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UTILIZACAO DE SISTEMAS DE ANALISE POR INJECAO EM
FLUXO EM LABORATORIO DE NUTRICAO ANIMAL:
SISTEMA POLIVALENTE PARA DETERMINACAO
MULTIELEMENTAR EM PLANTAS

Fernando Vitorino da Silva’
Gilberto Batista de Souza?
Ana Rita de Araujo Nogueira®

RESUMO

E proposta a utilizagdo de sistema polivalente por inje¢do em fluxo, que
consiste na utilizagio de um Gnico sistema capaz de realizar diferentes determi-
nagdes. Seu uso € particularmente atrativo em laboratérios que processam
grande nimero de amostras, com vrios elementos a serem determinados. O
sistema foi aplicado para determinagio espectrofotométrica de ferro, cobre,
manganés e zinco (micronutrientes), e cdlcio, magnésio e fésforo
(macronutrientes) em plantas. N3o foram necessérias modificagdes no médulo
de andlise para a determinac¢io de um ou outro elemento, sendo alterados
apenas os comprimentos de onda e os volumes de amostra. Foram observadas
somente pequenas variagdes nas equagdes de calibragio (<3%) ap6s 4 h
consecutivas de trabalho e os resultados apresentaram-se concordantes com

outra técnica analitica (espectrofotometria de absor¢do atdmica) e
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amostras-padrao certificadas. Com a utilizagio deste sistema, proposto para
analises em larga escala, pode-se ter um exemplo da estabilidade, da simplici-
dade, da robustez e da versatilidade inerentes aos sistemas por inje¢do em

fluxo.



ABSTRACT

A polyvalent flow injection system consisting of a single manifold suitable
to perform different determinations after only minor adaptations was conceived.
Its.use is particularly attractive for laboratories processing a large number of
samples including several analytes. The system was applied to spectrophotometric
determination of iron, copper, manganese and zinc (micronutrients) as well as
calcium, magnesium and phosphorus (macronutrients) in plants. With the
proposed system, slight variations in the coefficients of the calibration equations
(usually < 3%) were found after 4-hour working periods. Results were precise
(0.8% < r.s.d. < 4.3%) and in agreement with certified values of standard
reference materials. The system was designed for spectrophotometric large
scale analyses. Results emphasize stability, simplicity, robustness and versatility

inherent to flow systems.



INTRODUCAO
A necessidade de obtencio de resultados ahalftic‘os confidveis, no menor
tempo possivel, em diversas dreas da Ciéncia, tem proporéionado odesenvol-
vimentd de novas técnicas analiticas. Um exemplo que pode ser citado sdo os
laboratérios de andlises de solos e plantas e de ciéncias ambientais, onde
normalmente é manipulado grande niimero de amostras e os resultados devem
ser rapidos e corretos. Essa demanda tem motivado o desenvolvimento de
instrumentacio e metodologias analiticas, entre as quais podem ser destacados
os sistemas de andlises quimicas por inje¢do em fluxo, bastante eficientes por
permitirem respostas a diferentes problemas analiticos em diversos campos.
Os sistemas de andlises por inje¢do em fluxo (Flow Injection Analysis -
FIA) (Ruzicka & Hansen, 1988) se baseiam na inje¢do da amostra em um fluxo
transportador (impulsionado por uma bomba peristéltica), originando uma zona
de amostra reprodutivel que sofre dispersdo continua durante seu transporte.
Ap6s receber os reativos necessarios para serem misturados 2 amostra, o fluxo
€ direcionado ao detector, onde sdo realizadas as leituras pertinentes, por meio
da alturé do sinal analitico resultante. Como caracteristicas favoraveis desta
metodologia, salientam-se a alta velocidade de amostragem, o baixo consumo
de amostras e reagentes, a obtengiio de resultados exatos de maneira pronta, a
| facil_idade de automacao e a versatilidade. O grande .\m\imero de aplicacdes e
publica¢des surgidas atestam sua aceitagdo em laboratérios de andlises

