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Cilindros contendo gases pressurizados sob concentracdes
definidas sdo muito importantes em estudos de fisiologia e
também para a afericdo de diferentes tipos de
instrumentos. O cromatdgrafo a gas, por exemplo, pode ser
equipado com detector de condutividade térmica, que em
tese pode medir qualquer componente gasoso, com
sensibilidade relativamente baixa de algumas partes por
milhdo, e que tem sido utilizado, por exemplo, para
medicdes de consumo de O, e de evolucao de CO, no
processo respiratério. Outro sensor, de aplicacdo menos
geral, porém cerca de 1000 vezes mais sensivel é o de
ionizacdo de chama, que é utilizado para detectar a
separacdo de cargas elétricas de substancias que queimam
na presenca de oxigénio como ocorre com as substancias
organicas. O detector de ionizacdao de chama tem sido
particularmente importante nos estudos da fisiologia do
hormonio vegetal denominado etileno, que influi na
organogese das plantas e é denominado de horménio de
amadurecimento. Por operar com linearidade extrema em
uma ampla faixa de concentracdes, cromatégrafos a gas
equipados com estes detectores podem ser calibrados
utilizando-se apenas uma concentracdo de padrdo, o que é
muito conveniente.

Esta concentracdo, no entanto, deve ser relativamente
elevada, para que este sinal de referéncia seja medido com
boa precisao. Este aspecto torna a afericdo do
cromatdgrafo a gds com amostras de padrao retirado de
cilindros pressurizados muito pratica e concentracdes da
ordem 4 mL L para CO,, medido por condutividade
térmica, e de 100 L L para o etileno, medido por ionizac&o
de chama podem ser tomados como valores de referéncia
interessantes tendo-se em vista medicdes de evolucédo CO,
produzido na respiracado e de evolucéo de etileno gerado
durante o amadurecimento das frutas.

Para anélises cromatograficas, via de regra, as misturas sao
adquiridas de empresas de gases industriais.
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Contudo, quando se quer mais flexibilidade de uso, o
preparo de misturas gasosas pressurizadas pode ser feito
no préprio laboratério, seja para a afericdo de instrumentos
seja para estudos biolégicos envolvendo metabdlitos,
reguladores de crescimento ou defensivos gasosos.

Os métodos para a producao de misturas de gases podem
ser classificados como estaticos quando utilizam
contentores aos quais sao adicionados quantidades
conhecidas de gases ou dindmicos quando os gases séo
misturados de maneira continua (CARDOSO e PITOMBO,
1989). Dentre os métodos de preparacdo de misturas gases
estaticos e sem pressurizacao, pode-se citar o método
descrito por Johnson e Caldas (1984) para misturar CO, e
ar com vistas a aferir um analisador infravermelho utilizado
em estudos de ecofisiologia. Dentre os métodos estaticos
que fazem uso de cilindros pressurizados é pratico o
método de Saltveit e Dilley (1977), que é voltado para o
preparo de grandes quantidades de gases que sao
necessarios para se fazer estudos de atmosfera controlada
em frutas e hortalicas. Dentre os variados tipos de métodos
dinamicos em biologia sdo particularmente comuns os usos
de misturadores com multiplas saidas, como o denominado
“fluxcentro” (CALBO, 1989), cuja principal aplicacdo tem
sido no preparo de atmosferas controladas com reduzidos
niveis de O, e/ou com elevadas concentracdes de CO,
aplicadas em estudos que visam aumentar a conservacao
de frutas e hortalicas.

Tendo em vista facilitar o uso de misturas gasosas Uteis
para a calibracao de detectores de gases; como o de
condutividade térmica, o de ionizacao de chama, o
infravermelho e o detector paramagnético; e também para o
estudo de diferentes aspectos de biologia, o objetivo deste
trabalho é descrever um método estatico simples que
possibilite flexibilidade na preparacdo de misturas contendo
diluicdes de CO,, de etileno e de outras substancias em
cilindros de alta pressao, baseado em uma adaptacao do
método descrito por Saltveit e Dilley (1977).

