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DEVELOPMENT OF SOFTWARE TO PERFORM DATA AQUISITION AND PROCESSING IN
ROUTINE ANALYSIS EMPLOYING FLOW INJECTION SYSTEM. In this work, a software to
perform data acquisition and processing in routine analysis, employing flow injection technique
was developed. It was written in Quick BASIC 4.5 and can be run with a 386/486 microcomputer.
Employing an analog to digital interface, the microcomputer can follow the signal generated by
the spectrophotometer, verify the reproducibility of the replicates and refuse data when its varia-
tion was higher than the value previously established. Once the data had been calculated, the
analytical report was printed. The feasibility was ascertained by determining chloride in waters by
spectrophotometry. By applying paired f-test with the obtained data employing the usual flow
procedure, no significant difference at level of 95% probability was observed. Other profitable
features such as a throughput of 160 determinations per hour and a reagent consumption of 100

Hl per determination were also achieved.

Keywords: flow analysis; automatization; chloride determination.

INTRODUCAO

O processo de andlise quimica por injecdo em fluxo (FIA)
foi proposto em 1975' ¢ embora tendo completado 20 anos,
as opc¢des de automatizagdo para andlise de rotina, envolven-
do o controle da amostragem e da injecdo, a aquisi¢do de
dados e o processamento dos resultados, ainda s@o escassos e
pouco acessiveis a maioria dos analistas. Esta técnica é em-
pregada atualmente nos mais diversos ramos da quimica ana-
litica?. Apesar de sua potencialidade como uma poderosa fer-
ramenta para andlise de rotina em larga escala, devido ao
baixo custo operacional e alta produtividade®, a etapa de tra-
tamento dos dados analiticos, ainda ¢ demasiadamente moro-
sa. Em outras palavras, o operador s6 obtém os resultados,
ap6s o processamento do lote de amostras e a medigio dos
respectivos registros, o que retarda a produgio dos relatérios
de anilise.

Em geral, nas andlises quimicas com sistema FIA, o proces-
samento quimico da amostra e o registro do sinal gerado pelo
detector, ocorre em menos de 1 minuto. Porém a concentragio
do analito € calculada, apés a medi¢do manual das alturas mé-
ximas dos registros obtidos.

Tendo como objetivo melhorar o desempenho na etapa de
tratamento dos dados analiticos, foi desenvolvido um pro-
grama que possibilita efetuar a aquisi¢do de dados, proces-
sar os resultados, armazené-los e emitir o relatério de and-
lise. O programa foi escrito em linguagem Quick BASIC
4.5, e roda em microcomputadores 386/486, equipados com
uma interface de controle®. O interfaceamento permite efe-
tuar a introdugdo da amostra no percurso analitico, empre-
gando um injetor automdtico ¢ acompanhar o sinal transien-
te gerado pelo espectrofotdmetro por de um conversor analé-
gico/digital.

*Obs.: Cépia do programa serd fornecida mediante o envio de um
disquete de 3 1/2.
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DESCRICAO DO PROCESSO DE ANALISE QUIMICA
POR INJECAO EM FLUXO

Tendo como objetivo facilitar a compreensdo da estratégia
adotada para o desenvolvimento do programa, serd feita uma
descri¢do do processo de andlise quimica por inje¢do em flu-
xo (FIA).

Na figura 1 é mostrado o diagrama de fluxo de um médulo
de andlise, para efetuar a determinagdo de uma espécie quimi-
ca de interesse por espectrofotometria de absor¢io molecular.
O injetor estd na posicdo de amostragem, assim a aliquota da
amostra a ser injetada, estd sendo coletada pela alga de amos-
tragem (L). Deslocando-se a parte mdvel do injetor para a
posicdo de injecdo, a solucdio carregadora (Ca), transporta a
aliquota da amostra para o detector através da bobina de rea-
¢do (Br) e no ponto de confluéncia (X), o reagente cromogénico
¢ adicionado & amostra. Enquanto a mistura € transportada para
o detector, a reacdo quimica ocorre no interior da bobina de
reacdo (Br). As dimensdes do médulo de andlise compreenden-
do o comprimento do percurso analitico e as vazdes das solu-
¢oes do reagente e do carregador, sdo definidas em funcéo da
natureza fisico-quimica destas solugdes e da reagdo quimica
que deve ocorrer.