automatizadas (Ruzicka & Hansen, 1988).
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Em laboratérios de nutri¢ao vegetal, as requisi¢des para a determinagio
de ferro, cobre, manganés, zinco, célcio, magnésio e fésforo sdo freqiientes
(Mortvedt, 1991; Mills & Jones Junior, 1996) e um grande nimero de
procedimentos analiticos por injecdo em fluxo j4 foi proposto (Ruzicka &
Hansen, 1988; Mortatti et al., 1982; Fukasawa et al., 1987; Giné et al., 1979;
Koupparis & Anagnostopoulou, 1986; Nogueira et al., 1996; Oliveiraet al.,
1996; Liu et al., 1995), sendo que a tendéncia observada é o desenvolvimento
de um sistema diferente para cada elemento que se deseja analisar. Assim, um
sisterna polivalente pode ser projetado e alguns dos procedimentos previamen-
te estabelecidos foram adaptados de forma que, com minimas modificagdes, as
diferentes determinagdes pudessem ser feitas. As medidas espectrofotométricas
foram realizadas apés apropriadas modificagGes dos reagentes, suas concen-
tragdes, volume de amostra injetada e/ou comprimento de onda.

O objetivo deste trabalho foi demonstrar a possibilidade de um tnico
sistema poder determinar alguns dos maiores € menores constituintes de
plantas. Para aumento na facilidade de implantac@o destes sistemas, métodos
espectrofotométricos foram acoplados a um dnico sistema de andlise por
inje¢do em fluxo, permitindo a realizagdo de diferentes determinagdes sem

modifica¢do do médulo de andlise.
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MATERIAIS E METODOS

1. Solugoes

Todas as solu¢des foram preparadas com reagentes quimicos de grau
analitico e 4gua destilada e desionizada.

A matéria organica foi destruida ap6s mineralizag@o por via secé,
conforme procedimento oficial (AOAC, 1995; Mills & Jones Junior, 1996):
0,25 g (base seca) de planta seca e peneirada foram queimados, recuperados
em 5,0 mL de 1,0 mol L de HCl e diluidos 5 vezes com 4gua, apresentando
concentragio final aproximada de 0,2 mol L' de HCI, sendo esta a concentra-
¢do utilizada no fluxo transportador C (Fig.1).

Considerando-se os teores esperados de zinco, cobre, manganés, ferro,
cilcio, magnésio e fésforo dos digeridos (Mills & Jones Junior, 1996),
‘'solugdes-padro mistas foram preparadas em 0,2 mol L' de HCl contendo:
0,00-2,00mgL1deZn;0,00-2,00mgL!de ‘Cu; 0,00-2,00mgL"' de Mn;
0,0-10,0 mg L' de Fe; 0,0‘- 10,0mg L' de Mg; 0,0- 16,0 mg L' de P-P04
€ 0,0-40,0 mg L' de Ca.

As solugdes-estoque foram de 1000,0 mg L' de Zn, Cu, Fe ou Ca (com
base em ZnSO,, CuC12, FeC13.2H20 e CaCOs, em HCl); e de 250,0mg L' de
Mg e P (MgSO,.7H,0 e KH,PO,).
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Determinacdo de ferro:
R, (Fig. 1): solugdo 2,0% (m/v) de 4cido ascérbico preparada diariamente e
estocada em frasco escuro;
R solﬁgio 2,0 mol L! de acetato de amdnio mais 0,25 % (m/v) 1,10 o-
fenantrolina (fen), preparada a partir da solubilizacao de 15,42 g de NH,CH,CO,
+0,25 g de fen em 100 mL de dgua;
R,: dgua.

Determinacdo de cobre:
R;: solugdo 0,10 mol L' de tiossulfato de sédio, preparada a partir da
solubilizacdode 2,48 g de NastO3 em 100 mL de 4gua;
R,: dgua; |
R,: solugdo 0,05 mol L' de sulfato férrico, preparada a partir da solubilizagio
de 1,35 g de FeCl,.2H,0 em 100 mL de 4gua.

