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Resumo

Titulo: Analisador micro-flow-batch usando uma micro-coluna de
cadmio esponjoso em linha para a determinacao fotométrica de

nitrato e de nitrito em laticinios

Neste estudo, um analisador micro-flow-batch (JFBA) utilizando uma
micro-coluna redutora de cadmio em linha foi desenvolvido para a
determinacao fotométrica de ions nitrato e nitrito em amostras de
laticinios. O método empregado baseia-se na reacdao de Griess-Llosvay e a
medicdo da absorbancia foi realizada a 540 nm, utilizando um LED verde
integrado na micro-camara construida em resina fotopolimerizavel
uretano-acrilato. Inicialmente, o teor de ions nitritos natural da amostra
de lacticinio é determinado na micro-camara de mistura, enquanto que o
nitrato é reduzido a nitrito na micro-coluna de cadmio esponjoso acoplada
ao microssistema e posteriormente determinado na micro-camara como
nitrito. O teor de ions nitrato foi estimado a partir da diferenca entre a
segunda e a primeira determinacdo. A curva analitica para nitrato e para
nitrito foi linear na faixa de trabalho de 10,0 a 100,0 pg L, com um
coeficiente de correlacdo (r*) de 0,992 e 0,998, respectivamente. O limite
de deteccdo e o desvio padrdo relativo foi calculado em 0,39 pg L e
<1,7% (n = 5) para o nitrito, e 0,41 pg L* e <1,3% (n = 5) para o
nitrato. Comparando-se com os meétodos de referéncia, ndao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas quando se aplica o
teste t pareado com nivel de confianca de 95%. A exatiddao do método foi
avaliada através do teste de recuperacdo (97,7 a 102,9%). O
microssistema proposto empregando a micro-coluna de cadmio esponjoso
em linha apresentou portabilidade satisfatdria, robustez, flexibilidade,
aparelhagem simples e consumo reduzido de produtos quimicos em
relacdo aos métodos automaticos mais recentes.

Palavras-chave: Micro flow-batch; Uretana-acrilato; Coluna redutora de
cadmio; Nitrato e nitrito; Laticinios.
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Abstract
Title: Micro-flow-batch analyzer using an in-line cadmium sponge

microcolumn for the photometric determination of nitrate and

nitrite in dairy samples

In this study, a micro-flow-batch analyzer (pFBA) using an in-line
cadmium reduction microcolumn for the photometric determination of
nitrate and nitrite in dairy samples was developed. The method is based
on the Griess-Llosvay reaction and measuring of the absorbance at 540
nm using a green LED integrated into the pFBA built in the urethane-
acrylate resin. Initially, the natural nitrite ion content of natural dairy
sample product is determined in the micro-mixing chamber, while the
nitrate is reduced to nitrite in the micro-column coupled to the micro
cadmium sponge and then determined as in the micro-chamber nitrite.
content of nitrate ions was estimated from the difference between the first
and second determination. The analytical curve for nitrate and nitrite was
linear in the work range of 10.0 - 100.0 pg L™ with a correlation
coefficient of 0.992 and 0.998, respectively. The limit of detection and
relative standard deviation were estimated at 0.39 ug L™ and < 1.7 % (n
= 5) for nitrite and, 0.41 pg L' and < 1.3 % (n = 5) for nitrate.
Comparing with the reference methods, no statistically significant
differences were observed when applying the paired t-test at a 95%
confidence level. The accuracy was assessed through recovery test (97.7
to 102.9 %). The proposed microsystem employed in-line cadmium
sponge microcolumn presented satisfactory portability, robustness,
flexibility, low-cost device and reduced chemicals consumption compared
to recent methods.

Keywords: Micro-flow-batch analyzer; Urethane-acrylate resin; Cadmium
reduction column; Nitrate and nitrite; Dairy samples.
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Capitulo 1 - Introdugéo

1.1 - Caracterizacao da Problematica

A exposicao humana a compostos que apresentam ions nitrato (NO3")
e nitrito (NO2) como aditivos conservantes deve ser feita com cautela,
pois existe uma alta possibilidade desses ions formarem compostos
precursores para o cancer, como as nhitrosaminas (DUARTE; MfDIO, 1996;
LIJINSKI, 1984; WHO, 1978). A presenca de nitrosaminas em alimentos,
especialmente em laticinios deve-se a adicdo de NO3™ e/ou NO,™ durante o
processo de fabricacao, para auxiliar na conservagao dos mesmos (DUTRA
et al., 2007). Um outro problema ocorre quando o nitrito pode agir sobre
a hemoglobina e originar a metahemoglobinemia, impedindo que ela
exerga a fungdo normal de transportar oxigénio. Dessa forma, o controle
desses compostos em matrizes de laticinios faz-se conveniente, pois
mesmo em concentracdes reduzidas podem acarretar problemas a saude.

Para a determinacao da concentragao de NO3” e NO,” em amostras de
laticinios nas industrias de alimentos geralmente é empregado o método
de Griess na amostra pré-tratada, livre de proteinas (AOAC, 1997).
Entretanto, esse método de rotina é dispendioso e laborioso apresentando
varios inconvenientes, a exemplo da: baixa frequéncia analitica (cerca de
2 amostras por hora), utilizando grandes quantidades de cadmio para
construcao da coluna redutora, exigindo ainda habilidades do analista nas
varias etapas do processo (LIMA et al., 2006).

Devido a essas desvantagens e a crescente demanda por analises
mais rapidas e reprodutiveis, sistemas automaticos de analise quimica
vem sendo propostos, como por exemplo, a analise por injecdo em fluxo
(Flow Injection Analysis, FIA) (CALATAYUD et al., 1998) e analise por
injecao sequencial (Sequential Injection Analysis, SIA) (WHO, 1978;
PISTON et al., 2011). No entanto, esses sistemas em fluxo apresentam
algumas desvantagens, como a homogeneizagao ineficiente e a utilizagao
de fluido carregador, o que gera grande volume de residuos e promove a
dispersao da amostra, acarretando perda significativa de sensibilidade nas

medidas, além da necessidade de calibracdao e ajuste manual regular.
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Capitulo 1 - Introdugéo

Dentre os sistemas automaticos de analise recentemente propostos,
destaca-se o sistema automatico micro-flow-batch (uFBA) (MONTE FILHO,
2010), que alia as caracteristicas vantajosas dos sistemas em fluxo a dos
sistemas em batelada com um reduzido consumo de reagentes e amostras
gerando um microvolumes de residuos por analise. Todavia, esse sistema
ainda nao foi utilizado com etapas de pré-tratamento da amostra acoplado
em linha, o que favoreceria o desenvolvimento de novas estratégias de
automacao para a determinacdao, por exemplo, dos ions nitrato em
amostras de laticinios utilizando microcoluna de cadmio.

Neste trabalho de pesquisa é proposto um analisador automatico
MFBA com uma micro-coluna de cadmio esponjoso acoplada em linha para
determinacao fotométrica sequencial de nitrato e nitrito em amostras de
laticinios. Tal microssistema permite uma abordagem mais simples,
sensivel, precisa e de menor consumo de reagentes e amostras, gerando
um baixo volume de residuos. Além de se apresentar como um exemplo
satisfatério para outras possiveis implementacdes de etapas de pré-

tratamentos acoplados a esse novo tipo de sistema miniaturizado.

1.2 Objetivos

1.2.1 - Geral

Desenvolver um analisador micro-flow-batch (UFBA) empregando uma
micro-coluna de cadmio esponjoso acoplado em linha para a determinagao
fotométrica sequencial de ions nitrato e de nitrito em amostras de

laticinios.

1.2.2 - Especificos

e Construir a micro-camara de mistura;

e Construir e avaliar as caracteristicas da micro-coluna de cadmio
esponjoso;

e Montar um microssistema flow-batch com micro-coluna de cadmio

acoplada.

Eduardo Antonio de Lima 3



Capitulo 1 - Introdugéo

e Desenvolver o software de controle para do (UFBA);

e Aplicar o microssistema desenvolvido a determinacao de nitrato e
nitrito;

e Avaliar o desempenho analitico do sistema proposto;

e Aplicar o microssistema em amostras reais de laticinios.

1.3 - Sistemas automaticos de analise

Os sistemas automaticos de analise tém por objetivo simplificar os
procedimentos analiticos convencionais de forma a maximizar a frequéncia
analitica, minimizar os erros pela manipulacdo de amostras e reagentes e
reduzir os custos para grandes demandas de andlise. Com esse
desenvolvimento, a manipulacdo de substancias instaveis, tdxicas,
explosivas ou até mesmo radioativas, € realizada com riscos reduzidos ao
operador além de possibilitarem um monitoramento continuo de um
processo qualquer e reducao de volumes de anadlise, gerando resultados
reprodutiveis e controle dos equipamentos com a minima intervencdo do
analista. O uso dos analisadores também é possivel em procedimentos
gue sao mais longos e mais complicados do que aqueles realizados
manualmente (VALCARCEL; CARDENAS, 2000).

Os analisadores automaticos de analise podem ser divididos em trés
grandes grupos como segue:

e Analisadores automaticos discretos ou em batelada;

e Analisadores automaticos robotizados;

e Analisadores automaticos em fluxo.

Os analisadores automaticos discretos sdao bem conhecidos e
empreendidos desde o inicio do século XX (ZIEGEL, 1914). A principal
caracteristica desses sistemas de andlise é o uso de aparatos mecanicos
para transportar a mistura reacional até o detector. Cada amostra é
armazenada em um recipiente proprio e a adicdo de reagentes é feita
empregando uma bureta ou seringa automatica para posterior agitacao.
De maneira geral, a deteccao é feita apds o estabelecimento do equilibrio

guimico e fisico da reagao, para alcancar uma maior sensibilidade analitica
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favorecendo assim as reacOes de cinética lenta, que necessitam de um
tempo maior de residéncia (FACCHIN, 1996).

Os analisadores automaticos robotizados tém por principal
caracteristica apresentar partes mecanicas controladas por computador,
como por exemplo, um braco mecanico para executar as operacoes
analiticas requeridas, minimizando assim os procedimentos executados
pelo analista. Sao sistemas que apresentam caracteristicas interessantes,
pois podem ser empregadas para a manipulacao de substancias perigosas
como explosivos e/ou radioativos. Todavia, sua mecanica complexa, seu
elevado custo de aquisicao e manutengao sao fatores que inviabilizam a
sua utilizagdo em muitos laboratérios de rotina (FACCHIN, 1996).

Os analisadores em fluxo, por sua vez, tém por caracteristica
principal o processamento da amostra e reagente em fluxo (continuo,
seccionado, comutado) até o sistema de deteccdo. Como empregam uma
instrumentagao relativamente simples, esses analisadores necessitam de
pouca intervencao do analista, baixo consumo de reagentes e amostra,
boa frequéncia analitica e precisao dos resultados, um menor custo por
andlise. Por esses motivos esses sistemas automaticos vém sendo
utilizados em laboratério para andlise de rotina em substituicdo aos
analisadores automaticos discretos ou robotizados e aos convencionais
métodos em batelada.

De maneira geral, estes sistemas em fluxo apresentam uma
configuragdao comum de componentes, como representado na Figura 1.1.

Os fluidos sdo geralmente impulsionados por uma bomba
peristaltica, embora varios outros mecanismos sejam destinados para este
fim, tais como as bombas pistao (Figura 1.1(a)). O volume adequado de
reagentes e amostras adicionados ao sistema é normalmente, feito por

valvulas solenoides, rotatérias, ou por injetor proporcional (Figura 1.2(b)).
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Figura 1.1 - Diagrama esquematico de um sistema de analise em fluxo simples.
(a) exemplos de sistemas para propulsao dos fluidos, (b) exemplos de sistemas
de injecdo, (c) exemplos de sistemas de mistura e (d) exemplos de
detectores.(Adaptada de McKelvie, 2008)

Para proporcionar a mistura, digestdes ou separacdes entre
amostras e reagentes, sao utilizadas bobinas de reacao, que podem ser
modificadas conforme seja o interesse do processo (Figura 1.2(c)). O
sistema de deteccao pode ser realizado das mais diversas maneiras
conforme a necessidade do método desenvolvido (Figura 1.2(d)).