Durante o transporte da amostra através do percurso anali-
tico, ocorre dispersdo da mesma no carregador, em conseqiién-
cia é gerado um gradiente de concentragdo do analito. A detec-
cdo € efetuada com a amostra em movimento em relagdo ao
detector. Devido a dispersdo da amostra, o sinal gerado pelo
detector, ¢ um transiente em func@o do tempo e ndo apresenta
um estado estaciondrio para leitura. Em vista disto, em siste-
mas FIA usuais emprega-se registrador potenciométrico aco-
plado a safda analégica dos instrumentos de medidas, para re-
gistrar o sinal gerado pelo detector em fungdo do tempo e um
destes registros € mostrado na figura 2. A drea sob a curva ou
altura mdxima pode ser tomada como pardmetro de medida, para
calcular a concentragdo do analito. A determinagio da drea, com
boa precis@o, € conseguida, empregando-se um integrador ele-
tronico. E um dispositivo a mais para ser adquirido, onerando o

QUIMICA NOVA, 19(3) (1996)



Be
Ry,
A
S D
cD:aI __________ B B DET
A

Figura 1. Diagrama de fluxo do mddulo de andlise. As 3 barras re-
tangulares representam o injetor visto de cima. Ca = carregador da
amostra, solucdo de dcido nitrico 0,014 mol/L, vazdo de 3,9 ml/min;
A = amostra, vazdo de 2,0 ml/min; R = reagente, vazdo 2,0 ml/min;
Re = recuperacdo do reagente; L = al¢a de amostragem, 25 cm; Br =
bobina de reagdo, 100 cm; DET = espectrofotometro a 480 nm, D =
descarte de solugies. A bobina de rea¢do e al¢a de amostragem foram
de polietileno com didmetro interno de 0,8 mm. A superficie achurada
indica a posigdo ocupada pela parte mdvel do injetor na etapa de
injecdo. O deslocamento da parte mdvel do injetor da posi¢do de
amostragem para d de injegdo, vice-versa, € feita por um par de
solendides (poténcia = 10W), cujo acoplamento foi omitido para sim-
plificar o diagrama.
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Figura 2. Registros tipicos de um sistema FIA. A = absorbancia. Foi
usado uma solugdo padrdo contendo 10 mg/l CU. O registro da es-
querda foi tragado aumentando-se a velocidade do papel do registra-
dor potenciométrico. I = instante em que a injecdo seguinte pode ser
efetuada.

sistema de andlise. O procedimento mais elementar € menos
dispendioso para medir as alturas méximas dos registros obti-
dos com um registrador potenciométrico, € utilizando uma ré-
gua milimetrada.

A experiéncia tem demonstrado que a precisdo das medidas
depende da estabilidade geral do médulo de andlise, incluindo
as reagbes quimicas envolvidas. Esta afirmagdo é corroborada
pela literatura, onde sdo encontradas muitas propostas de méto-
dos analiticos com erro relativo menor que 1%, embora as me-
didas das alturas dos registros tenham sido feitas, empregando
um instrumento de medida tdo singelo como uma régua®.

Descricio do Software

Levando-se em conta a facilidade para localizagdo do maximo
do sinal analitico, adotou-se a média de maior valor como pari-
metro para estabelecimento do méximo. Inicialmente, sdo efetua-
das 4 leituras sequenciais (X;, X5, X3 € X4), em intervalos de
tempo de 0,05 s. Sendo o somatério (X;+ X; + X3) < (X5 + X3 +
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X,), outra leitura é efetuada. A comparagdo ¢ repetida, consi-
derando as somas (X, +X; + X3 ) e (X5 + X4 + X5). Este
procedimento deve ser repetido, até serem encontradas trés
somas sucessivas com valores decrescentes, isto é, (Xn.a+ Xi-
3+Xn.2) > (Xps+ Xp2+Xn1) > Xpa+ Xp.1+Xn), sendo n o ni-
mero de leituras efetuadas. A soma anterior a estas correspon-
de ao valor maximo do sinal transiente, a partir da qual a média
deve ser calculada. Este critério proporciona uma boa margem
de seguranga na detec¢do do méximo, pois minimiza possiveis
variacdes causadas por ruidos.