Determinacao de zinco:
R,: solugdo 2,0% (m/v) de 4cido ascérbico, preparada diariamente € estocada
em frasco escuro;
R,: solugdo 0,5 mol Llde NazB 4O7 +0,7 mol L' de NaOH + 0,5 % (m/v) de
KCN, preparada a partir da solubiliza¢io de 2,80 g de NaOH + 0,5 g de
KCN + 10,1 g de Na,B,0O, em aproximadamente 80 mL de 4gua quente sob
agitacdo, pH ajustado para 9,4 (2,0 mol L' de NaOH ou 6,0 mol L'! de HCI)
e volume completado para 100 mL com 4gua;
R,: solugdo 0,04% (m/v) de Zincon (2-carboxi-2’-hidroxi-5’-
sulfoformazilbenzeno) + 0,37% (m/v) de formaldeido, preparada pela
solubilizagdo de 0,04 g de Zincon e 1,0 mL de solugio estoque 37% (m/v) de
formaldeido padronizado (Merck, 1996).
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Determinacdo de manganés:.
R,: solugdo 2,0% (m/v) de dcido ascérbico,

R,: solugdo 2,0 mol L' de NaOH + 3,0% (m/v) de KCN, dissolvidos em
agua;

R.: solu¢do 0,5 mol L' de formaldoxima, preparada pela solubilizacdo de 7,0 g
de cloreto de hidroxilamina + 3,0 mL de formaldeido 37% (m/v), em 100 mL

de 4gua.
Determinacéo de célcio:
R;: solugfio 0,5 mol L de NaOH + 3,0% (m/v) de KCN;

R, solucdo tampﬁo (0,5mol L' de NH3/NH 4 pH 10,5)-26,7 gde NH 4Cl +
20,0 g de NaOH em ca 800 mL de 4gua, pH ajustado para 10,5 e volume
completado para 1000 mL com dgua;

R,: solugdo 0,01% (m/v) de o-chresolftaleina complexona (CPC) + oxina
0,2% (m/v), preparada pela dissolugdo de 0,002 g de CPC e 0,4 g de oxinaem

2,0 ml de 5,0 mol L' de HC e o volume completado para 200 mL com 4gua.
Determinacdo de magnésio:
R : solugdo 0,5 mol L' de NaOH + 3,0 % (m/v) de KCN;

R,: solugdo tampdo (0,5 mol L' de NH,/NH,, pH 10,5) +4,5 103 mol L' de
4cido bis(aminoetil)glicoeter- N,N,N” N -tetraacético (EGTA) + 5,0 10> mol
L' de BaCl,.2H,0, preparada pela solubilizagio de 20,0 g de NaOH +26,7 g
de NH,Cl+ 1,21 gde BaCl,2H,0+ 1,71 gde EGTA em 1000 mL de dgua;
R,: solugdo 0,03% (m/v) de CPC.
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Determinacao de fésforo:
R,: 4gua;
R,: solug@o 1,6% (m/v) de molibdato de amdnio, preparada pela dissolugéo de
16,0 g de (NH,) Mo, O,,.4H,0 em aproximadamente 800 mL de 4gua quente
e o volume completado para 1000 mL com 4gua;
R,: solugdo 0,08% (m/v) de metavanadato de aménio, preparada pela dissolu-
¢do de 0,80 g de (NH,)VO, em dgua quente, adicionados de 112,0 mL de

HNO, conc. e 0 volume completado para 1000 mL com 4gua.

2. Sistema Polivalente por Injecido em Fluxo

O sistema por inje¢cdo em fluxo consiste de uma bomba peristéltica com
oito canais e tubos de Tygon® para bombeamento, um injetor-comutador de
acrilico do tipo 1:3 (Reis et al., 1980), um espectrofotdmetro VIS com célula
de fluxo (volume interno ca 80 uL, caminho 6tico de 12 mm) e um registrador
potenciométrico. As conexdes foram feitas por meio de confluéncias e tubos de
polietileno (0,8 mm d.i.).