Os principais analisadores automaticos em fluxo compreendem os
analisadores em fluxo segmentado (Segmented Flow Analysis, SFA);

analisadores por injecao em fluxo (Flow Injection Analysis, FIA);
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analisadores em fluxo monosegmentado (Monosegmented Flow Analysis,
MSFA); analisadores por injecao sequencial (do inglés: Sequential
Injection Analyser, SIA) e analisadores em fluxo multicomutado

(multicommutation in flow analysis, MFA).

1.4 - Analisadores flow-batch

Os analisadores em fluxo-batelada (flow-batch analysis, FBA) foram
desenvolvidos inicialmente por Honorato et al. (1999). Esse sistema
automatico foi concebido com o propdsito de realizar titulacdes
empregando o método de Fibonacci para detectar o ponto final desse
processo. Nesse trabalho, a acidez de vinhos brancos foi estudada por
titulagdo com NaOH, utilizando o purpura de metacresol como indicador
do final da reacao de titulagao.

Estes sistemas sao caracterizados como um hibrido dos sistemas
automaticos em fluxo e os em batelada, incorporando as caracteristicas
favoraveis dos dois analisadores. O transporte dos reagentes e da(s)
amostra(s) e monitoramento do sinal analitico, este ultimo pode ser feito
na cadmara de mistura, ocorrem de forma similar aos analisadores
automaticos em fluxo, comentados anteriormente. J& o processamento da
amostra é realizado em uma camara de mistura antes de ser submetida a
detecgdo. Por aliar as caracteristicas intrinsecas dos analisadores em fluxo
(alta velocidade analitica, baixo consumo de amostra e reagentes, baixo
custo de montagem e facilidade de automatizacao) e dos analisadores em
batelada (flexibilidade, robustez e versatilidade) fornece ao analisador
flow-batch, figuras de mérito analitico, tais como: altas precisdo e
velocidade analitica, baixo custo por andlise, baixo consumo, manipulacao
e contaminacao de reagentes e amostras e geracdo de pouco residuo para
0 meio ambiente.

Os analisadores fluxo-batelada apresentam as seguintes
caracteristicas (Diniz et al. 2012):

e Possuem uma cadmara de mistura, principal componente, que se

constitui de uma pequena peca cilindrica, geralmente de
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politetrafluoretileno (PTFE) ou acrilico, com volume interno
variavel de 0,5 a 2,0 mL. Nessa camara, ocorrem geralmente a
maior parte dos procedimentos analiticos, como adigao,
homogeneizagao, preparo de solucdes de calibracao, deteccao do
analito, dentre outros e sua mistura torna-se mais rapida e
homogénea pela utilizacdo de um agitador magnético;

e Podem usar valvulas solenoides de trés vias para direcionar e
adicionar os fluidos;

e A propulsdo dos fluidos pode ser realizada através de uma
bomba peristaltica;

e O controle do sistema de propulsdo e adicdo dos fluidos é
realizado por meio de um moddulo de controle, geralmente
labmade;

. O sistema de deteccdo pode ser ou nao acoplado a camara de
mistura, conforme a necessidade ou configuragao do sistema
requerido;

e Todo o sistema automatico geralmente é administrado via
computador por meio de um software de controle, geralmente
desenvolvido em ambiente gréfico LabView®;

e A analise é processada em batelada, assim, as medidas podem
ser realizadas com grande sensibilidade, permitindo que atinjam
os equilibrios quimicos e fisicos inerentes ao processo analitico;

e A medida do sinal analitico pode ser feita em fluxo ou em fluxo
interrompido (stopped flow), podendo ser feita diariamente na
camara aberta;

e Oferecem grande versatilidade e flexibilidade para automatizacao

de métodos classicos de analise.

Uma representacao esquematica de um sistema de analise flow-
batch (FBA) pode ser observada na Figura 1.2, com todos os componentes
estruturais comumente utilizados para varias operagdes unitarias no

processo de analise.

Eduardo Antonio de Lima 8



Capitulo 1 - Introdugéo

FIGURA 1.2. Esquema simplificado com os componentes principais de um
sistema FBA. (a) camara de mistura; (b) agitador magnético; (c) valvulas
solenoides de trés vias; (d) bomba peristéltica; (e) acionador de valvulas; (f)
detector; (g) computador.

1.5 - Miniaturizacao de sistemas automaticos

A quimica analitica moderna vem apresentando uma tendéncia
interessante dos sistemas automaticos de andlise, a miniaturizacao.
Fatores importantes como elevada frequéncia analitica (numero de
amostras processadas por tempo), a reducao no consumo de reagentes e
amostras e a minima geracao de residuos, além da portabilidade sdo
aspectos relevantes destes dispositivos que buscam atender as exigéncias
da Quimica Verde (ARMENTA et al., 2008). Nesse sentido, o conceito de
microssistemas de analise total (Miniaturized total chemical analysis
system, UTAS) foi proposto no inicio dos anos 90 por Manz et al. (1990) ,
onde um pequeno “chip” contendo estruturas micrométricas seria capaz
de realizar todas as operagbes necessarias a um determinado
procedimento analitico, desde o preparo da amostra até a deteccao do
analito. Para isto, tais dispositivos deveriam apresentar, de forma
integrada, bombas, valvulas, reatores, unidades de separacao e
detectores que permitiriam uma automacao eficiente de todo o processo

analitico.
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Os avangos na area da  microeletrbnica  contribuiram
significativamente para a microfabricacdao de microdispositivos analiticos.
Materiais como quartzo, vidro e silicio sao utilizados normalmente para a
fabricacao desses circuitos integrados (CI), como a corrosao por via Umida
ou por via seca (MADOU, 1997), onde regides especificas do substrato sao
atacadas por um banho quimico ou por acdao de um plasma,
respectivamente. E por fim, a selagem é efetuada juntando-se a placa que
contém os canais com outra placa de substrato aplicando-se altas
temperatura e pressdoes (SILVA, 2012). Estes processos resultam em
canais bem definidos sobre materiais inertes a ataques quimicos.
Entretanto, o acesso a estas tecnologias exige condigOes especiais de
trabalho como sala com alto controle de limpeza e reagentes em altas
concentracdes, além do uso de equipamentos de alto custo, tornando
esses processos restritos aos grandes centros e/ou laboratérios de
pesquisa com maior concentracao de recursos financeiros disponiveis.

Em contrapartida, diversas estratégias de microfabricacdao que
utilizam polimeros relativamente baratos como substrato tém sido
bastante exploradas recentemente (FONSECA, 2008; WHITESIDES,
2006). O uso destes materiais apresenta vantagens do ponto de vista da
resisténcia quimica e mecanica, bem como da relativa facilidade no
desenvolvimento de dispositivos microfluidicos a custos reduzidos.

De maneira geral, as técnicas alternativas de microfabricacao
utilizam polimeros elastomeros como o PDMS (polidimetilsiloxisano), PVC
(policloreto de vinila) e PE (poliestireno), pois sao materiais mais baratos,
resistentes a ataques quimicos e ndo necessitam de grandes aparatos
tecnoldgicos para serem trabalhados. Dessa forma, os trabalhos com tais
polimeros, devido as suas propriedades particulares em relacdo aos
substratos tradicionalmente (vidro, quartzo, silicio), permitem pesquisas
cada vez mais inovadoras em instrumentagdo analitica (WHITESIDES,
2006).
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1.5.1 - Microfabricagao em uretana-acrilato

Fernandes e Ferreira (2006) demonstraram que uma resina foto-
polimerizavel composta por poliuretana-acrilato, bastante empregada para
a confeccao de carimbos, poderia ser utilizada no desenvolvimento de
microestruturas fluidicas a partir de um processo simples e de baixo custo
(tal qual a producdo de carimbos). Essa técnica permite construir canais
de até 0,25 mm de diametro com boa resolugao, além de uma resisténcia
fisica e quimica adequada a determinacoes analiticas (FONSECA, 2008;
MONTE FILHO, 2010). Varios produtos comerciais estdo disponiveis como
oligdmeros, que € um numero finito de unidades de mondmeros, sensiveis
ao UV. A Figura 1.3 apresenta a formula estrutural provavel de um desses

produtos segundo a empresa belga Cytec®.
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Figura 1.3 - férmula estrutural de um oligdmero uretana-acrilato.

As propriedades dessa resina sao bastante complexas e sua
estrutura microscopica ainda é estudada. Essas propriedades seriam em
parte explicadas por aglomeracdes de poliacrilato dispersas sobre um mar
de cadeias de poliuretano fixadas por ligagdes cruzadas, conferindo-lhe
assim resisténcia a tracdo e certa elasticidade. O uretano-acrilato é
classificado como material termorrigido, pois ndao amolece com o
aquecimento, e caso o aquecimento continue pode vir a se decompor, fato
este que indica a intensidade das ligacdes cruzadas de sua cadeia

carbbnica. Os mesmos autores demonstraram também que este substrato
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€ inerte a diversos solventes organicos e a solugdes concentradas de
acidos e bases, o que o torna essa resina é atrativa para muitas
aplicacdes em Quimica.

A Figura 1.4 lustra as etapas basicas do processo de

microfabricacdao em uretana-acrilato.

a () (b) ()
i (O > LT
4

(f) (e) (d)

L g™ LT

|\

(g) (h)

J

Figura 1.4 - Esquema geral simplificado para microfabricacdo em uretana-
acrilato. (a) montagem do molde, (b) molde, (c) deposicao da resina, (d) fixagao
da resina, (e) polimerizacao, (f) sistema polimerizado, (g) selagem e (h)
microssistema selado.

A Figura 1.4 (a) e (b) ilustram a montagem do molde onde a resina
sera depositada, o diametro do sistema sera indicado pela espessura da
moldura de borracha empregada, uma fina placa de acrilico a qual forma a
base do molde e ndo interage com a radiacao ultravioleta, que é utilizada
para polimerizar a resina (FONSECA, 2007).

O layout (mascara) do microssistema pode ser feito em programas

computacionais como Corel Draw ou AutoCad, o qual posteriormente é

Eduardo Antonio de Lima 12



Capitulo 1 - Introdugéo

impresso em um filme de poliéster (transparéncia de retroprojetor) em
uma impressora a laser de preferéncia de melhor resolucao possivel, esta
gue é dada em dpi (do inglés dots per inch, que significa pontos por
polegadas).

Posteriormente, coloca-se a resina cuidadosamente sobre o molde
de forma a preenché-lo evitando a formacao de bolhas de ar, mostrado na
Figura 1.4 (c). Uma segunda placa de acrilico é fixada sobre o molde
contendo a resina a fim de garantir a uniformidade da mesma, mostrado
na Figura 1.4 (d). Logo em seguida, este molde é levado para uma
expositora fotolitografica ultravioleta, em geral a mesma fotoexpositora
comercial empregada para a fabricacdo de carimbos, na qual o
microssistema é polimerizado Figura 1.4 (e). A intensidade da radiacdo, a
area e espessura do molde, sdo fatores que definem o tempo para a
polimerizagdo, quanto menor a piscina mais eficiente e mais rapida sera a
polimerizagao (MONTE FILHO, 2010).

A incidéncia da radiacao ultravioleta cura o uretana-acrilato que esta
exposto, polimerizando-o, o toner do /ayout impede que 0 mesmo
aconteca com a parte que esta coberta (parte escura), fabricando-se
assim os canais do microdispositivo (FONSECA, 2008).

Para conhecer os melhores tempos de exposicao da resina a
radiacao ultravioleta, um estudo deste periodo de exposicao se faz
necessario a fim de aperfeicoar o processo. Para evitar o rompimento
dos canais, Figura 1.4 (f), o microssistema polimerizado deve ser
cuidadosamente removido do molde. As partes que nao sao polimerizadas
sao removidas com auxilio de um banho de ultrassom com solucdo
detergente (10% v/v). Para selar o sistema, a etapa mais critica de todo o
processo, geralmente, utiliza-se o mesmo substrato, todavia nada impede
que outros materiais sejam utilizados nessa etapa (FONSECA, 2008).