Dependendo das caracteristicas fisico-qufmicas dos reagen-
tes e da configuragdo do médulo de anélise, o branco dos pa-
drdes e amostras muito diluidas, podem nfio gerar sinal supe-
rior 2 leitura da linha de base. Tendo em vista que fato como
este pode acontecer, ao retornar de cada etapa de leitura, o
microcomputador verifica se o intervalo de tempo decorrido
ap6s a injecdo da amostra, é maior do que o estabelecido pelo
operador. Ocorrendo esta condi¢do, o programa armazena a
leitura da linha de base como dado vélido e retorna para iniciar
novo ciclo de amostragem. O fluxograma do software é mos-
trado na figura 3, o qual foi desenvolvido para trabalhar com
mddulo de andlise baseado em injetor automético.
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Figura 3. Diagrama de blocos do algoritmo do programa de controle
e aquisi¢do de dados

Quando o software € inicializado os pardmetros operacio-
nais: tempo de amostragem; tempo de injecio; tempo de espe-
ra para encerrar as leituras; nimero de padrdes e respectivas
concentracdes; nimero de repeticbes por amostra; e erro rela-
tivo aceito entre leitura do mesmo padrdo ou amostra séo re-
quisitados. Apéds estes dados serem fornecidos pelo operador,
o microcomputador executa as etapas de amostragem e de in-
jecdo, monitora o sinal gerado pelo espectrofotdmetro através
da interface analdgica/digital, detecta o0 mdximo e armazena na
memoria a leitura correspondente. Uma vez tendo completado
o nimero de repeticdes programadas, é entdo calculada a mé-
dia e o desvio padrio relativo. Sendo o erro calculado maior
do que o estabelecido pelo operador (pardmetro de entrada), o
microcomputador executa uma nova leitura, despreza a leitura
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discordante, calcula novamente a média e repete o teste de
precisdo. Esta tentativa é repetida duas vezes, mas se o erro
encontrado continuar sendo maior do que o programado, o
microcomputador interrompe o0 processo € €sCreve uma mensa-
gem de erro. Entdo, o operador deve decidir se aceita aquele
dado, se altera o valor do erro permissivel ou procura se hd
alguma falha no médulo de andlise. Este mesmo critério foi
estabelecido para os padrdes e para as amostras, tal como se
procede em sistemas FIA manuais, onde o operador através de
uma inspeg¢do visual dos registros, decide se repete as medidas
ou passa para o padrdo ou para a amostra seguinte.

Tendo completado as leituras dos padrdes, os resultados sdo
processados para estabelecer a melhor fungfo de transferéncia,
que expresse a variagio de concentragdo em fungdo da absor-
béncia. A func¢do de transferéncia pode ser traduzida como um
pollnomlo de grau menor ou igual a n-1. Assim, € aplicado o
teste do X2 para os polindmios de grau 1 até n-1. A fungio de
transferéncia é assumida como sendo aquela cujo valor do X% é
a mais préxima de zero.

Para a simplificagdo do software, o valor do ajuste propos-
to pelo método do X2 (valor medido - valor calculado) deve
ser em moédulo tdo pequeno quanto possivel. Desta forma o
valor em médulo de X? deve tender a zero. Naturalmente,
partindo dos valores de X2 a depender do niimero de graus de
liberdade, a somatéria deveria atingir um valor corresponden-
te ao nimero de pontos estabelecidos para a curva analitica,
porém isto implicaria no processo de informacéio conhecido
como look-at-table que retardaria na execugdo da rotina. As-
sim, utilizou-se a 16gica do goodness fit estabelecida através
de equacdo similar a do X2. Esta fungio serd empregada para
determinar as concentra¢gdes do analito nas amostras, a partir
dos valores de absorbincia.

O célculo da concentragdo do analito € realizado em duas
fases distintas. Primeiramente, uma das subrotinas contidas no
programa, seleciona os dois padrdes que apresentam leituras
mais préximas a da amostra, satisfazendo a seguinte condicéo,
Ly<L.<Lp4y, sendo Ly, € Ly, as leituras dos padrdes e L, a da
amostra. A finalidade desta operagdo € delimitar a faixa de
concentragdo do analito. Em seguida a concentragéo € calcula-
da, aplicando a fun¢do de transferéncia, previamente estabele-
cida a partir das leituras dos padrdes.

A medida que os dados sdo calculados, sdo organizados
para serem armazenados e/ou impressos nos relatérios, obede-
cendo o cédigo de identificagcdo estabelecido pelo operador ao
inicializar o programa.