O diagrama de fluxos é mostrado na Fig. 1. O comprimento da algade
amostragem L, por meio da qual a amostra é aspirada (4,0 mL min™), é de 50
cm (ca 250uL) paraFe, Cu,ZneMn, 20cm (ca 100uL) paraP e Mg, e 10
cm (ca 50 pL) para determinagdo de Ca. Apés a introdugdo da amostra, o
injetor-comutador € deslocado de posiggo (Fig. 1) e a aliciuota da amostra

selecionada € introduzida no fluxo transportador (4,0 mL min'). A zona de
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amostra estabelecida recebe os reagentes R, R, € R, (1,0 mL min™), passa
pelas bobinas B , B, e B, (30, 50 € 300 cm) e alcanga a unidade de detecg@o.
A passagem da amostra processada através da célula de fluxo resultaem um
sinal transiente proporcional a concentrac¢do do analito contido na amostra,
monitorado no comprimento de onda adequado (Tabela 1). Apds o registro do
sinal analitico, o injetor-comutador retorna a posi¢ao inicial, para que nova

aliquota da amostra seja introduzida no fluxo transportador.

Figura 1. Sistema polivalente por injecdo em fluxo. IC - injetor-
comutador, A - amostra; L - alga de amostragem; C - fluxo transporta-
dor (4,0 mL min"); R, R,, R, - reagentes (1,0 mL min"); B, B,, B, g
bobinas de reagédo (30, 50 e 200 cm); A - detector; D - descarte. Linha
pontilhada - posi¢@o alternativa do IC com a movimentagdo da porgdo
central, setas - dire¢ao de bombeamento. Outras indica¢Ges sobre as

dimensdes do sistema encontram-se na Tabela 1.
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3. Procedimento

O comprimento das bobinas e a razao entre o fluxo transportador e os
fluxos confluentes foram experimentalmente definidos de modo a proporciona-
rem boas condi¢des de mistura em todos os procedimentos adotados. Os
comprimentos selecionados para as algas de amostragem, que representam o
volume de amostra introduzido, encontram-se definidos na Tabela 1.

Apés defini¢do das caracteristicas fisicas do sistema, as caracteristicas
analiticas de todos os procedimentos foram avaliadas, com a utilizago de
material de referéncia certificado e por comparagio com outra técnica analitica
(espectrometria de absor¢ao atémica). O sistema foi submetido e aprovado
para publica¢do em revistas cientificas (Nogueira et al., 1997; Silva et al.,
1998) e.implantado em linha de rotina no Laboratério de Nutrigio Animal da

Embrapa Pecudria Sudeste, em Sao Carlos, SP.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

1. Aspectos especificos dos procedimentos analiticos

~ A determinag@o do ferro total foi baseada na reagao entre o Fe(I) e a o-
fenantrolina, ap4s prévia redugio do Fe (IIT) do digerido por 4cido ascérbico.
As concentragdes e as composi¢des dos reagentes, previamente definidas
(Mortatti et al., 1982), foram adaptadas ao sistema polivalente por inje¢do em
fluxo da Fig. 1, e a o-fenantrolina foi misturada com o tampdo acetato.
Devido a alta vazao do fluxo transpdrtador, aconcentracio do tampao acetato
de aménio foi de 2,0 mol L. Esta concentragio utilizada conferiu acidez
adequada ao meio para a reagdo se processar. Neste procedimento, uma
reducdo quantitativa do Fe (III) foi conseguida. Além disso, experimentos
envolvendo o uso de amostras em "situacdo de volume infinito" (Kruget al.,
1986) e parada de fluxo revelaram o total desenvolvimento da reagéo,
produzindo a ferroina colorida.

A determinagfo de cobre foi baseada no efeito catalitico dos ions
cupricos na oxidagao dos fons férricos pelo tiossulfato (Fukasawa et al., 1987).
A coloragio avermelhada do complexo intermediério [Fe(SZO3)]2‘ decresce
proporcionalmente  concentracdo de cobre do digerido. A seqiiéncia de
reagOes, apresentada abaixo, apresenta sensibilidade adequada para anélise de

plantas.
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Fe(S,0,)*

Fe* +28,0,7 &2 , "™ (rapida)
violeta
2+ 2-
Fe(S,0,)* +Fe* _a [ 2Fe _ *+5.0, (lenta)
: incolor

2Fe* +28,0,” —2"_; oFe +5,0, (lenta)

Dentre os procedimentos desenvolvidos, este foi o Gnico a explorar o
decréscimo do sinal analitico. O reagente Fe(IIT) foi introduzido apés a bobina
B,, para minimizar os desvios da linha base e para que modificagdes na
configuracdo fisica do sisterna fossem evitadas, dgua foi empregada como R,
Como compromisso entre sensibilidade analitica e linearidade da curva de
calibragdo, 0,10 mol L1 de NaIIZSZO3 e 0,05 mo‘lv L' de Fe(Ill) foram as
concentragdes fixadas para os reagentes R, € R,, respectivamente.