1Engenharia Agronémica, Ph. D., Pesquisador, Embrapa Instrumentagdo, Rua XV de novembro, 1452, CEP.: 13560-970, S&o Carlos, SP. adonai@cnpdia.embrapa.br
2Engenharia Agronémica, Estudante de Mestrado da Faculdade de Engenharia Agricola, Universidade Estadual de Campinas,

Av. Candido Rondon, 501, CEP.: 13083-875, Campinas, SP. polianaspricigo@yahoo.com.br.
sEngenharia Agronémica, D. Sc., Pesquisador, Embrapa Instrumentacéo, Rua XV de novembro, 1452, CEP.: 13560-970, S&o Carlos, SP. marcosferreira@cnpdia.embrapa.br

Em@a



Diluicées em cilindros pressurizados para aplicacées bioldgicas: CO, e etileno

Diluicdo de CO, e etileno em cilindros pressurizados

Em condicbes isotérmicas, para gases que se comportam
como se fossem gases ideais nas condicdes de preparo,
tem-se que:
P,=P,+P, equacao 1
Onde P; é a presséao total no cilindro de diluicao, P, é a
pressao ajustada no mandémetro do regulador de pressao

no cilindro de diluicdo, que também pode ser denominado
de cilindro de padrédo e P, é a pressdao barométrica local.

Assim, neste cilindro, apés a introducdo de um pequeno
volume V., de gés padrdao medido na pressao barométrica
(P,) a concentracao do componente misturado (C.), em
fracdo molar ou como razao entre os volumes dos
componentes, apds a adicao do gas diluente, N,, por
exemplo, que eleve a pressao até uma leitura P, é
representada pela expressao:

C.=V.P, /(P V) equacao 2

Onde V, é o volume do cilindro de diluicao.

Com as equacdes 1 e 2 calcula-se quanto de um
componente deve ser adicionado ao cilindro de diluicao
com volume conhecido (V,) para produzir a concentragao
especificada a uma dada pressao de ajuste (P,). Na Tabela
1 ilustram-se os valores destas varidveis envolvida no
preparo de um cilindro com 100 pL L” de etileno e 4,34
mL L de CO,. Conseqilientemente a Tabela 1 pode ser
tomada como exemplo para o célculo e o preparo de
outras misturas gasosas, com estes, ou com outros
gases.

Tabela 1: Concentracdes CO, e de etileno obtidas em um
cilindro de diluicédo (fig. 1 e 3) com volume V, = 7,1 L.
Neste exemplo, as equacdes 1 e 2 sdo utilizadas sob
temperatura ambiente aproximadamente constante e sob
uma a pressao barométrica local P, de 0,92 kgf cm™.

Volume V¢ do gds Pressdo de N Pressdo total Pr Concentragdo Cc

adicionado (Pv) ajustada no ou final (eq. 1) do gas diluido (eq.
mandmetro 2)

10,00 bar

10,00 bar

Gas  adicionado
para a diluigéo

434mL LT
100 uL L7

366 mL
8,43 mL

10,92 bar
10,92 bar

CO

etileno

Para a calibracao de cromatdgrafo a gas os volumes, as
concentracdes e as pressoes sugeridas na Tabela 1 sdo
préximos daqueles que historicamente tém sido utilizados
em laboratérios de pds-colheita. Consequentemente, o
leitor podera utilizar pequenos cilindros de aco comerciais
utilizados para acondicionar O, e N,, cujo volume, em
litros, vem gravado em baixo relevo. O volume nominal
dos cilindros disponiveis varia de acordo com o fabricante,
varia também a pressao barométrica (P,) de acordo com a
localizacdo geogréfica e altitude de cada laboratério. Os
cilindros utilizados nestas diluicoes devem estar com os
seus testes de resisténcia em dia e adicionalmente devem
ser de propriedade do usudrio. As pressdes de trabalho do
exemplo (Tabela 1) sdo muito menores do que as
pressdoes nominais dos gases que sdao comercializados
nestes cilindros o que garante plena seguranca dos
procedimentos, de uma maneira inclusive muito mais
estrita do que aquela recomendada no método de Saltveit
e Dilley (1977).

