorio: 1,82 g ®

@ Base de calculo: 1 batelada de produgdo do laboratério, nas melhores condigdes obtida com o

sistema;
®) 1,82 g de CO(°’NH,), enriquecido a 90,0 % em 4tomos de "°N;
© Valor referente ao saldrio de um técnico de nivel basico (Faixa II-A), com base na Tabela de

vencimentos do DRH-USP (maio/2010);
* valor de custo do produto no Brasil (LIE/CENA/USP);
** valor amortizado para 30 dias considerando o tempo estimado de 30 anos de durabilidade do

sistema de produgdo

Ainda com relagdo a Tabela 28, o ('’NH4),SO,, com enriquecimento de 90 % em

atomos de "N, que representa 88,45 % do custo de produgio da CO('’NH,), ¢ obtido no
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proprio laboratorio de isotopos estaveis do CENA/USP, com custo cerca de 50 % inferior ao
preco internacional (FOB).

Na produgio da >CO('’NH,), enriquecida nos isotopos de N e "*C, como descrito no
item 3.2.8, envolvendo a reacio entre ~NHj, Bco e S (6,13 g, 1,15 g e 1,28 g,
respectivamente), foi possivel verificar, em triplicata, rendimento médio de 79,45 %,
equivalente a 2,05 g do composto devidamente purificado. A ""NH; enriquecida foi obtida
conforme supracitado para a sintese da CO('°NH,), enriquecida em "’N. No entanto, algumas
alteracdes foram realizadas para obter a quantidade (g) de ’NH; necessaria na sintese da
BCO('°NH,),. Para isso, utilizou-se em torno de 30,5 g de (*°NH,),SOs4, enriquecido a 73,6 %
em atomos de "°N, sendo possivel obter 6,2 g de '’NHj; anidra, recuperagio de 1,5 g na forma
de (""NH4),S04 e perdas de 0,2 g NH; (g) no sistema. O tempo para realizagdo do processo
completo de produgio da ’NH; anidra foi de 100 minutos.

Ainda com os dados obtidos na sintese da 13CO(ISNHz)z foram realizados o balango
dos reagentes principais (""NH; e *CO), sendo possivel obter, em média, recuperacio de
65,59 % de N (19,1 % incorporado na molécula de BCO(*NH,), e 46,5 % recuperado na
forma de (15NH4)ZSO4) e perda de 34,4 % de >NH; (na forma de NO, '"NO,, entre outros), €
recuperacio de 82,1 % de C (incorporada na >CO('°NH,),) e perda de 17,9 % de carbono na
forma de *CO. Essas perdas (34,4 ¢ 17,9 %) de ""N-NO, e "*CO, com enriquecimento
isotopico de 73,6 € 99,2 % em atomos de N e 13C, respectivamente, terdo custos de R$
221,50 ¢ R$ 69,66 (R$ 104,98 ¢ R$ 337,50 por grama de (°NH4),SO,4 e *CO), totalizando R$
291,16 por batelada.

As amostras de "CO('°’NH,), enriquecidas em °C e "N foram submetidas a analise
do teor (%) de N conforme descrito no item 3.2.4.2. De acordo com os resultados obtidos, em
triplicata, os compostos enriquecidos apresentaram teor de N médio de 46,27 % (equivalente a
pureza quimica de 99,30 %). Nessas amostras de “CO(’NH,), foram realizadas, em
triplicata, determinagdes isotopicas de C e N (% em atomos de °C e "’N) de acordo com o
descrito no item 3.2.7. Os resultados isotopicos obtidos, em média, foram de 99,2 + 0,3 e 73,8
+ 0,4 % em atomos de °C e °N, respectivamente.

No processo de sintese da CO('°NH,),, enriquecida em “N e °C, foi realizada
avaliacdo do custo (fixos e varidveis) de produgdo, sendo os valores obtidos apresentados na
Tabela 29. De acordo com os resultados verifica-se que o custo de produ¢do da 13CO(lSNHz)z,
com enriquecimento de 73,6 € 99,2 % em atomos de BNe C, foi de R$ 1.113,50 por grama,
valor esse abaixo (10,0 %) do prego internacional (FOB) que é de RS 1.237,24 (equivalente a

USS$ 693.00), baseado na cotacdo do dolar em RS 1,70. Entretanto, deve-se salientar que esse
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valor do produto internacional estd com isen¢do de taxas e impostos aplicados durante a

comercializagao.