Para minimizar os riscos de uma selagem ineficiente, ou seja,
adequadamente resistente, deve-se empiricamente observar os melhores
tempos para a polimerizagao. Para isso, a polimerizagao tanto da camada

do fotolito quanto da camada selante deve ser parcial, pois dessa maneira
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sera possivel um contato mais efetivo entre ambas as camadas no
momento da selagem. Um sistema adequado deve ser transparente, bem
selado, sem bolhas de ar entre ou nos canais e pouco pegajoso, como

representado na Figura 1.4 (h).

1.5.2 - Micro-flow-batch

O analisador micro-flow-batch (UuFBA) € um novo sistema de analise
miniaturizado, recentemente desenvolvido no grupo de pesquisa do LAQA
(O Laboratério de Automacdo e Instrumentacdo em Quimica Analitica e
Quimiometria), por Monte-Filho (2010) que permitiu aperfeicoar as
caracteristicas do flow-batch convencional ja estabelecido na literatura. O
HMFBA compreende um sistema automatico de analise, o qual possui como
principal componente uma microcamara de mistura, com o volume total
de alguns microlitros. A microcamara funciona como um pequeno
reservatorio onde as solucdes reagentes e amostra sdo adicionadas,
misturadas e o produto resultante detectado. Os fluidos podem ser
impulsionados por bomba peristdltica e comutados por mini-valvulas
solenoides, ou mais adequadamente, por micro-bombas solenoides que
executam essas duas fungoes. A deteccdo, acoplada a microcamara, pode
ser realizada por qualquer técnica analitica desde que seja adequada ao
analito requerido, a exemplo da espectrofotometria, fluorescéncia,
potenciometria e voltametria.

Tal sistema permite analises com elevada velocidade analitica bem
como um consumo muito baixo de amostras e reagentes. Por nao se
tratar de um sistema com deteccao em fluxo, o PFBA nao apresenta
formagdao de gradientes de concentragcao, bem como dispensa fluido
carregador e bombinas reacionais para gerar os produtos. Todo o
processo de anadlise é feito a um volume fixo, o que agrega melhor
robustez e versatilidade a microcdmara sendo esta capaz de ser utilizada
em diversas anadlises sem alteracdes estruturais (LIMA, 2010).

Os PFBA sao desenvolvidos pelo processo de microfabricacao por

impressao direta utilizando a fotolitografia no ultravioleta, empregando
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como substrato a resina comercial uretana-acrilato, a qual apresenta boa
resisténcia fisico-quimica e mecanica (FERNANDES; FERREIRA, 2006). Tal
processo permite prototipagem de microssistemas flow-batch de maneira
rapida, robusta e com um minimo custo de implementacdao, excelente
para estudos de pesquisa académica.

O WUFBA foi aplicado para a determinacdo de Fe(II) em suplementos
a base de ferro (solugdes orais), utilizando o método da 1,10-fenantrolina,
e foi possivel reduzir em 30 vezes o consumo de reagentes. Esse
microssistema apresentou resultados estatisticamente aceitaveis quando
comparado com os do flow-batch convencional e os do método de
referéncia. Aproximandamente 120 amostras poderam ser analisadas por
hora (MONTE-FILHO, 2010).

Lima (2010) utilizou esse microssistema para a determinar a
quantidade de taninos totais no cha verde e preto utilizando o método
fotométrico (tartarato ferroso) e turbidimétrico (cobre (II) em meio
tamponado). Resultados precisos e exatos foram observados, além de
uma alta velocidade analitica para ambos os métodos &pticos, sendo
capaz de executar até 300 analises por hora, no método fotométrico e 200
analises por hora pelo método turbidimétrico. Cada anadlise efetuada gerou
residuo cujos volumes foram inferiores a 70 pL.

O PFBA também foi empregado para a determinacao do fésforo no
biodiesel, utilizando o método do azul de molibdénio. As medidas de
absorvancia foram feitas a 850 nm utilizando um LED infravermelho
integrado a micro-camara de mistura. Apresentou frequéncia analitica de
cerca de 190 amostras por hora e baixo consumo de reagente por analise
(32 pL) (LIMA et al. 2012 a).

O microssistema foi aplicado também na determinacao de iodato
em sal de cozinha, utilizando N,N-dietil-p-fenilenodiamina (DPD) como
reagente cromogénico. O sistema apresentou uma deteccdo fotométrica
onde as medidas de absorbancia foram feitas em 520nm utilizando um
LED verde integrado a micro-camara. 170 amostras poderam ser
analizadas por hora (LIMA et al. 2012 b).
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1.7 - Nitrato e nitrito em laticinios

Nitratos (NO3") e nitritos (NOy) sdo ions que naturalmente estdo
presentes no solo, em decorréncia do uso de fertilizantes na agricultura,
na agua e nos vegetais e, portanto, estao distribuidos em alimentos de
origem vegetal e animal. S3ao também, utilizados como aditivos
intencionais de alimentos, nas formas de seus sais de potassio e/ou sddio,
para conservar produtos carneos e queijos, inibindo o desenvolvimento de
alguns microorganismos, como a bacteria Clostridium botulinum,
produtora da toxina botulinica (BAIRD, 2002; TOVAR et al., 2002).

No organismo humano, o nitrato pode ser convertido a nitrito no
trato gastrintestinal pela acao de bactérias redutoras. O ion nitrito pode
reagir, em pH otimo encontrado no estbmago, com aminas secundarias
e/ou terciarias originando as nitrosaminas, que sdo compostos
carcinogénicos. Esta reducao pode ocorrer também no préprio alimento,
dependendo das condicdoes de conservacao em que esse se encontre
(DUARTE; MIDIO, 1996; LEVALLOIS; PHANEUF, 1994).

No leite “in natura”, os teores de nitrato e nitrito podem variar de
acordo com o local de origem da amostra e pela estacdao do ano
(ZBIKOWSKI et al., 2000). A presenca de nitrosaminas em laticinios deve-
se a adicao de nitratos e/ou nitritos durante o processo de fabricacao dos
produtos, principalmente de queijos, a fim de evitar o chamado
estufamento tardio, causado, na sua grande maioria, pelo Clostridium
tyrobutiricum (DUTRA et al., 2007).

No processo de producao do queijo tem-se a formacao de soro
lacteo amplamente utilizado como ingrediente na producdao de alimentos
industrializados, como bebidas lacteas e de leite em pd, entre outros.
Segundo o Ministério da Saude (1988) nitrato de potassio ou de sddio
podem ser adicionados na fabricagao de queijos (exceto em queijos
frescais) num nivel de 0,02 % sobre o peso do leite, com limite maximo
de 5 mg 100g* no produto final. Segundo estudos efetuados pela
Organizacdo Mundial de Saude na avaliacdo dos efeitos causados pelo
nitrito e pelo nitrato, estabeleceu que a dose didria aceitavel esta entre 0
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e 3,7 mg Kg'! de peso corporal por dia de NO3 e, 0 a 0,06 mg Kg* de
peso corporal por dia de NO>" (WHO, 2010).

1.7.1 - Determinacao de nitrato e nitrito

Grande parte dos procedimentos para a determinacao do nitrato
geralmente envolve a deteccao de nitrito (MOORCROFT et al., 2001). As
técnicas que utilizam o nitrito como suporte para a determinacdo de
nitrato sdao quimiluminescéncia (AOKI et al., 1997), eletroforese capilar
(ALONSO; PREGO, 2000), espectrofotometria UV/Vis (PASQUALI et al.,
2010), eletrocapilar de zona (ASOPURU et al., 1999), absorcao atomica
(NOROOZIFAR et al., 2007) e fluorimetria (LEE; FIELD, 1984).

A determinacao indireta do nitrato apresenta vantagens, tais como:
maior sensibilidade, precisao e seletividade, ou seja, sofre menor
interferéncia de outros ions, como cloreto (SANTOS, 2007).

A determinagao de nitrato e nitrito em leite, carnes e demais
alimentos, segue o método oficial estabelecido pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 1999). A
metodologia consiste na redugao do nitrato a nitrito em meio alcalino pela
passagem do extrato em coluna contendo cadmio metdlico na forma
esponjosa, com posterior quantificagdo do nitrogénio na forma de nitrito
(NO3") por espectrofotometria.

O método oficial para determinacao do nitrito e nitrato envolve os
procedimentos espectrofotométricos baseados na reacao de Griess, na
qual o nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido. O diazo composto
formado reage com o cloridrato de N-(1-naftil)-di-hidrocloreto de
etilenodiamina (NED), gerando um composto de coloracdao vermelha,
Figura 1.5. A absorcao maxima para o produto colorido é de 540 nm
(SANTOS, 2007). Para analise do nitrato presente na amostra, este é
reduzido a nitrito em coluna de cadmio esponjoso, apresentando uma taxa
de reducao de (aproximadamente) 99%. Sendo este um procedimento de
determinacao sequencial em duas aliquotas da mesma amostra, em que

primeiramente se determina o nitrito originalmente presente na amostra.
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Em seguida reduz-se o nitrato originalmente presente na amostra e
determina-o na forma de nitrito. Por diferenca entre a primeira e a
segunda determinacao obtém-se a concentracdo de nitrato presente na

amostra.

|13N()334©>— NH, N A ]H\'Q,SA@ N,

Sulfanilamida
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Diazo composto  Amax = 540 nm

Figura 1.5 - Mecanismo da reacao usada no método de Griess.

Diversos fatores como concentracao de amostras e reagentes,
temperatura e pH do meio, por exemplo, podem influenciar diretamente
na porcentagem da conversao nessa reducao. Segundo Fanning (2000) a
reducao pode ser feita por agentes quimicos como metais ativos em
solugbes basicas, amonia, borohidreto, hidrazina e cobre(II) como
catalisador, ferro(II) e por fontes energéticas como em processos
eletroquimicos, fotoquimicos (radiacdo ultravioleta) e fontes térmicas.

Por apresentar melhor eficiéncia, os redutores quimicos de cadmio
em varias apresentacgdes (p0d, esponja, fio e colunas ativadas) e cloreto de
vanadio (VCls ou VCI3/VCl,) sdao mais empregados. O processo de reducao
empregando cadmio pode ser realizado em condicbes acidas (acido
cloridrico ou fosférico) e condicdes alcalinas (tampdo de cloreto de

amonio, em pH maiores que 8,0). Colunas de cadmio recobertas por cobre
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(Cd/Cu) também tém mostrado bons resultados de conversao (LIMA et
al., 2006; GAPPER, et al., 2004; KAZEMZADEH; ENSAFI, 2001).

1.8 - Espectrofotometria UV-Vis

A espectrofotometria de absorcao molecular ultravioleta-visivel
(UV-Vis) é fundamentada na absorcdo da radiacao eletromagnética por
grupos cromoforos de espécies moleculares, sendo uma poderosa
ferramenta analitica para determinacdo e quantificacdo de espécies
inorganicas e organicas (PATNAIK, 2004). A precisao e a exatidao
adequadas e o custo significativamente menor que o de outras técnicas
sao alguns fatores que contribuem para o seu sucesso, principalmente em
analises de rotina (FONSECA, 2004).

A técnica utiliza a faixa de radiacdo eletromagnética de
comprimentos de onda (A) de aproximadamente 190 a 780 nm. Os
espectrofotometros e os fotdmetros sao instrumentos opticos utilizados
em grande escala em todo o mundo para medidas quantitativas nessa
regiao espectral (HOLLER et al., 2009).

A molécula do composto pode sofrer transicdes eletronicas quando
estimulada com intervalo de radiacdo especifica por ocasidao da absorcao
de energia quantizada, ocasionando uma resposta instrumental referente
ao processo. Tal resposta pode ser representada como medidas de
transmitancia (T) ou de absorbancia (A) em solugdes contidas em células
(cubetas) transparentes com um determinado caminho 6tico b, conforme
representado na Figura 1.6, onde P, representa o feixe de radiacao
incidente sobre a amostra e P o feixe de radiagao emergente.

A concentracdao de uma espécie em estudo numa amostra, ou seja,
o analito, que absorve radiacao estd relacionado linearmente com a

absorbancia A, como demonstra a lei de Lambert-Beer, Equacdo 1.1. Onde
€ representa a absortividade molar que corresponde a um parametro que

€ caracteristico da espécie absorvente em um determinado meio a um

determinado comprimento de onda.
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Figura 1.6 - Representacdo esquematica de um feixe de radiacao P, sendo
atenuado apds interagir com a amostra resultando na radiacdo emergente P.