Cilindro pressurizado com concentracdo de CO, definida

Amostragem de gases de referéncia para afericdo de
sensores

Héa alguns procedimentos, varidveis de acordo com a
instrumentacao utilizada, para a coleta de amostra de
gases com concentracao conhecida para uso em
calibracao. Dentre estes o que tem sido mais
frequentemente utilizado é a coleta de amostras gasosas
em seringa hipodérmica de 1,0 mL, a partir de cilindro
com gas diluido, pressurizado e provido de um sistema
com valvula de agulha e septo de silicone, ou sistema de
vélvula de agulha e tubo capilar flexivel, conforme é
apresentado em vista geral na Figura 1. O detalhamento
de como pode ser preso o septo de silicone e o capilar
para estas coletas de amostra sdo o objeto da Figura 2.

Para amostragem do gés neste sistema as vélvulas 2 e 10
(Figuras 1 e 2) estao inicialmente fechadas e o
procedimento de coleta é iniciado abrindo-se,
completamente, a valvula 2, do cilindro, e fechando-a
logo em seguida. A coleta da amostra do gas de
referéncia é feita entdo com uma seringa hipodérmica,
enquanto a valvula de agulha (10) é aberta lentamente,
de modo a fazer com que a pressao do gas empurre o
embolo da seringa progressivamente para tras, até que o
volume supere ligeiramente o valor de 1,0 mL. A seringa
é, entdo, retirada, o excesso de gas é expulso enquanto o
volume é reduzido para exatamente 1,0mL e na
seqliéncia, rapidamente, se faz injecao deste conteudo
para obter a leitura de referéncia.
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Figura 1: Procedimento para preparo de cilindro de alta
pressao contendo CO, diluido. A) evacuacao do cilindro
de transferéncia de CO, e evacuacéao do cilindro de
diluicdo, com bomba de vacuo; B) enchimento do cilindro
de transferéncia com CO, a partir de um cilindro de CO,
sob alta pressao; C) adicdo de CO, ao cilindro de diluicao
previamente evacuado; D) diluicdo do CO, adicionado
mediante adicdo de gas inerte (N,) até a pressao de 10
kgf.cm? ao cilindro de diluicdo; E) coleta de uma amostra
do padrdao com seringa hipodérmica de 1 mL.
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O procedimento ilustrado trata da preparacao de um
cilindro contendo CO,. A preparacao pode ser feita com
facilidade, porém para se evitar erros ha também que se
tomar alguns cuidados adicionais: a) ap6s acoplar a
vélvula 10 ao cilindro, no primeiro uso, o ar contido entre
as valvulas 2 e 10 (Figura 1) precisa ser substituido pela
mistura de referéncia e para isto, comecando, com as
vélvulas 2 e 10 fechadas, abre-se completamente a
vélvula 2, do cilindro de diluicdao, que é fechada logo na
seqliéncia, e depois abre-se a vélvula 2 para deixar o gas
escapar pelo tubo capilar. No sistema de septo, afrouxa-se
a porca que prende o septo para se fazer esta
despressurizacdo. b) Nas coletas o gas contido na primeira
amostra deve ser descartado, visto que a entrada de ar
entre a valvula 10 e o septo ou entre a valvula 10 e o
capilar ocorre com relativa rapidez. c) Apds as coletas de
amostra deve-se fechar bem as vélvulas 2 e 10. Um
cilindro com gases de referéncia de 7,1 L litros e com
pressao inicial de 10 bar, contendo concentracdes
conhecidas de CO, e de etileno, como as ilustradas na
Tabela 1, possibilita a coleta de centenas de amostras, o
que pode representar uma duracao de alguns anos.