Tabela 29 - Custos fixos e variaveis na producdo da BCO(*NH,), enriquecida a 73,6 ¢ 99,2
% em atomos de "N e °C, respectivamente

Valor Investimentos (R$)

Especificacao unitario Quantidade Custo Custo Clz;tg)(a)
(R$) fixo  variavel
(’NH4),S04 73,6 % at. "N 104,98* 16,32g 1713,28 1.713,28
B3C0 99,2 % at. °C 337.50%* 1,15 ¢ 378,00 388,00
Analise quimica 12,50 1 12,50 12,50
Analise isotopica 25,00 1 25,00 25,00
Energia elétrica 0,35 25 kw 8,75 8,75
Na (g) 15,00 1 m’ 15,00 15,00
Reagentes 19,67 1 19,67 19,67
Gelo seco 7,00 5kg 35,00
N; (1) 7,00 5L 3500 35,00
Mio de obra 1.210,90¢ 3h 1.210,90 24,00
Equipamentos 19.000,00 19.000,00 3,20%**
Manuteng¢ao do sistema 19.000,00 3,20%%*
Total 2.282,78

Custo (R$/g “CO("’NH,),) 1.113,55
Preco FOB (R$/g PCO(°NH,),) 1.237,24
Produgio do Laboratorio: 2,05 g ®

@ Base de calculo: 1 batelada de produgdo do laboratério, nas melhores condigdes obtida com o
sistema;

®) 2,05 g de "CO("°NH,), enriquecido a 73,6 ¢ 99,2 % em atomos de °’N ¢ "°C;

© Valor referente ao salrio de um técnico de nivel basico (Faixa II-A), com base na Tabela de
vencimentos do DRH-USP (maio/2010);

* valor de comercializag@o nacional (LIE/CENA/USP);

** yalor de comercializa¢do nacional (FOB + taxas de importagdes), com délar no valor R$1,70

*#%* valor amortizado para 30 dias considerando o tempo estimado de 30 anos de durabilidade do
sistema de produgdo
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Em termos de custo, a obten¢io da *CO('’NH,), enriquecida em "°C e/ou N com o
sistema proposto, tem se mostrado inferior em relagdo ao preco (FOB) comercial no mercado
internacional, devendo ainda ressaltar, que a disponibilidade do composto marcado no pais
impulsionara significativamente as pesquisas com o emprego de tragadores ndo radioativos

em diversas areas da ciéncia, principalmente na area médica.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, no presente trabalho, podem-se apresentar as

seguintes conclusoes:

O método utilizado para a sintese de CO(NH,),, empregando o reator de aco
inoxidavel, mostrou-se adequado. Nesse, o rendimento do processo, utilizando as
melhores condi¢des de quantidade dos reagentes (6,13; 1,12 ¢ 1,28 gde NH3, CO e S
respectivamente, tendo ainda 40 mL de CH3OH e 40 mg de H,S), temperatura (100
°C), tempo (150 minutos) de reacdo e pressdao (0,98 MPa) no reator, foi em média
81,97 %, sendo possivel obter 1,96 g do composto por batelada;

A CO(NH,), sintetizada apresentou pureza quimica de 99,2 % (46,20 % de N) e ponto
de fusdo médio de 132,55 °C. Os resultados do teor (%) de biureto (impureza toxica),
contido nas amostras de CO(NHz),, em 0,55 %, ndo interferem no uso do composto
em estudos de diversas areas da ciéncia, principalmente agrondmica e médica. A
determinagdo do teor (mg.kg") de elementos contaminantes, presentes na amostra de
CO(NH,), sintetizada, apresentaram resultados satisfatorios, sendo os valores
encontrados ficaram abaixo da concentragdo permitida pelo 6rgdo fiscalizador. E a
qualidade microbioldgica da CO(NH;), sintetizada estd em conformidade com os
limites especificados pela Farmacopéia Brasileira;

Na determinac¢do isotopica de C (% em atomos de (), em amostras de *CO(NH,),, o
procedimento de obtengdo do *CO, (g) mostrou-se adequado, ndo sendo verificada
interferéncia nos niveis isotopicos. Os parametros (tempo de oxidacdo e quantidade de
reagente) relacionados com o preparo de amostras e obtencdo do '*CO,(g), ndo
apresentaram variagdo no resultado (% em atomos de *C) analitico. Desta forma as
melhores condigdes foram obtidas para o tempo de oxidacdo de 3 horas, 1 mg de
BCO(NH,); e 50 mg de CuO;

O método de obtengdo do “COx(g) e '"Ny(g), proveniente das amostras de
BCO('°NH,),, mostrou-se adequado para a determinagdo isotopica (% em atomos de
BC e PN) simultdnea de N e C, nio sendo verificada interferéncia nos niveis
isotopicos. A utilizacdo do sistema “on line” acoplado ao espectrometro de massas
proporcionou maior velocidade analitica e facilidade no preparo das amostras para

determinagdo isotopica de °C e/ou °N;
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e Com o sistema proposto, envolvendo a reacio entre "NH; ¢ >CO (fontes isotopicas),
foi possivel obter a *CO('°NH,), enriquecida nos isétopos de "N e/ou “C, cujo
procedimento nao apresentou fracionamento isotopico. Esse processo sofreu ainda
uma avaliagdo econdmica (custos fixos e varidveis), atestando sua viabilidade, com
custo de R$ 187,74 (CO(NH),), R$ 573,20 (CO('°NH,),) e¢ R$ 1.113,55
(“CO("*NH,),) por grama do composto, valores muito proximo do comercializado no
mercado internacional (FOB). No entanto, deve-se salientar a auséncia das elevadas

taxas e impostos aplicados aos produtos importados.
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