P,
A=—10gT=!agFE= tbe (1.1)

A detecgdo espectrofotométrica € um método bastante consolidado
na literatura cientifica, em laboratérios nas analises de rotina e industrias
por mundo, sendo fortemente aplicado nas detecgbes por analise em
fluxo. Entretanto, com o crescente desenvolvimento de novos fotdmetros,
uma variedade de possibilidades se abre para os métodos de deteccao
mais simples, econdmicos e analiticamente satisfatérios. Tal forma de
deteccao permite a construgdo de instrumentos mais compactos e
versateis sendo mais adequados para analises em sistemas em fluxo e
miniaturizacdo analitica (FRENZEL et al., 2008).

1.8.1 - Fotometria

Diversas determinacgdes realizadas em laboratério clinico, industrias
e centros de pesquisas sao baseadas em medicdes de energia radiante
transmitida, absorvida, dispersa ou refletida mediante condicoes
controladas. O termo fotometria esta associado diretamente a medidas
realizadas em instrumentos épticos simples para analises quantitativas em
regides discretas do espectro ultravioleta-visivel e infravermelho préximo,
denominados fotOmetros. A absorcao molecular dessas medidas abrange

uma faixa espectral entre 190 a 1000 nm aproximadamente. Medidas
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realizadas por fotometros, quando se utiliza filtro de interferéncia,
envolvem geralmente uma estreita faixa de comprimentos de onda
especifica (FRENZEL et al., 2008). Agueles instrumentos que utilizam toda
a faixa do espectro eletromagnético sao denominados de
espectrofotobmetros.

Basicamente, um fotbmetro é constituido normalmente por uma
fonte estavel de energia radiante, um filtro de absorcdo de interferéncia,
um recipiente de amostra, um detector de radiagcao e um processador de
sinal. Devido a simplicidade relativa dessa instrumentacao, € um dos
métodos normalmente empregado em analise de solugbes aquosas em
diversos laboratérios (HOLLER et al., 2009; UGUCIONE; CARDOSO, 2007).

Como fonte estavel de energia radiante, uso de diodos emissores de
luz (LEDs, do inglés light-emitting diode) tém se mostrado uma excelente
alternativa ao uso de lampadas de tungsténio, filtros e lentes Opticas.
Apresentam baixo consumo de energia e custo de aquisicao, boa
estabilidade e elevada vida util (UGUCIONE et al., 2007). Os LEDs nao
requerem o uso de circuitos eletronicos sofisticados para o seu controle,
podendo trabalhar de modo pulsado ou continuo. Sao utilizados como
fonte de radiagdo semi-monocromatica ou unido a filtros de interferéncia
para se obter uma faixa de radiagao mais estreita (DASGUPTA, et al.,
2003; HOLLER, et al., 2009). Eles produzem um estreito espectro
continuo em uma faixa de comprimento de onda, normalmente com
largura de cerca de 20 a 100nm, conforme representado na Figura 1.7.

Varios sistemas que utilizam LEDs na parte Optica vém sendo
relatados na literatura cientifica desde meados da década de 1970, devido
as caracteristicas de facil operacdao dos LEDs serem combinados com
detectores de luz de forma simples e econbmica na confeccdo de
instrumentos fotométricos ou espectrofotométricos. Por ndo ser o objetivo
deste trabalho em aprofundar-se no funcionamento dos LEDs, o leitor
interessado pode consultar livros de instrumentacao analitica (HOLLER, et

al., 2009) e de eletronica (FLOYD, 1996) para maiores esclarecimentos.
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350 400 450 500 550 600 650 700
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Figura 1.7 - Representacao tipica dos espectros de emissao de LEDs comerciais.

Diferentes configuracdes de sistemas de analise por injecao em fluxo
(FIA) utilizam deteccdo fotométrica baseadas em LEDs. Estes sistemas
foram propostos para aplicagdo em processos de separagao, pré-
concentracao e deteccao fotométrica para a determinacao de uma grande
variedade de compostos em matrizes de amostras diferentes conforme

pode ser encontrado em maiores detalhes em FRENZEL (2008).
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2.1 - Reagentes, amostras e solugoes

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

e armazenadas em frascos ambar, sendo mantidas sob refrigeragao.

2.1.1 - Preparacao de solugoes

Utilizaram-se duas solucdes estoque de nitrato e nitrito cada uma
com concentracdo de 100,0 mg L™?, preparadas a partir nitrato de sédio
(Synth) e do nitrito de potassio (Synth), respectivamente.

Para o método de referéncia (método classico), as solugdes padrao
de concentragbes entre 0,10 mg L™ a 1,00 mg L de nitrato e nitrito,
foram obtidas a partir de diluicdes adequadas da solucao estoque. Para o
método fotométrico proposto no presente trabalho, as solugdes padrao
foram preparadas dentro da cdmara de mistura, a partir de uma solugao
de trabalho de 10,00 mg L de nitrito por diluicdo apropriada da solugdo
estoque.

O reagente cromogénico consistiu-se de uma solugdao de 40 g de
sulfanilamida (Sigma), 1 g de N-(1l-naftil)-di-hidrocloreto de
etilenodiamina (NED) (Sigma) e 67 mL de HCI concentrado (37% v/v)
devidamente aferida com agua recém deionizada a 1000 mL.

Uma solugcao tampao amoniacal/EDTA com pH 9,4-9,6 foi utilizada
na preparacao de todas as solugdes-padrao e das amostras. Preparou-se
essa solucao pois melhores reducdes ocorrem em pH basico, onde a
solucao alcalina estabiliza o nitrito formado, sendo esta faixa escolhida
(Ganhdo, 2010). O acido etilenodiaminatetracético (EDTA) desempenha a
funcdo de agente quelante, ligando-se ao ion cddmio formando um
complexo estavel. Na auséncia de EDTA seria precipitado o hidréxido de

cadmio no interior da coluna, impedindo o fluxo da amostra. Esta solugao
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€ obtida dissolvendo-se 0,4 g de EDTA (titriplex III) e 70 g de cloreto de
amonio (Sigma), completou-se o volume para 1000 mL com 4&gua
deionizada ajustando o pH com NH4OH.

Uma solucdo de tetraborato de sddio (bdérax) (Sigma) foi preparada
com concentragdo de 0,130 mol L* e um volume de 100 mL para
precipitacao das proteinas (AOAC, 1997) das amostras de laticinios.

Preparou-se duas solugdes para clarificagao do extrato das amostras
de laticinios, a solucao de Carrez I e II. A primeira foi preparada com
concentracdo de 0,270 mol.L™! de ferrocianeto de potassio (K4[Fe(CN)s])
(Sigma) e a segunda com 1,00 mol.L™! de acetato de zinco [(CH3COO);
Zn.2H,0] (Sigma) (AOAC, 1997).

2.1.2 - Preparacao das amostras

Foram utilizadas 17 amostras de laticinios, sendo de 3 amostras de
leite em p6 desnatado, 3 de leite em pé integral, 3 de leite “in natura”, 3
de coalhada e 5 de queijo coalho. Estas amostras foram adquiridas em
supermercados da cidade de Joao Pessoa-PB.

A\

Para as amostras de leite em pd desnatado e integral, leite “in
natura” e coalhada foram pesadas 10g de cada uma e dissolvidas em 50
mL de agua deionizada quente (50°C) em recipientes separados, seguido
de adicdo de 5 mL de solugao de bdérax a 5% (m/v).

As amostras de queijo foram trituradas individualmente de forma
homogénea em um triturador convencional. Posteriormente pesou-se 10g
de cada amostra e seguiu-se o mesmo procedimento empregado nas
amostras de leite e coalhada.

Na sequéncia, cada mistura foi deixada em banho-maria por 15
minutos sob agitacdo. Apds serem resfriadas a temperatura ambiente,
adicionou-se 5,0 mL de solugdo KsFe(CN)s 0,270 mol.L'}, e 5,0 mL de
ZnS0O4 1,00 mol L, entdo as amostras foram submetidas ao agitador
durante 5 min. Em seguida, foram transferidas cada uma para baldao de
100 mL permanecendo em repouso por 30 minutos. Apds esse tempo,

completou-se o volume de cada amostra com agua deionizada, seguido de
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15 minutos de agitacdao. Apos a precipitacdo de um sdélido alaranjado foi
feito uma filtracao, em papel filtro qualitativo, de cada amostra. O filtrado
foi utilizado nas determinacbes de nitrato e nitrito no YFBA e no
procedimento de referéncia (AOAC, 1997).

2.1.3 - Preparag¢ao da microcoluna

O cadmio esponjoso para a microcoluna foi preparado segundo
Davison e Woof (1978). Barras de zinco metalico com dimensdes de 100
mm de comprimento, 0,3 mm de espessura e 2,5 mm largura foram
utilizadas para precipitacdao do cadmio esponjoso. Elas foram mergulhadas
em 500 mL de solugdo de CdSO4 a 0,25 mol L™, por aproximadamente 15
minutos. A medida que o cddmio esponjoso se depositava nas barras, era
removido com auxilio de uma espatula e transferido para um béquer
contendo agua. Com o auxilio da espatula, o material foi homogeneizado
ao fazé-lo passar por peneira granulométrica 60 mesh, com o cuidado de
manté-lo sempre imerso em agua, pois ele é facilmente oxidado quando
exposto ao ar. O cadmio esponjoso formado foi colocado para decantar e
a agua sobrenadante foi removida. Ele foi, entdo, sobrenadado por HCl 2
mol L' e deixado em repouso por 2 minutos. Decorrido este periodo, o
sobrenadante acido foi removido e o metal foi lavado com agua destilada
até pH neutro. Apds lavagem, o cadmio foi sobrenadado com acido
cloridrico 0,1 mol L e, apds repouso de 15 minutos, o sobrenadante foi
removido e o cadmio foi novamente lavado com agua destilada até pH
neutro (AOAC, 1997). O cadmio esponjoso formado foi armazenado em
recipiente escuro imerso em solucao tampao amoniacal (pH 9,4-9,6)
diluida 1:9.

A microcoluna de reducao foi confeccionada em tubo de vidro (70
mm de comprimento x 2 mm de diametro interno). Em uma extremidade
colocou-se |a de vidro devidamente conectada a um tubo de teflon para
passagem dos fluidos, e preencheu o tubo de vidro com o cadmio
esponjoso, tomando cuidado para deixa-lo sempre imerso na solugao

tampdo amoniacal e nao compactar (LAPA et al., 2000). A outra
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extremidade foi fechada com 138 de vidro. A microcoluna de cadmio

esponjoso € mostrada na Figura 2.1.

Figura 2.1 - Microcoluna de cddmio esponjoso

Antes de utilizar a microcoluna no microssistema proposto, foi
realizada uma avaliacdo de sua eficiéncia de reducdo. Para isso,
prepararam-se duas solu¢des de mesma concentragdo, 0,05 mol L?, de
nitrato e nitrito. Misturou-se 40 pL da solugdo de nitrito a 40 pL do
reagente cromogénico e registrou-se a intensidade da absorbancia. Em
seguida, passou-se 40 pL da solugao de nitrato pela microcoluna de
cadmio, aguardou-se 29 segundos, e seguiu-se o procedimento do
determinacao do nitrito. Com base na diferenca entre as intensidades de
absorbancia (entre cinco replicatas), foi avaliada a eficiéncia de
capacidade redutora da microcoluna. Esta apresentou capacidade redutora

sempre acima de 99% de eficiéncia.

2.2 - Miniaturiza¢ao da camara do Flow-Batch (uFBA)

A confeccdo da micro-camara baseou-se através do método de
impressao direta utilizando tonner de impressora laser em um substrato
de uretana-acrilato. O substrato polimérico, resina uretana-acrilato, foi
adquirido comercialmente da Indlstria de Carimbos Medeiros Ltda
(MacDermid, flex-light trademark MO050). A foto-expositora empregada
para a fotolitografia no ultravioleta, também foi adquirida pela Carimbos
Medeiros, modelo fotolight MD2 A4. As lampadas negras utilizadas para
polimerizagao foram as da marca SCT, modelo T8 BLB de 15 Watts.