|
%
10 15 /12
T,
14 10- valvula de agulha
11- tubo capilar para
| | conectar a agulha da
—>10 13 seringa
12- seringa
. 2 13- anilha plastica para
vedacao
rJ\14 14- porca curta

15- septo de silicone

Figura 2:- Detalhe do sistema com vélvula septo e anilha
plastica no topo e do sistema de valvula e tubo capilar
para coleta de amostras de géas diluido na base.

Cilindros com pequenas pressdes contendo concentracoes
conhecidas de CO, e etileno, como ilustrado na Tabela 1,
podem ser preparados no laboratério. Para isto basta que
se tenha disponibilidade dos cilindros, das valvulas e das
conexoes ilustradas nas Figuras 1 e 4. O procedimento
detalhado abaixo de fato é muito simples e em poucas
palavras envolve a evacuacao do cilindro de diluicédo, a
adicao de um volume conhecido de CO, e de etileno ao
cilindro e a diluicdo destes gases, que é feita mediante a
adicdo N, ao cilindro de diluicao até uma presséao
especificada.

De uma forma detalhada o procedimento comeca com a
evacuacao do cilindro de transferéncia de CO, e a
evacuacao do cilindro de diluicao, com bomba de vacuo
(Figura 1). Para isto, conecta-se o cilindro de diluicdo a
bomba a vacuo e aplica-se vacuo para a retirada dos
gases contidos no cilindro de diluicao e repete-se o
mesmo procedimento de evacuacao no cilindro de
transferéncia.

A seguir adiciona-se CO, ao cilindro de transferéncia a
partir de um cilindro com CO, puro. Para isto, o cilindro de

transferéncia, sob vacuo, é conectado a um cilindro de
CO, comercial (Figura 1) com auxilio de uma vélvula de
ajuste de pressao de duplo estdgio com mandmetro.
Abre-se a vélvula do cilindro de CO, e, na vélvula de
duplo estégio, aumenta-se a pressdo até 3 kgf.cm”. Feita
esta regulagem, abre-se a valvula do cilindro de
transferéncia, a pressao reduz-se no inicio, e por isto
precisa-se esperar até que a pressao de CO, suba e volte
para o valor regulado de 3 kgf.cm®. A vélvula do cilindro
de CO, é entdo fechada, para na seqiéncia o cilindro de
transferéncia ser aberto, durante alguns instantes, para
que deste modo a pressdo do CO, no seu interior seja
diminuida para o valor da pressao barométrica local.

O volume V, de CO, puro, contido na pressao barométrica
local (P,), é entao transferido para o cilindro de diluicao
(Figura 1), previamente evacuado. Para isto, conecta-se o
cilindro de transferéncia ao cilindro de diluicdo e abrem-se
as valvulas nos dois cilindros, por um curto intervalo de
tempo (minutos). O equilibrio de pressao ocorre
rapidamente e faz com que a maior parte do CO, contido
no cilindro de transferéncia movimente-se para o cilindro
de diluicdo, cujo volume é muito maior (Tabela 1). A
vélvula do cilindro de diluicdo é fechada, e na seqliéncia a
vélvula do cilindro de transferéncia é aberta para o ar e
fechada novamente. Procede-se, entdo, a uma segunda
transferéncia, o que assegura que a maior parte do CO,
ainda remanescente no cilindro de transferéncia seja
também transferida, juntamente com o ar adicionado.
Fechando-se a valvula do cilindro de diluicao conclui-se a
adicao do componente gasoso principal.