Formaldoxima foi eleita como reagente cromogénico para determinagio
de manganés. Em meio alcalino, ela forma uma sdlugﬁo avermelhada com os
ions Mn (II) (Giné et al., 1979). Para se evitar a interferéncia de ferro, foi
empregado cianeto de potdssio, que complexa o ferro sem afetar o sinal
analitico do complexo Mn-formaldoximé formado. A presenga da bobina B,
forga a formagao dos ciano-complexos de ferro, aumentando a agio mascarante
do KCN.

A determinag@o de zinco foi baseada na formagio do complexo azul Zn-
Zincon. Um leve meio alcalino, pH 8,5 - 9,0, foi necess4rio, pois este reagente

também reage com cobre no intervalo 5,5 - 9,5 daescala de pH (Oliveiraet al.,
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1996). Com referéncia a seletividade, potenciais interferentes foram mascara-
dos com cianeto e 0s aspectos cinéticos desta reagdo foram, ento, explorados
na determinagdo de zinco. Os ciano-complexos de zinco formados séo os
primeirbs aserem destruidos pelo formaldeido e, desse modo, os fons de Zn(II)
ficam livres para reagir com o Zincon (Koupparis & Anagnostopoulou, 1986;

Oliveiraetal., 1996; Liu et al., 1996):

M™ +xCN — [M(CN), ]*™" (rapida)
[[M(CN),1*™" + xHCHO — M™ +xCH _(OH)CN +xOH~ (lenta)
[Zn(CN),]*” + 4HCHO — Zn** +4CH, (OH)CN +40H"
Zn* +Zincon >  complexo azul
Dentro da bobina B, (Fig. 1), o zinco € os outros metais formam
prontamente os ciano-complexos em pH 9,0. O Fe(IIIl) e o Cu(II) foram
previamente reduzidos na bobina B,, porque a estabilidade dos ciano-comple-
xos de Fe(II) e Cu(I) € superior a dos ciano-complexos formados com as
respectivas formas oxidadas. Dentro da bobina B,, os ciano-complexos de
zinco foram destruidos pelo formaldeido, ficando os {ons de Zn(II) livres para
reagir com o Zincon. A concentragio de trabalho ideal para o formaldeido foi
fixadaem0,37% (v/v).
O reagente cromogénico para as determinagdes de calcio e magnésio foi a
CPC, ap6s adi¢do de EGTA ou oxina e solugdo tampdo adequada para
melhoria na seletividade (Nogueira et al., 1996). O sistema tampao foi

escolhido para manter o pH do meio em torno de 10,5. Como compromisso
21



entre seletividade, estabilidade do sistema e ruido da linha base, foi decidido
adicionar hidréxido de s6dio como reagente R. No entanto, a principal
melhoria em sensibilidade e seletividade foi conseguida pela adigao de fons
bario ao reagente R,. A constante de estabilidade condicional do complexo
Ba-EGTA (log, X =8,4) estd entre a dos complexos Ca-EGTA (log X =
11) e Mg-EGTA (logMgX = 5,4) formados (Wada et al., 1983). Desse
modo, apds a adi¢o de bario a formagio do complexo Mg-EGTA foi evitada,
melhorando-se a sensibilidade, como pode ser deduzido das equagées:

y =0,00992 x - 2,22 .10", r = 0,995, n = 7 (sem bario)

y =0,0367 x - 0,0165,r=0,997,n =7 (com bdrio).

A presenca de ferro em concentragdes superiores a 10,0 mg L' conduz a
redugo pronunciada do sinal analitico do magnésio. Para minimizar este efeito,
a adigéo de 3,0% (m/v) de KCN ao reagente R, foi testada, e verificou-se a
.supressio da interferéncia do ferro quando o comprimento da bobina de
reagdo B, foi igual a 50 cm. Como a adig3o desta bobina ao caminho analitico
ndo afetou o desempenho dos outros procedimentos, decidiu-se adicionar uma
bobina de 50 cm entre os reagentes R, € R, e nesta situago a concentragdo de
ferro tolerada foi de aproximadamente 50,0 mg L.