O programa CorelDRAW® X5 foi utilizado para desenvolvimento da
mascara do /ayout dos canais da microcamara. A impressdo dos layouts
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requeridos foram feitas empregando uma impressora HP LaserJet P2014
onde os canais foram impressos em filmes de poliéster (transparéncia
para impressora a laser). Apds a polimerizacao do sistema, através da
fotoexpositora, a remocao da resina nao-polimerizada, a qual forma os
canais, foi realizada utilizando um banho de ultra-som, Unique USC 800A.

A Figura 2.2 representa o esquema simplificado do processo
experimental realizado na confeccao do UFBA proposto. No molde para
deposicao da resina foram utilizados duas transparéncias com o /ayout do
sistema proposto impresso (Figura 2.2(a) e (b)). Os tempos de
polimerizagdo utilizados foram otimizados para a lampada negra utilizada
(SCT), sendo de 150 segundos o melhor tempo para polimerizagcao da
parte superior de ambas as pecas e 350 segundos para a parte inferior
das mesmas (Figura 2.2(c) e (d)). O tempo de selagem utilizado foi de
900 segundos para ambos os lados, o que garante uma selagem
irreversivel e satisfatoria (Figura 2.2(e)) (FONSECA, 2007).

Tubos de teflon e de vidro foram fixados na micro-camara ja selada
mediante uma segunda etapa de exposicdo a radiacao ultravioleta-visivel.
Um pouco da resina citada deve ser adicionada na superficie de contato
dos materiais com auxilio de um pincel, para permitir a adesao irreversivel
dos tubos de teflon e de vidro ao microssistema. Nesse procedimento final
o tempo de selagem adequado é o mesmo utilizado na primeira selagem
de 900 segundos para os dois lados (Figura 2.2(f)).

O acoplamento desses pequenos tubos cilindricos de vidro fechados
em uma das extremidades permite uma significativa versatilidade para o
acoplamento de diferentes fontes de energia radiante e detectores
opticos. A primeira versdo dos micro Flow-batch apresentavam o sistema
de deteccao fixo, LED e fototransistor diretamente polimerizados na pecga,
0 gque nao viabilizava tal possibilidade de diferentes acoplamentos (LIMA,
2010).
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Figura 2.2 - Esquema da confeccao do pFBA. (a) montagem dos moldes, (b)
moldes das camadas, (c) polimerizacdo da resina nas camadas, (d) canais
gravados, (e) selagem do sistema e (f) sistema uFBA confeccionado.

A Figura 2.3 representa o sistema PFBA desenvolvido com tubos de
vidro de 2,0 mm de diametro interno acoplado na camara de mistura ou

reacional, bem como os tubos de teflon de 0,50 mm de didmetro interno.

Tubos de
vidro 2,0 mm (d.i)

Tubos de teflon
0,50 mm (d.i)

Figura 2.3 - Micro-camara do UFBA prototipada em uretana-acrilato.
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O microssistema flow-batch confeccionado apresenta as seguintes
dimensdes: 7,0 mm de altura camara reacional, com uma largura 5,0
mm, sendo este o comprimento do seu caminho éptico. Para a finalidade
das analises requeridas no presente trabalho tais dimensdes empregadas
foram consideradas satisfatérias. O volume interno maximo da camara
corresponde a aproximadamente 100 uL, sendo necessarios apenas cerca

de 50 pL para completar o volume do caminho éptico.

2.3 - Microssistema de analise

Para automatizar o sistema proposto utilizou-se cinco microbombas
solenoides, para propulsao e controle da adicao dos fluidos e uma valvula
solenoide de trés vias para permitir uma melhor precisao na tomada do
volume da micro-coluna e também facilitar a limpeza e ativacao.

O software de controle de equipamentos foi utilizado para executar
um programa adequado as necessidades de controle do microsssistema
automatico desenvolvido. Tal programa permite ao usudario administrar o
acionamento das valvulas e a agitacao apropriada dos fluidos por tempo,

além de adquirir e salvar o sinal analitico instrumental obtido na analise.

2.3.1 - Montagem do microssistema

O WFBA é composto por cinco microbombas solenoides, modelo
Takasago Fluidic System, model MLP-200TF, as quais tiveram seus
volumes especificadamente calibrados para cada pulso operacional. As
microbomas um a trés (uP;—pP3), foram ajustadas para operar com 20 uL
de volume por pulso. A quarta e a quinta microbomba (uPs e pPs) foram
ajustadas para operarem com 80 pL e 150 puL, respectivamente. E
também, uma valvula solenoide (VS) de trés vias, modelo Cole-Parmer,
model EW-01540-13, para permitir a limpeza “on line” da coluna assim
como, permitir a insercdo de um volume mais preciso na microcamara de
mistura.

Tubos de Teflon® com 0,5 mm de didmetro interno foram usados
para conduzir os fluidos. A agitacao no minissistema foi promovida com a
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inclusao de uma haste de nylon com uma das extremidades achatadas
(Figura 2.4 (c)), de 0,4 mm de diametro, acoplado a um motor de drive
de DVD, modelo MDN3GT3CPAC, 2000 rpm, 5 Vdc (Figura 2.4 (e)). Uma
caixa de montagem universal escura de tampa em U (10,0 x 8,0 x 4,0
cm) foi utilizada para acomodacdao do PFBA juntamente com alguns
componentes do sistema, para permitir a sua utilizacdo em analises
automaticas. O microssistema (Figura 2.4) apresenta uma fonte de
alimentacao de corrente alternada (tomada comum) para o LED e

fototransistor acoplado.

(d)

(b)

Figura 2.4 - Sistema PFBA construido para anadlise de laticinios. (a) micro-
camara de mistura, (b) LED verde, (c) agitador, (d) fototransistor e (e) Motor
Drive.

Para realizagao das analises quimicas, um LED verde (540 nm) foi
utilizado como fonte de radiacao (Figura 2.4 (b)) e um fototransistor como
detector (Figura 2.4 (d)), ambos acoplados na microcamara, sendo
portanto uma deteccao integrada ao microssistema. Tanto o LED e o
fototransistor possuem 5 mm de diametro e foram montados firmemente

no interior da microcamara (Figura 2.4 (a)).
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Tanto as microbombas solenoides (Figura 2.5 (e)), a valvula
solenoide (Figura 2.5 (a)) como o agitador alternativo sao acionados por
meio de um controlador de valvulas (Figura 2.5 (c)). O interfaciamento
deste componente com o microcomputador é realizado por meio de uma
interface USB da National Instruments®, modelo USB6009 (Figura 2.5
(b)). O software para controle dos equipamentos citados foi desenvolvido
em ambiente LabVIEW® 7.1.

A imagem apresentada na Figura 2.5 representa o sistema
automatico desenvolvido para a avaliacdo do desempenho do sistema
micro flow-batch pela determinacao da concentracao nitrato e nitrito em
amostras sintéticas desses ions. As medidas foram realizadas na caixa

escura, isentando o detector de interferéncia da radiacdo expuria do

ambiente.
(b)
(c)
(d)
(a) (e)

Figura 2.5 - Representacdao do sistema automatico micro flow-batch para a
andlise de nitratos e nitritos. (a) valvula solenoide, (b) interface USB, (c)
acionador de valvulas, (d) frascos das solucdes e (e) microbombas solenoides
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2.5 - O diagrama e procedimentos do uFBA
O diagrama do sistema automatico para determinacdo fotométrica

de nitrato e nitrito em amostras de laticinios € mostrado na Figura 2.6.

Entrada/saida
de ar

(e) — HP; (R)

(d)

up, (A)

-
N [ #
2z N i all
A &

=
<

}

Tubo de vidro WPs (D)
Microcoluna de Cadmio

Figura 2.6 - Diagrama do sistema automatico do uFBA. (a) microcamara, (b)
valvula solenoide de trés vias, (c) microcoluna de cadmio, (d) motor drive e (f)
fio de nylon. pP; a YPs sao as microbombas, onde (A) amostra, (R) reagente
cromogénico, (L) limpeza e (D) descarte.

O analisador foi operado conforme descrito na Tabela 2.1. As
microbombas solenoides foram acionadas a 5 Hz, e cada microbomba foi
ajustada para um determinado volume, conforme o fluido a ser
impulsionado. As microbombas um, dois e trés, quando acionadas
permitem a amostragem para determinacao de nitrito, determinagao de
nitrato e adicdao de reagente de cromogénico, respectivamente. Elas
foram calibradas para uma vazdo de 40 pL s'. A microbomba quatro é
acionada para etapa de limpeza, a qual adiciona agua a uma vazao de 80
uL st e a microbomba cinco é acionada para o descarte a uma vazdo de
150 pL s,
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Tabela 2.1 - Acionamento das microbombas para determinagao de nitrito e

nitrato®.
Etapa Descrigao MuP; uP, pP; pP, MPs Pulsos Tempo
(s)

1 Adigdo da amostra (ou solu¢do padrio) e 1/0 0 1/0 0 0 2 0,8
reagente de cor na microcamara b

2 Adigdo da amostra (ou solugdo padrdo) na 0 1/0 0 0 0 2 0,8
microcoluna de caddmio °

3 Homogeneizagao utilizando o motor drive na 0 0 0 0 0 0 2,0
microcamara

4 Tempo de espera da reagao 0 0 0 0 0 0 20,0

6 Leitura do sinal analitico 0 0 0 0 0 0 1,0

7 Descarte da microcamara 0 0 0 0 1/0 1 0,4

8 Limpeza com solugao tampao d 0 0 0 1/0 0 1 0,4

9 Homogeneizagao utilizando o motor drive na 0 0 0 0 0 0 2,0
microcamara (DM) d

10 Descarte e limpeza (W) d 0 0 0 0 1/0 1 0,4

11 Adicdo de volume de amostra na microcoluna de 0 1/0 1/0 0 0 2 0,8
cadmio e reagente de cor na microcamara b

12 Homogeneizagao utilizando o motor drive na 0 0 0 0 0 0 2,0
microcamara

13 Tempo de espera da reagdo 0 0 0 0 0 0 20,0

14 Leitura do sinal analitico 0 0 0 0 0 0 1,0

15 Descarte da micro-camara 0 0 0 0 1/0 1 0,4

16 Limpeza com solugdo tamp3o © 0 0 0 1/0 0 1 0,4

17 Homogeneizag¢do utilizando o motor drive na 0 0 0 0 0 0 2,0
microcamara (DM) ¢

18 Descarte e limpeza (W) 0 0 0 0 1/0 1 0,4

@ Codigo 1/0 e 0 indicam a ativacao e inativacdo das microbombas solenoides,
respectivamente.

b 2 pulsos para cada atuagdo da microbomba.

¢ As etapas 1 e 2 ocorrem simultdneamente.

4 As etapas 8, 9 e 10 sdo repetidas duas vezes para cada amostra.

¢ As etapas 16, 17 e 18 sao repetidas duas vezes para cada amostra.
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2.6 - Programa de gerenciamento do sistema

O programa desenvolvido para o controle e gerenciamento
automatico das micro-bombas solendides, da valvula solendide, da
agitatacdo e da leitura do sinal analitico esta representada pela Figura 2.7,
o qual apresenta a sua interface grafica para administracdo do usuario,
desenvolvida em ambiente de programacao LabView. O gerenciamento
desse programa de controle é bastante simplificado, e encontra-se
dividido conforme os procedimentos a ele atribuidos para adicao e registro

do sinal, limpeza da camara e descarte do produto.