Do ponto de vista da anédlise quimica, o parimetro de maior
interesse é a concentragdo do analito, entretanto, a andlise do
perfil do registro em funcio do tempo (peak shape), pode dar
informagdes tteis sobre a estabilidade do médulo de andlise e
também sobre a homogeneizagdo das solugdes. Considerando-
se a importincia deste fato, incluiu-se no programa subrotinas
para apresentar no monitor, as leituras do sinal gerado pelo
detector em fungdo do tempo. Isto é feito, 2 medida que o
microcomputador converte para digital, o sinal gerado pelo
espectrofotdmetro. Assim, pode ser visualizada no monitor, a
imagem relativa aos sinais transientes gerados no detector,
praticamente em tempo real.

O desempenho do software foi avaliado, procedendo a de-
terminagdo de cloreto em amostras de dguas naturais por es-
pectrofotometria, usando como meio reacional uma solugao de
Hg(SCN); na presenga de fons Fe™*

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos
Bomba peristdltica Ismatec modelo IPN-2, equipada com

tubos de Tygon com didmetros internos para vazdes nominais
de 3,9 ¢ 2,0 ml/min.
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Espectrofotdmetro Femto modelo 432, equipado com cubeta
de fluxo de 180 pl.

Microcomputador 386 equipado com interface PCL-711S da
American Advantech Co, o qual possibilita acionar o injetor ¢
efetuar a conversdo do sinal analégico para digital.

O médulo de andlise foi constituido por injetor automético®,
reator de geometria helicoidal feito com tubo de polietileno
com didmetro interno de 0,8 mm e conectores do tipo T feitos
de acrilico.

A interface PCL-7118S possui duas portas digitais de entrada
e duas de saida, conversores analdgico/digital e digital/
analégico com 12 bits de resolugio e tempo de conversdo de
25 us, 8 entradas analégicas com ganhos de 1, 2, 4, 8 ¢ 16
vezes. As entradas analdgicas e os respectivos ganhos, sdo
selecionados por software. Esta interface apresenta classifica-
¢io ISO para dispositivos eletrénicos e foi desenvolvida para
acoplamento na placa principal do microcomputador, em qual-
quer conector (slot) disponivel. A aquisi¢do desta interface
(USA U$ 290,00) ndo onera a implementagdo de um procedi-
mento automético como o que estamos propondo. Os sinais
digitais sdo fornecidos no padriao TTL, portanto sendo neces-
sdrio o emprego de uma interface intermedidria (Fig.4) para
acionar os solendides do injetor.

220V

SB

Figura 4. Esquema dua interface para acionar o injetor. Ty e T, =
transistores BC547, D, e Dy = diodos I1N4002, Re; e Re; = relés com
contatos elétricos para 10 A, SA e SB = solendides tendo curso de
tragdo de 20 mm e poténcia de 10 W.

Reagentes

Em todos experimentos foram usados reagentes de grau
analitico e dgua destilada e deionizada. A solugdo do reagente
cromogénico, 37,1 mmol/L em sulfato férrico e 1,9 mmol/L
em tiocianato de mercirio, foi preparada dissolvendo-se
0,6260g de Hg(SCN); em 150 ml de élcool etilico, adicionou-
se 4 mesma 140 ml de uma solugdo de 4cido nitrico 1,4 mol/
L. Dissolveu-se 14,850 g de Fey(SOy4); em 600 ml de dgua sob
aquecimento apés esfriar esta solugio a temperatura ambiente,
as duas foram misturadas e o volume foi completado para 1000
ml. Solugdes padrdo 0,0; 2,50; 5,00; 10,00; 15,00; e 20,00 mg/l
de cloreto em écido nitrico 0,014 mol/L, foram preparadas por
diluigdio a partir de uma solugdo estoque de 1000 mg/l. Como
flufdo carregador foi preparada uma solugdo de acido nitrico
0,014 mol/L.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O desempenho do programa foi avaliado, determinando fons
cloreto em amostras de dguas por espectrofotometria de absor-
¢do molecular, usando como reagentes Hg(SCN); na presenga
de Fe**. Este método de determmag:ao foi selecionado, consi-
derando-se que o mesmo € empregado em sistemas de andlise
quimica por injego em fluxo no CENA h4 mais de 16 anos®.
O conhecimento acumulado sobre o desempenho do método,
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facilitaria a identificag@o das falhas que poderiam ocorrer du-
rante a fase de testes do software.