A concentracéo final de CO, é entdo ajustada mediante a
diluicdo com gés inerte, N,, por exemplo, que é
adicionado até uma pressao especificada. Esta operacéao é
feita ap6s conectar-se o cilindro de diluicdo ao regulador
de pressao de duplo estadgio e com mandmetro de um
cilindro de N, (Figura 1). Para isto, primeiro abre-se a
vélvula do cilindro de N, e aumenta-se a pressao no
mandémetro do cilindro de gés inerte, por exemplo, até 10
kgf.cm?(P,) e a seguir abre-se a vélvula do cilindro de
diluicdo. Verifica-se um decréscimo inicial da pressao, que
paulatinamente volta para o valor ajustado (P,). Os
cilindros sao entao fechados e desconectados.

Logo apéds este procedimento os gases no cilindro de
diluicdo ainda nao estado perfeitamente misturados, apesar
da turbuléncia provocada pela adicdo do N, ao cilindro.
Por isto, antes de adicionar a conexdo de amostragem de
gases ao cilindro de diluicdo (Figuras 1 e 2) é necessario
esperar pelo menos 24 horas, até que a difusdo somada
as movimentacgoes internas do gas, causadas por
pequenas variacoes térmicas, completem a necessaria
homogeneizacao da mistura gasosa.

Cilindro pressurizado com concentracdo de etileno
definida

O etileno é um hormonio vegetal gasoso que atua em
concentracoes reduzidas e frequentemente inferiores a
1uL L. Assim, para a preparacdo de diluicdes de etileno
para aplicacdes bioldégicas ou para a afericao de
instrumentos é necessario um diminuto volume deste gés
puro. Estas pequenas quantidades de etileno puro para
serem adicionadas a um cilindro de diluicdo podem ser
liberadas com auxilio de um pequeno reator quimico, no
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qual o acido 2-cloroetilfosfénico é decomposto em meio
alcalino, conforme é ilustrado na Figura 3. A forma mais
simples de obter o 4cido 2-cloroetilfosfonico é através do
produto comercial denominado ethrel, que possui o nome
comum ethephon (CUNHA, 2005) e é utilizado como
regulador de crescimento e acelerador de amadurecimento
em varias culturas.

O reator ilustrado na Figura 3 foi preparado ligando-se um
erlenmeyer de 250 mL e um frasco de vidro de 500 ml por
meio de um tubo de silicone firmemente inserido nos
orificios, que foram perfurados na base de cada um destes
recipientes.

A rolha encaixada no erlenmeyer contem um primeiro tubo
capilar plastico que se estende até o fundo e um segundo
tubo capilar plastico que foi cortado ao nivel da base da
rolha. O primeiro capilar é utilizado para a introducéo do
ethrel no reator (que ja devera estar previamente cheio
com solucao concentrada de NaOH), com uma seringa de
10 mL, enquanto o segundo tubo é utilizado para a
retirada do gés etileno com uma seringa de volume
apropriado, tipicamente de 10 mL. A decomposicédo do
acido 2-cloroetilfosfonico ocorre com a formacéao de
acido fosfoérico, etileno e cloreto (equacao 3).

C,H,PO.CI + OH ——> C,H, + H,PO, + CI' equacédo 3
Esta decomposicao do acido 2-cloroetilfosfénico em meio
alcalino causa uma lenta evolucéo de etileno, razao pela
qual esta reacao é (til para aplicacdes agrondémicas do
hormonio etileno no campo, mediante a aplicacao do
ethrel como um regulador de crescimento. O acido
2—cloroetilfosfonico é uma substancia estavel em meio
acido, sob pH menor que 4, mas que se decompdem,
lentamente, na planta, ou em solugcao, sempre que
expostas a meios com pH mais elevado.

16- frasco com solugéo alcalina de NaOH
17- seringa com solugao de ethrell

18- tubo flexivel

19- frasco com agua

20- tubo para introduzir ethrell
21- bolha com gas etileno

22- etileno acumulado

23- rolha
22 24- capilar flexivel
25- seringa para coletar etileno
19
N
18

Figura 3: Producdo do gés etileno a partir da degradacéao
do ethepon (acido 2-cloroetilfosfonico) em meio alcalino.