Ligar
@ Amostral @ Amostra 2 Reagente Agitagao T. Espera
Inciar N°® Pulsos B1 . N° Pulsos B2 ‘ N° Pulsos B3 ‘ Tempo (ms) Tempo 3 [ms)o
42 g 2 g gt g0 ) 2000 /20000
% Devl/port) [+ 0 ;) 200 o ;) 200 0 }j\|2no 0 0
@ Ativar Sinal Absorbancia Descarte . Salvar dados em:
A N°® Pulsos B4 C:\Users\Marcelo\Documents\Marcelol.
Branco o 10 Po 10,0091 :‘l,’— ) ,— 5, Programas LabView!\Programa LabVIEW -
Amesiza 15— p[[ooo -Inf ! |20 Microbombas\Dados\dados bt
mostR o A 0 ;) 200
Limpeza Tampiéo 0 Agitagio ' Descarte 0 Amostra 1 0
G Ativar N° Pulsos B5 Tempo 2 (ms) N° Pulsos B4 2 s o N® Pulsos B1
‘m Cmo mmm m g g
0 0 o 0 0 o 42 o o o

Figura 2.7 - Interface de controle automatico do uFBA para analise de nitritos e
nitrato em amostras de leite e laticinios

O acionamento dos componentes é administrado de acordo com a
necessidade da andlise e é dependente do tempo, que deve ser inserido
em milisegundos pelo usuario. O sistema permite o controle da leitura do
branco, limpeza e descartes efetivos, garantindo adigdes precisas, além de
simultaneas, possibilitando uma o6tima frequéncia analitica e
reprodutibilidade das analises.

A interface de controle para usuario do PFBA, foi desenvolvida
exclusivamente para este trabalho de pesquisa, andlise de nitrito e nitrato
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em amostras de leite e laticinios, podendo ser utilizadas para a realizacao

de outras analises de interesse conforme a necessidade.

2.7 - Determinacao direta de nitrito

Para realizar a determinacdao do ions nitrito, aciona-se
simultaneamente a primeira micro-bomba (uP;) e a terceira (uP3), onde
cada micro-bomba recebe 2 pulsos e adicionam 40 pyL da amostra ou a
solugao padrao e 40 uL do reagente cromogénico a microcamara. Logo em
seguida, é feita a homogeneizacao pelo fio de nylon ligado ao motor drive
por 2 segundos. O tempo de espera para tomada do sinal analitico foi de
20 segundos apds o término da agitacdo, pois dessa maneira obtém-se
uma melhor razao entre o sinal/ruido.

Apds essas etapas, a absorbancia € medida e a microcamara é
esvaziada por acdo da quinta micro-bomba (uPs), que apds receber um
pulso remove um volume de 80 pL do interior da microcamara. Nao foi
observado efeito eldstico do ar no interior da microcAmara que
influenciasse na reprodutibilidade dos volumes adicionados ou retirados.
As solucdes sao adicionadas ou retiradas e o ar pode entrar ou sair da
microcamara pela passagem que é utilizada pelo fio de nylon.

Posteriomente, procede-se a limpeza da microcdmara pela quarta
micro-bomba (uP4), que ao receber um pulso adiciona 80 puL de dgua para
a limpeza do microssistema e aciona-se o motor drive por 2s para
promover a agitacao. Entdo, a uPs é acionada por um pulso para realizar o
descarte do residuo resultante da limpeza. Esse procedimento é repetido
duas vezes para melhorar a limpeza e evitar contaminagao entre as
amostras.

A solucdo do branco foi preparada no préprio microssistema
similarmente ao procedimento descrito para a andlise das amostras.
Entretanto, uP4 é acionada ao invés de pP;, e simultaneamente pPs3 por 2
pulsos cada uma, adicionando a micro-cadmara 40 yL de dgua deionizada e

40 L de reagente cromogénico.
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2.8 - Determinacao de nitrato

No inicio da determinacao de nitrito, € acionada também, durante
0.8 s, a WP, para que um volume de 40 uL da amostra preencha a
microcoluna de cadmio esponjoso. Apos esse tempo, a micro-bomba é
desativada e amostra permanece na coluna por 29 segundos. Assim o0s
ions nitrato nela presente sdao reduzidos a nitrito e posteriormente serao
analisados na microcamara.

Logo em seguida, realiza-se a determinagdao do nitrito formado
analogo ao topico anterior. A solucdo do branco difere com relagao ao
acionamento da pP,, ao invés da upPi, preenchendo a microcoluna com
amostra para ser reduzida prosseguindo com a determinagao do nitrito. As
etapas de descarte e limpeza seguem também o mesmo intervalo de

tempo da determinacao de nitrito.

2.9 - Método de referéncia

Para comparacao, o desempenho do PUFBA proposto foi avaliado a
partir dos métodos oficiais de analise (AOAC, 1997).

A coluna redutora de cadmio esponjoso foi preparada com la de
vidro e areia na extremidade. O cadmio esponjoso foi transferido em
pequenas porgdoes com o auxilio de agua, para um tubo de vidro com 13
cm de comprimento e 1,5 mm de didmetro interno, até atingir uma altura
de 10 cm (coluna). No topo da coluna foi adaptado um funil de separacao
de 100 mL, com haste de 10 mm de didametro e 25 <cm de
comprimento (Figura 2.8 (a)). Na extremidade da haste, foi adaptada
uma rolha de silicone, capaz de encaixar-se perfeitamente a coluna, e
prevenir a entrada de ar, como pode ser observado na Figura 2.8 (b).

Para a determinagdo dos ions nitrato, foram eluidos pela coluna
redutora de cadmio 50 mL do extrato filtrado da amostras em meio
tampao amoniacal (pH 9,4- 9,6) e descartou-se os primeiros 10 mL do
eluado. Dos 40 mL restantes, utilizou-se 10 mL para reagao com mesmo

volume de reagente cromogénico (sulfanilamida e NED).

Eduardo Antonio de Lima 37



Capitulo 1 - Introdugédo

Da outra parte do filtrado (40 mL) também tamponado nas mesmas
condicOes, retirou-se 10 mL para determinacao direta de nitrito seguindo
0 mesmo procedimento reacional relatado anteriormente. Nas duas
etapas, o aparecimento da coloracdo é devido a interagcdao entre o
reagente cromogénico (sulfanilamida e NED) e o nitrito, cuja a
absorbancia foi medida em 540 nm. A concentragao de nitrito foi estimada
diretamente, e a de nitrato foi calculada a partir da diferenga entre as
duas medidas de absorbancia.

Para o branco utilizou-se agua deionizada, como mesmos volumes,
ao invés da amostra, tanto nos procedimentos de redugdo na coluna de

cadmio esponjoso quanto na determinacao direta.

Funil de
separagao

Coluna

Figura 2.8 - (a) Coluna redutora montada sobre um suporte universal e (b)
detalhe da coluna redutora de cadmio esponjoso.

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

analitica, estatisticamente validada.
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2.10 - Método de avaliagao da performance analitica

Nos proximos paragrafos, os procedimentos estatiticos empregados
para a validacao e estimativa das figuras de mérito dos modelos de
calibracao utilizados neste trabalho serao discutidos.

A avaliacao estatistica do desempenho do sistema proposto (uFBA),
em termos da sensibilidade, faixa dindmica e dos valores de LOD e LOQ,
foi realizada envolvendo a determinacao do teor de nitrato e de nitrito em
laticinios. Os resultados obtidos foram comparados com os obtidos por
intermédio de um espectrofotbmetro de absorcdo molecular UV-Vis
comercial HP com arranjo de fotodiodos modelo 8453, segundo o método
de referéncia.

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

Segundo a IUPAC, a sensibilidade de calibracdo de um método
instrumental é dada pela inclinagdo da curva analitica, expressando a
capacidade de um instrumento ou de um método, discriminar
concentragcoes de analito com pequenas diferencas na concentracao do
analito (HOLLER et al., 2009).

Os limites de deteccao (limit of detection - LOD) e limites de
qguantificacao (limit of quantification - LOQ) sao definidos como segue. O
LOD corresponde a menor concentragcao da espécie de interesse (analito)
gue pode ser detectada pela técnica instrumental utilizada, enquanto o
LOQ corresponde a minima concentracdo que pode ser quantificada dentro
dos limites de reprodutibilidade das medidas pelo método empregado.

De maneira geral, a literatura relata que existem duas formas de se
estimar LOD e LOQ e as suas escolhas geralmente devem levar em
consideracao a técnica analitica utilizada, bem como o grau de
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confiabilidade estatistica necessaria. Sao eles, o método da relacdo sinal-
ruido e o método pelos parametros da curva analitica (RIBEIRO et al.,
2008).

O método da relacdo sinal ruido, que utiliza de 20 a 30 medidas do
sinal do branco, é amplamente utilizado devido a sua rapidez e
simplicidade dos calculos estatisticos. O método da estimativa do limite de
deteccao e quantificacdo baseado em parametros da curva analitica
apresenta maior confiabilidade estatitica e robustez, pois leva em
consideracao o intervalo de confianca da regressao. Neste caso, o LOD e o
LOQ sao calculados a partir do intervalo de confianca pode ser medida a
95% de confianca estatistica. Tais estimativas foram realizadas através de
uma planilha eletronica para validacdo de métodos analiticos univariados
proposta na literatura e disponivel na internet (FERREIRA, 2012).

Os parametros e equacgoes utilizadas para a realizacdo dos calculos
estatisticos para tal previsao de LOD e LOQ, sao mostrados na Figura 2.9.
A estimativa do sinal analitico a partir da equagdo da regressao apresenta
um erro padrao, o produto desse erro pelo valor da distribuicao t de
Student adequado, permite calcular o intervalo de confianca da curva de
calibracao (Figura 2.9(a)), que apresenta a forma de duas linhas
hiperbodlicas ao redor da curva. O intercepto do limite superior do intervalo
de confianga é denominado y critico (y.) e a sua projecdo no limite inferior
€ uma estimativa da concentracdo minima que pode ser medida com um
grau de confianga estatistica evidenciado, sendo o limite de detecgdo do
método (LOD). As equacgdes apresentadas (Figura 2.9(a)) descrevem os
calculos de y critico e do limite de detecgao.

Pelo método dos parametros da curva de calibracdo, o limite de
guantificacao (LOQ) também é determinado da mesma forma de LOD.
Como observado através da Figura 2.11(b) xc é o valor da concentracdo,
X, no ponto onde o valor de ap intercepta a reta de regressdo e y, € o
valor da projecao de x. no limite superior. Os calculos estatisticos de yn, Xc
e LOQ podem ser efetuados pela utilizagao das equacgdes apresentadas na
Figura 2.9(b).
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Figura 2.9 - Curvas de calibracdo e equacgdes utilizadas nos calculos de LOD (a)
e LOQ (b).

Entretanto, para considerar o modelo de calibracao é preciso que ele
descreva com excelentes estimativas a concentracao do verdadeira do
analito. Portanto, o modelo predito ndo pode apresentar evidéncias de
falta de ajuste e deve refletir uma significativa estatistica da regressao.
Desta forma, a validacao do modelo de calibracao geralmente é realizada
por meio de uma analise de variancia (PIMENTEL; NETO, 1996).

As equacoes para ANOVA de dados experimentais adaptados para
modelos lineares pelo método dos minimos quadrados (MMQ) sao

mostradas na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 - ANOVA para o ajuste de um modelo pelo MMQ.

Fonte de Variacdo Soma Quadratica ) Graus de Média Quadratica
(SQ) liberdade (gl) (MQ)
Regresséo Znil(ye)i = Ym]® p-1 SQreo/(P-1)
Residuo Z2[yy - (vell? n-p SQ/(n-p)
Falta de Ajuste Znil(Ye)i - Yiml? m-p SQf/(M-p)
Erro Puro 31y - Yiml® n-m SQep/(N-M)

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

A observacdo de fatores como analise dos residuos, falta de ajuste
do modelo e significancia da regressdao sao essénciais para validagao de
modelos lineares pela aplicagdo da ANOVA. Ao analisar os residuos
deixados apds a modelagem, verifica-se o comportamentos dos erros de
previsdao em relacdao aos dados experimentais. No graficos dos residuos é
possivel identificar o tipo de erro associado aos dados. Dessa forma, se os
residuos apresentam algum perfil ou estrutura teremos uma evidéncia de
um modelo com falta de ajuste. Entretanto, se os residuos se distribuirem
aleatoriamente em torno de zero teremos apenas erros aleatérios,
evidenciando um modelo bem ajustado ao dados experimentais.