A determinago do fésforo foi baseada na metodologia oficial (AOAC,
1995). Em meio 4cido, o fésforo reage com os fons do reagente R, para

formar um complexo amarelo. Essa reagio apresenta sensibilidade e seletividade
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adequadas para andlises de plantas.

2. Avaliacao do efeito de interferentes

O uso de solugdes-padrao mistas aumenta a versatilidade do sistema
polivalente, porque somente um conjunto de solugées para andlise de sete
nutrientes € empregado. Estudos realizados demonstraram que os elementos
ndo interferem entre si.

O sinal analitico foi pouco afetado pela presenca de elementos potencial-
mente interferentes como Al, Nae K. A adi¢do de 200,0 mg NaL’; 200,0 mg K
L'e5,0mg AlL! emumamistura (6,0mgFeL"; 1,5mg CuL"; 1,5mgMn
L' 1,5 mg Zn L, 40,0 mg Ca L'; 10,0 mg Mg L' e 16,0 mg P L7,
respecﬁvamente) apresentou como resultado interferéncia positiva na determi-
nacao de Ca e Mg, devido aadicdode Na (+4,6e+0,6%)eK (+2,2¢e+
3,5%) e interferéncias na determinag@o de Zn respectivamente, positiva,
devido. aadicdo de Al (+2,3%) e negativa, devido a adi¢do de K (- 2,3%).

Variagdes na acidez da amostra (70% ou 130% de 0,2 mol L't HCI) e/ou
adi¢@o de sulfato, Ni, Mo, Co e B (em niveis acima dos esperados para o
digerido), ndo provocaram modificagdes considerdveis no sinal analitico.
Considerando que os valores das concentragdes estudadas de Na, K e Al
estavam acima dos valores esperados para os digeridos (levando em conta os
niveis normalmente encontrados em materiais vegetais (Mills & Jones Junior,

1996) e o procedimento de preparo da amostra), o sistema polivalente
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proposto € aplicével a andlises em larga escala sem restri¢cdes.

3. Aplicagoes Analiticas

Apbs o estabelecimento das concentragdes e dos volumes injetados, o
sistemna foi aplicado a amostras reais. Alta precisdo nas medidas de altura de
pico foram registradas. A precisdo foi avaliadaem termos do desvio-padrao
relativo dos resultados apds o processamento de 10 amostras tipicas. Os
desvios padrio relativos, foram: 2,1%, Fe; 1,0%, Cu; 2,2%, Mn; 4,3%, Zn;
1,0%, Ca; 0,6%, Mg; e 3,5%, P. Os limites de detecgdo fofam determinados
em 0,09 mgFeL';0,24 mg CuL"'; 0,09 mgMnL*;,0,17mgZnL";1,5mgCa
L' 0,21 mg Mn L; e 0,68 mg P-PO . L. A freqiiéncia analitica foi
determinadaem 83 h! parao P, 90 h! para o Cu; 120 h™! para 0 Zn, e em torno
de 150 h'! para Mn, Ca e Mg, sendo que os diferentes valores encontrados s&o
devidos as variagdes no tempo de residéncia médio, que dependem da
velocidade de formagdo (ou enfraduecimento) da cor. Resultados precisos
foram obtidos, como confirmado na andlise do material de referéncia certifica-
do. Para algumas amostras, os resultados foram comparados com os obtidos
por espectrometria de absor¢do atdmica (Welz, 1985) (Tabelas 2e3)e,
ap6s comparagdo de médias pela aplicagdo do teste-t, nenhuma diferenga
significativa entre os métodos foi encontrada ao nivel de 5% de probabilidade.
Pequenas variagdes nos coeficientes das equagdes das curvas de calibragdo

(normalmente < 3%) foram observados ap6s periodo de 4 horas de trabalho.
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Quando o sistema polivalente proposto foi aplicado a anélises em larga escala,
nao foram notados maiores problemas, enfatizando a simplicidade, a robustez e

a versatilidade inerente ao sistema de analise em fluxo.
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