Para a liberacao de etileno, o reator da Figura 3 é
colocado no interior de uma bandeja plastica, adiciona-se
cerca de 20 gramas de hidréxido de sédio em pastilhas ao
erlenmeyer (1), adiciona-se agua ao frasco (4), até que o
erlenmeyer (1) esteja praticamente cheio. A seguir, fecha-
se firmemente o erlenmeyer com a rolha (8), tendo-se o
cuidado de nao deixar bolhas o ar no topo. Para maior
seguranca adiciona-se um pouco mais de agua no frasco
(4) para que o etileno produzido seja mantido sempre sob
pressao positiva. Na seqtiéncia, com a seringa (2) aplica-
se lentamente cerca de 10 mL de ethrel ao erlenmeyer (1).
Dentro de um intervalo de tempo, 10 a 30 minutos, o
etileno, formado como pequenas bolhas, se acumulara no

topo do erlenmeyer em quantidade que deve ser bem
maior do que aquela que sera coletada com a seringa (2),
para ser introduzida no cilindro de diluicao.

A formacao lenta do etileno a partir do ethrel torna o
reator aqui descrito seguro, visto que prove tempo para
que a agua retorne para o frasco (4), lentamente, em
condicdo de quase equilibrio, conforme o etileno é
produzido. Adicionalmente, o acido 2—cloroetilfosfonico
tem baixa toxicidade e o gés etileno, aqui produzido em
quantidades diminutas, é inécuo para o homem. O etileno
em concentracdes da ordem de 12% possui efeito
anestésico, que atualmente nao é aproveitado pelo fato
de que o etileno é explosivo quando misturado com o ar
em proporcoes superiores a 13%. O reator aqui descrito é
muito similar aquele que foi utilizado por Johnson e
Caldas (1984) para produzir CO, aplicando bicarbonato a
uma solucao de acido sulfurico, um sistema no qual a
formacao de géas ocorre de maneira usualmente mais
rapida do que a evolucao de etileno a partir do ethephon
em meio alcalino, aqui descrita.

O procedimento de diluicdo do etileno é ainda mais
simples do que aquele ja descrito para a diluicdo do CO, e
por esta razao a descricao adicional é apenas aquela
contida na Figura 4, onde os principais passos podem ser
seguidos com facilidade. A ilustracao desta diluicdo
(Figura 4) serve nao apenas para o etileno, mas também
para outros gases como o brometo de metila, a fosfina e
o 1-MCP dentre outras substancias com interessantes
aplicacdes biolégicas, quando aplicadas em
concentracoes da ordem de algumas partes por milhao,
em volume. Estes e alguns outros gases com relevante
acao bioldégica podem ser preparados em reatores
quimicos simples assemelhados ao reator descrito a
seguir para a liberacao do etileno puro.
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Figura 4: Procedimento para preparo de cilindro de alta
pressao contendo etileno diluido. A) evacuacao do cilindro
de diluicdo com bomba de vacuo. B) adicdo de etileno ao
cilindro de diluicdo sob vacuo com auxilio de uma seringa
de volume especificado; C) diluicdo do etileno adicionado
mediante adicdo de gas inerte (N,) até uma leitura 10
kgf.cm? de presséo no cilindro de diluicdo; D)
amostragem com seringa hipodérmica de 1 mL.



Diluicées em cilindros pressurizados para aplicacées bioldgicas: CO, e etileno

A partir dos métodos descritos acima é possivel preparar
com facilidade cilindros de gases diluidos em laboratério,
de forma segura e com concentracdes conhecidas do gas
de interesse para calibracao de sensores e utilizacao em
pesquisas. Desta forma, viabilizando a utilizacdo de
concentracoes diferentes daquelas oferecidas
comercialmente.
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