O teste de falta de ajuste compara os residuos do modelo para
determinacdes realizadas em varios niveis da variavel x, média quadratica
de falta de ajuste (MQf;) com os residuos das analises das medidads
auténticas nesses mesmos niveis, média quadratica do erro puro (MQep).
Desta maneira, se a razao (MQs;)/(MQep) for menor que o valor do ponto
de distribuicao F referentes aos graus de liberdade de MQfj e MQep para
um dado nivel de confianca estatistica, temos um modelo sem falta de
ajuste. Assim sendo, as duas médias quadraticas refletirdo apenas os

erros aleatoérios associados aos dados. Caso contrario, o modelo apresenta
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falta de ajuste e necessita ser reestimado e revalidado (GUIDANCE FOR
INDUSTRY, 1996).

No teste de significancia estatistica da regressdo, compara-se a
razao entre a meédia quadratica devido a regressao (MQrg) € a
média quadratica residual (MQ;) com o valor do ponto da distribuicao F
referente aos graus de liberdade de MQ reg e MQ r a um certo nivel de
confianca estatistica. Em geral, emprega-se um nivel de 95% de
confianca. Se a referida razao for maior que o valor de F (de pelo menos
cinco vezes), conclui-se que a regressao é estatisticamente significativa.
Do contrario, ndo se pode admitir a existéncia de uma relagao funcional
(linear, quadratica, etc) entre as varidveis que possa ser descrita
pelo modelo (GUIDANCE FOR INDUSTRY, 1996).

2.7.1 - Teste de recuperagao aparente
Um teste de recuperacao (DOQ-CGCRE-008, 2003) foi aplicado

como método para determinar o teor de interferéncia e para avaliar a
exatiddo do método proposto. Esse procedimento foi estimado usando
ensaios em triplicatas de amostras adicionadas com quantidades
conhecidas do analito. A taxa de recuperacao (R) é calculada empregando

a expressdo mostrada a seguir:

RecuperaCdo (26) = (c._c—cz) x 100 (1.2)

onde C; é a concentragao total do analito na amostra apds adicdo de uma
guantidade conhecida do mesmo analito; C, é a concentracdo original do
analito determinada na amostra; Cz éa concentracao do analito adicionado

na amostra.
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3.1 - Otimizacao dos parametros do uFBA

Para o método utilizado, a concentracao e o volume, dos reagentes
e amostras, além do tempo de residéncia da mistura dentro da
microcamara foram avaliados, a fim de melhorar a sensibilidade e a
reprodutibilidade do sinal analitico. A selecdo de tais valores para o
sistema desenvolvido foi feito de modo univariado e realizado em
conformidade com estudos estabelecidos anteriormente (GAPPER et al.,
2004; PISTON et al., 2011). Todos esses estudos de otimizacdo foram
realizados automaticamente no WPFBA proposto. Na Tabela 3.1 sao
apresentados os parametros avaliados e o0s seus respectivos valores

selecionados.

Tabela 3.1 - Parametros selecionados do uFBA proposto para a determinacdo de

NO5; e NO,” em amostras de laticinios.

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
N-(1-naftil)-di-hidrocloreto de

etilenodiamina (NED) (g L™) 0,2-20 1,0

Sulfanilamida (g L™) 5,0 - 50,0 40,0

Acido cloridrico (mol L™) 0,5-2,0 0,8

Te_mpoﬂde espera da reagao na 0-60,0 20,0

microcamara (s)

Volume de amotra (uL) 10,0 - 50,0 40,0

Volume de reagente (uL) 30,0 - 50,0 40,0

Total volume (L) 40,0 - 100,0 80,0

Os parametros apresentados na Tabela 3.1 foram sempre avaliados
no sentido de minimizar o consumo de reagentes, amostras e geragao de
residuos, bem como maximizar o sinal analitico.

No estudo da variacao das concentragdes dos reagentes
cromogénicos foram empregados os valores utilizados por Lapa et al.
(2000) os quais foram de 1,0 g L! para o N-(1-naftil)-di-hidrocloreto de
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etilenodiamina (NED), 10,0 g L™ para sulfanilamida e 0,8 mol L para o
acido cloridrico. A Figura 3.1 representa os graficos do efeito das
concentracOes avaliadas na intensidade do sinal analitico. Para todas as

analises de otimizacdo o padrdo empregado foi de 0.05 mg L™ de nitrito.
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Figura 3.1. Efeito das concentragdes dos reagentes sobre o sinal analitico. (a)
NED, (b) sulfanilamida e (c) acido cloridrico.
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Com relacao ao NED, foi verificado, Figura 3.1(a) que a sensibilidade
do método aumentou consideravelmente até a concentragdo de 1,0 g L},
e que valores maiores que este aumentavam muito pouco o sinal
analitico, nao demonstrado diferencas estatisticamente significantes entre
esses valores. Portanto, o valor de 1,0 g L foi selecionado como 4timo
para o estudo proposto.

No estudo da variacao da concentracao de sulfanilamida, dentre os
valores avaliados, nao houve melhora do sinal analitico em valores de
concentracdo maiores do que 40,0 g L, sendo essa a concentragdo
escolhida (Figura 3.1(b)). No que diz respeito a concentracdo de acido
cloridrico, foi percebido que a sensibilidade aumentou até 0,8 mol L, e
gue valores acima deste diminuiam a sensibilidade do método devido
provavelmente a mudanga no pH étimo requerido para esta reacao (LIMA,
2006). Sendo este valor selecionado para a preparacao da solugao do
reagente cromogénico (Figura 3.1(c)).

Com o comprimento da micro-coluna estabelecido de acordo com a
literatura (LAPA et al., 2000), estudou-se o seu diametro interno entre 1 e
3 mm. Respostas analiticas para comprimentos de 1 mm ndo mostraram
boas eficiéncia no rendimento das redugdes. O melhor rendimento
observado foi obtido com 2 mm, e com diametos internos maiores nao
houve aumento significativo na resposta analitica. Logo, foi preferido
trabalhar com 2 mm de diametro, pois é possivel a utilizagdo de menos
cadmio havendo a promocao de reducgOes estatisticamente eficientes.

A microcamara fabricada possui um volume total de 100 pL. No
entanto, devido as dimensGes da micro-coluna de cadmio esponjoso, foi
avaliado a precisdao e a reprodutibilidade do sinal analitico da adicao de
padrdo (ou amostra) e de reagente cromogénico (Figura 3.2).

Logo, é necessario trabalhar com um volume de 40 uyL por amostra,
sendo este o volume que preenche completamente a coluna. E, para uma
uniformidade operacional do sistema, tanto a amostra que vai ser
reduzida na coluna como a que é enviada diretamente para a

microcamara deve ter o mesmo volume. Logo, para esta configuracdo o
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mesmo volume de reagente colorimétrico produz uma resposta analitica

reprodutivel.
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Figura 3.2. Efeito das variacdes de volumes de amostra (a) e reagente (b)
sobre o sinal analitico.

Para o volume total de operacdo da microcamara (80 pL), o tempo
necessario para o desenvolvimento da reagao colorimétrica foi avaliado
conforme os valores apresentados na Tabela 3.1. Verificou-se que até 20
segundos houve aumento consideravel do sinal analitico, e que tempos
maiores que este nao proporcionou aumento desse sinal (Figura 3.3).
Logo, este tempo foi escolhido como tempo necessario para o registro da

resposta analitica.
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Figura 3.3. Efeito dos tempos de espera sobre o sinal analitico.

3.2 - Determinag¢ao de nitrato e nitrito

As curvas de calibragdao analitica foram construidas com base nos
niveis de concentragao distribuidos segundo os valores 0,01; 0,03; 0,05;
0,07 e 0,10 mg L. E mostrado na Figura 3.1 que as curvas analiticas
obtidas por ambos os instrumentos, exibem um comportamento linear
entre a resposta analitica e a concentragdo dos analitos em suas solugdes
de calibragdo. Essa inferéncia, baseada inicialmente em uma inspecao
visual, é confirmada mediante a anadlise gréafica dos residuos deixados
pelos modelos e, principalmente, pela aplicacdo da Analise de Variancia,

apresentada na sequéncia.

0.18 0.16
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Figura 3.4 - Curvas de calibragao uFBA (linha cheia) e HP (linha tracejada).
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Na Figura 3.4 é apresentado o grafico dos residuos deixados pelos
modelos de calibracdo. Observa-se que, os residuos se distribuem de
maneira aleatoria, variancia aleatdéria constante, isto €, ndo exibem
nenhuma estrutura sistematica, que evidencie uma eventual falta de
ajuste. Entretanto, a analise dos graficos dos residuos constitui um critério
subjetivo e, por isso, esse procedimento pode ndo ser suficiente para
concluir que os modelos nao apresentam falta de ajuste. Para isso,
recorreu-se a ANOVA e aplicou-se o teste F para verificar se existe falta de

ajuste e avaliar a significancia estatistica da regressao.
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Figura 3.5 - Graficos dos residuos para os modelos de calibragdo de nitrato e
nitrito para o método de referéncia e para o UFBA, respectivamente.
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Foi realizado um teste de analise de variancia (ANOVA) para validar
os modelos lineares baseados no método dos minimos quadrados (MMQ),
posteriormente a plotagem das curvas de calibracdo e graficos de
residuos. Testes F para falta de ajuste e de significancia estatistica da
regressao foram aplicados aos modelos lineares com base nos resultados
de variancia, bem como os intervalos de confianca em relagcdo aos
parametros do modelo foram encontrados.

Na Tabela 3.2 sdao apresentados os resultados da Anadlise de
Variancia, ANOVA, utilizada para a validacdo dos modelos de calibracao
baseados nas medigdes realizadas no uFBA e HP.

Para todos os casos, os valores de MQrj/MQep S80 menores que o
ponto da distribuicdo F, ao nivel de 95% confianga, considerando os
mesmos graus de liberdade. Assim, ndo ha evidéncia de falta de ajuste
para um modelo linear. Além disso, a Tabela 3.2 revela que as regressoes
lineares sao altamente significativas. De fato, os valores de MQeq/MQr sao
muito maiores que o ponto da distribuicao F, considerando-se os mesmos

graus de liberdade e o nivel de 95% de confianca.

Tabela 3.2 - Tabela ANOVA para o modelo linear das curvas de calibracao de
nitrito e nitrato.

Analito Nitrato Nitrito
HP 1,06 0,671
MQeas/MQep HFBA 2,98 1,329
HP 1,93x10* 8,42x10*
MQreo/MQ: LFBA 1,85x10* 3,75x10*
Falta de Ajuste 4 e 12 respectivamente
al Signifi. da Regres. 1 e 16 respectivamente
Falta de Ajuste 3,26

F a 95%
visvz Signif.da Regres. 4,49

Os parametros dos modelos obtidos por regressao linear pelo
método dos minimos quadrados que descrevem as curvas analiticas

mostradas na Figura 3.2 estao representados na Tabela 3.3. Nesta tabela,

Eduardo Antonio de Lima 51



Capitulo3 - Resultados e discussoes

também sdo apresentados os limites dos intervalos de confianca para os
valores populacionais dos parametros dos modelos, os quais foram obtidos
considerando o nivel de 95% de confianca. Como os intervalos de
confianga ndo contém o valor zero, os parametros estimados para todos

os modelos de calibragao sao considerados estatisticamente significativos.

Tabela 3.3 - Parametros de regressdo linear e limites dos intervalos de
confianga para os coeficientes dos modelos obtidos pelos métodos UFBA e HP.

Modelo: y = a + Bx

Analito a + ty3 x erro padrao(a) B * ti3 X erro padrao(p)
HP HFBA HP nuFBA
NO3" 0,0433+0,0004 0,0108+0,0005 1,0276+0,0019 0,8181+0,0021
NO, 0,0185+ 0,0002 0,012+ 0,0003 1,5259+0,0012 0,8639+0,0017

Conforme feita a validacao dos modelos de calibracao, as curvas
analiticas do yFBA e HP foram usadas para a determinacgdao de nitrato e
nitrito em amostras reais. A Tabela 3.4 mostra tais resultados com os
valores médios de cinco repeticdes para o uFBA proposto juntamente com
o método de referéncia para determinacao espectrofotométrica de NO5™ e
NO," em amostras de laticinios.

Um teste t-pareado foi aplicado e mostrou que nao existe diferenca
significativa entre os resultados da Tabela 3.4 ao nivel de 95% de
confiancga estatistica. O desvio-padrao relativo (RSD%) foi inferior a 1,3%
e 1,7%, para NO3 e NOy", respectivamente.

Além disso, observa-se uma satisfatéria precisdo dos resultados
para o micro Flow-batch, como observado pelos valores dos intervalos de
confianca e de desvio padrao relativo, DPR (SKOOG et al., 2007).

Os resultados estatisticos obtidos para analise de nitrato e nitrito
corroboram para a validacdo das figuras de mérito do instrumento
proposto. Os resultados da avaliagao da performance microssitema
proposto, nas analises envolvendo calibracdo univariada apontam para a
viabilidade pratica e confiabilidade das medidas realizadas no micro flow-
batch.
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Tabela 3.4 - Valores médios e incertezas das concentragdes das amostras de laticinios (n=5) para a determinacao de nitrito
e nitrato (ug Kg?') usando o uFBA proposto e o método de referéncia.

HFBA Referéncia HFBA Referéncia
Amostras
NO,” £ SD @ RSD % ° NO,” £ SD @ RSD % ® NO;~+ SD? RSD % ® NO;~ £ SD? RSD % P
102,5 + 1,65 1,61 105,2 + 1,03 0,98 327,8 £ 3,45 1,05 326,9 + 2,93 0,90
Leite
desnatado  310,2 + 3,03 0,98 313,6 £ 2,25 0,72 586,7 + 4,11 0,71 588,4 + 3,78 0,64
em po
146,5 + 1,54 1,05 144,8 + 1,41 0,96 402,1 + 3,98 0,99 402,1 + 3,85 0,96
120,9 + 1,42 1,19 123,5 + 1,16 0,94 195,5 + 2,32 1,20 193,3 + 1,43 0,74
Leite
integral em 155,3 £ 2,55 1,64 158,6 + 2,05 1,29 202,4 £ 2,54 1,25 200,9 £ 1,76 0,88
po
243,6 £ 3,30 1,35 240,1 £ 2,53 1,05 445,2 + 4,89 1,13 447,6 + 4,38 0,98
810,6 + 5,65 0,71 812,9 + 4,12 0,51 1627,8 + 6,75 0,41 1630,0 £ 6,52 0,41
Leite 607,3+4,22 0,69 609,4 + 3,08 0,55 1105,4 % 5,39 0,49 1102,0 £ 5,09 0,46
in natura
406,6 + 2,31 0,57 403,8 £ 2,17 0,54 835,8 + 5,85 0,70 836,5 + 4,99 0,62
302,9 + 3,61 1,19 302,5 + 2,66 0,88 588,1 + 6,22 1,18 589,6 6,15 1,04
Coalhada 242,6 + 1,75 0,73 244,1 + 1,08 0,46 522,9 + 6,73 1,27 521,3 + 5,86 1,12
201,5 + 1,99 0,98 203,9 + 2,15 1,05 437,4 £ 3,96 0,91 435,5 + 3,44 0,79
607,1 £ 3,47 0,56 610,3 * 2,85 0,47 1223,5 £ 6,22 0,51 1225,1 £ 6,51 0,53
511,3 + 3,98 0,78 512,6 + 2,43 0,49 1039,2 + 5,87 0,58 1033,0 £ 4,93 0,48
Queijos 840,3 £ 5,66 0,67 841,8 + 5,91 0,71 1549,7 + 6,15 0,40 1547,8 £591 0,39
585,6 + 3,81 0,65 582,3 £ 6,22 1,06 1348,2 £ 6,73 0,51 1351,2 £ 6,22 0,46
920,8 + 4,54 0,49 923,5 + 3,82 0,41 1794,5 £ 6,49 0,36 1793,4 £ 596 0,35

Eduardo Antonio de Lima

53



Capitulo3 - Resultados e discussoes

O uFBA proposto teve seu desempenho avaliado estatisticamente
em termos de sensibilidade, envolvendo os valores limite de detecgao
(LOD), de quantificacao (LOQ) e faixa de trabalho, para determinacao de
cada um dos analitos estudados. Os parametros foram comparados com
os resultados obtidos em um instrumento comercial de referéncia,
espectrofotometro HP.

Os resultados da investigacdo da faixa dinamica para a
determinacao de nitrato e nitrito sdo mostrados na Tabela 3.5. Para isso,
foram preparadas solucdes desses analitos, em quintuplicatas auténticas,

com concentragdes na faixa de 0,01 a 0,1 mg L™.

Tabela 3.5 - Comparacdo entre LOD e LOQ (em pg L) para a determinacdo de
nitrato e nitrito no instrumento proposto (UFBA) e referéncia (HP), a 95% de
confianga estatistica.

Analito HP uFBA
LOD LOQ LOD LOQ
NO; 0,19 0,61 0,41 1,36
NO, 0,17 0,58 0,39 1,29

Analisando os valores apresentados na Tabela 3.5 observa-se que
instrumento proposto apresenta uma faixa linear semelhante e valores de
LOD e LOQ maiores do que os obtidos com o equipamento de referéncia.
Tais diferencas estdao diretamente relacionadas ao sistema de deteccao do
dos instrumentos. Enquanto no UFBA proposto, a deteccdo é feita por um
LED e um fototransistor com caminho 6tico de aproximadamente 0,5 mm,
no espectrofometro um arranjo de fotodiodos e caminho 6tico de 1,0 cm

Ihe conferem melhor sensibilidade de deteccdo para a analise realizada.

3.3 - Teste de recuperacao

Para avaliar a exatidao do método aplicado a determinacao de NO5”
e NO, em trés amostras de laticinios foram utilizadas. Um volume de
1,0 mL de solugao padrao com concentragdes conhecidas de 0,01; 0,05

e 0,10 mg L foram adicionadas a 9,0 mL de amostra de laticinios (200,9;
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521,3 e 1225,1 ug kg™ de NO3"; e 105,2; 302,5 e 610,3 pg Kg™* NOy). As
medidas dessas solugbes foram realizadas empregando o sistema
proposto. Na Tabela 3.6 sao apresentados os resultados obtidos para

essas analises em porcentagem de recuperacao.

Tabela 3.6 - Teste de recuperacao de nitrato e nitrito em amostras de laticinios
(n = 3).

Recuperacao %

Amostra

0,01 (mglL?') 0,05(mgL?') 0,10 (mglL™?)

Nitrato (NO3")

1 98,3 + 2,2 97,9 + 2,1 102,9 + 2,1

2 97,7 £ 2,0 102,3 + 2,1 102,5 + 2,3

3 100,4 + 2,1 101,8 + 2,3 99,6 + 1,9
Nitrito (NO;")

1 101,5 + 2,2 100,4 + 2,1 97,7 + 2,1

2 100,8 + 2,1 99,9 + 2,3 102,3 + 2,2

3 98,3 + 2,3 97,9 £ 2,0 98,6 + 2,3

Os resultados obtidos pelo teste de recuperacao para cada uma das

amostras de laticinios estavam dentro da faixa de 97,7% a 102,9%.

3.4 - Comparag¢ao do uFBA proposto com outros sistemas

As Caracteristicas do uFBA proposto, com outros trabalhos utilizando
analise por injecdo sequencial, SIA (PIST()N et al., 2011; LIMA et al.,
2006) para determinacao de NOs e NO, em amostras de laticinios sao

apresentados na Tabela 3.7.
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Tabela 3.7 - Comparacdo das caracteristicas analiticas do pYFBA proposto e
outros sistemas automaticos recentemente propostos para determinacao de NO5
e NO,” em amostras de laticinios.

. HFBA SIA[2]? SIA [3]°
Parametros
NOs3~ NO,~ NO;3~ NO,~ NO3~ NO,"~
Limite de
deteccdo 4,1x10% 3,9x10"% 3,2x10%' 50x10?% 1,5x107 -
(Mg L)
Desvio padrao <1,3 <1,7 < 3,0 <1,6 <34
relativo (%) (n =05) (n =05) (n =05) (n =05) (n =10)
Faixa de trabalho 0,01 - 0,01 - 0,55 - 0,084 -
(mg L™) 0,10 0,10 15,0 1,01
Frequéncia
o . 60 60 30 80 24 -
analitica (h™")
Consumo de
40 40 123 123 128 128
amostra (JL)
Detecgao
Presente Presente Ausente Ausente Ausente Ausente
integrada
Fluido carregador Ausente Ausente Presente Presente Presente Presente

® Analisador por inje¢do sequencial.

O analisador proposto apresentou uma frequéncia analitica de 60
amostras por hora para o método utilizado (determinacdo sequencial NO5”
e NOy), com uma producao de residuos de 240 pL por analise.
Apresentando parametros satisfatérios, tais como: o limite de deteccdo,

frequéncia analitica e auséncia de fluido transportador.
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4.1 - Conclusao

Neste trabalho de pesquisa em automacdo analitica foi proposto o
desenvolvimento de um novo procedimento miniaturizado para a
determinacao sequencial de ions nitrato e nitrito em amostras de
laticinios. Para isso, foi desenvolvido um analisador micro-flow-batch em
substrato de poliuretana-acrilato com uma micro-coluna de cadmio
esponjoso acoplado em linha, para a redugdo dos ions nitrato a nitrito nas
amostras de laticinios.

A determinagao de nitrato e nitrito envolveu o bem conhecido
método de Griess modificado conforme a literatura (LAPA et al., 2000) e
adaptado ao microssistema proposto, onde as concentracdes de cadmio
utilizado para a construcao da micro-coluna redutora foram minimizadas
sem perda significativa no rendimento da reducao, bem como na
reprodutibilidade das anadlises em comparacdo ao mesmo método
convencional em batelada.

Todos os resultados das andlises mostraram-se estatisticamente
satisfatorios e foram devidamente validados. Tanto os testes t-pareado, a
95% de confianga estatistica, quanto as analises de variancia para falta de
ajuste do modelo, além do teste de recuperagao, ndo confirmaram desvios
significativos creditando os resultados obtidos pelo microssistema em
relacdo ao método de referéncia.

Dessa forma, o sistema automatico proposto empregando a coluna
redutora de cadmio esponjoso permitiu a determinacao de forma
estatisticamente satisfatdéria dos teores de nitrato e nitrito nas amostras
de laticinios, apresentando um consumo muito reduzido de reagentes
(especial referéncia ao cadmio empregado) e amostras, gerando um
volume minimo de residuos ao meio ambiente, além de apresentar
reprodutibilidade e robustez satisfatdrias. O micro-flow-batch permitiu
ainda andlises muito rapidas, apresentando frequéncia analitica de 60
amostras por hora (cerca de uma analise de amostra, determinacao de

nitrito e nitrato, sequencialmente por minuto). Convém ainda salientar
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gue o uso de uma valvula solenoide para adicdo da amostra a partir da
micro-coluna permite uma troca de amostra e/ou limpeza de forma mais
rapida e eficiente, enquanto a mesma € analisada dentro da micro-camara
de mistura.

Portanto, o microssistema flow-batch proposto apresenta-se como
uma nova estratégia para implementar procedimentos analiticos
automaticos que precisem de etapas de pré-tratamento da amostra em
linha. Assim, as boas caracteristicas analiticas desse sistema aplicado para
a determinacdo de nitrato e nitrito em amostras de laticinios o qualifica
como potencialmente Util para novas abordagens envolvendo o uso de

micro-colunas.

4.2 - Perspectivas

Este trabalho de pesquisa tem como perspectivas novas aplicacoes
do sistema automatico micro-flow-batch para outras determinagdes
envolvendo técnicas espectrofluorimétricas e quimioluminescentes com o
uso de nanocristais semicondutores, corantes organicos, pontos quanticos,
dentre outros materiais fluorescentes, aplicadas em: anadlises de
alimentos, bebidas, pesticidas, farmacos, analises clinicas, amostras
ambientais e de fluidos bioldgicos.

Planeja-se, ainda, para as prdoximas pesquisas, uma melhoria no
micro-flow-batch, utilizando novas etapas de pré-tramento, empregando
micro-colunas, processos de fotodegradacao UV-vis, além do uso de
imagens digitais como forma de detecgcao, sobretudo quimioluminescente,
permitindo assim, uma reducgao ainda maior na geragao de residuos, com

maior integracao de dispositivos, portabilidade e simplicidade operacional.
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