Foi empregado o médulo de andlise cujo diagrama de fluxo
é mostrado na figura 1, e parte dos resultados obtidos para
avaliar o desempenho do programa proposto ¢ mostrado na
tabela 1. A comparag@o entre os resultados obtidos pelo pro-
posto e empregando a medi¢do manual dos registros, ndo apre-
sentou diferencga significativa, quando aplicado o teste-t ao
nivel de 95% de confiabilidade, para um lote de 8 amostras
com concentrages entre 4 ¢ 20 mg/l CI'\.

Tabela 1. Resultados obtidos com um sistema FIA convencio-
nal e com o sistema proposto.

Amostra FIA Convencional Método proposto
Concentragdo: mg/l Concentragdo: mg/l
1 9,21 £ 0,08 9,29 + 0,10
2 15,63 £ 0,18 15,31 £ 0,13
3 18,72 + 0,25 18,55 £ 0,22
4 5,67 £ 0,08 5,52 £ 0,09
5 7,39 + 0,06 7,42 + 0,08
6 11,50 + 0,13 11,52 + 0,13
7 3,80 + 0,05 3,85 + 0,07
8 19,41 = 0,14 19,41 £ 0,14

Obs.: As médias foram calculadas a partir de 3 leituras conse-
cutivas.

O mdédulo de andlise apresentado na figura 1, tem configu-
ragdo com o fluxo do reagente intermitente, visando diminuir o
consumo do reagente cromogénico. Em vista desta configura-
¢do, o branco sempre apresenta uma leitura maior que a da
linha de base. Para a composi¢do que usamos e com um tempo
de inje¢do de 3 s, o qual € suficiente para descarregar uma alca
de amostragem de 25 cm (125 ul), esta leitura do branco situa-
se em torno de 0,1 absorbancia. Portanto nio compromete a
faixa operacional do espectrofotdmetro empregado. A vazdo
do reagente cromogénico foi mantida em 33,3 pl/s, o que re-
sulta em um consumo de 100 ul por determinagdo, entretanto,
se fosse empregado bombeamento continuo no percurso anali-
tico, o consumo seria de 800 pl por determinagao.

O software foi desenvolvido considerando-se que a partir das
concentragdes dos padrdes e das respectivas leituras, deveria
encontrar a fungdo que apresentasse melhor ajuste, independente
da resposta ser ou n#o linear. Entdo, para testar o desempenho
do software, foi selecionado um método espectrofotométrico que
ndo apresenta resposta linear. Nenhuma modificagdo € necessa-
ria, se o método empregado apresentar resposta linear, pois o
software identificard que a fung@o de transferéncia, neste caso, é
representada por um polindmio de grau um.

O “calcanhar de Aquiles” r.os sistemas FIA € a presenca
de bolhas de ar no percurso analitico, em geral, aspiradas
durante a troca de uma amostra para outra. Mesmo para ope-
radores experientes isto pode ocorrer, e além de perder a
leitura correspondente, é preciso remové-las da cela de flu-
X0, interrompendo a injecdo da amostra. No software em
apreco, foi estabelecido como pardmetro para validar cada
leitura, que o valor da absorbincia ndo ultrapasse uma
unidade. Sempre que uma bolha de ar penetra na cela de
fluxo, produz um espalhamento de luz, tendo como resulta-
do uma leitura muito alta. Quando este valor limiar € supe-
rado, o microcomputador interrompe o processo e avisa 0
operador. Outro critério também considerado pelo software,
¢ a mudanga brusca da leitura da linha de base, que pode
ocorrer quando uma pequena bolha de ar permanece no ca-
minho 6ptico da cela de fluxo. Também neste caso, 0 mi-
crocomputador interrompe 0 processo, emite um aviso sono-
ro e escreve uma mensagem no video.
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O programa foi desenvolvido para tomar como pardmetro
de medida a altura maxima do sinal analitico, além da simpli-
cidade do algoritmo empregado para isso, proporcionou como
vantagem adicional, um aumento na velocidade analitica. Uma
vez encontrado o valor mdximo da leitura, a préxima amostra
pode ser injetada, tomando-se o cuidado de controlar o instan-
te de comutagdo do injetor, para evitar que a nova amostra
chegue a cela de fluxo antes que a amostra anterior tenha sido
completamente descartada. Tarefa facilmente implementada,
sendo que com este recurso, obteve-se uma velocidade analiti-
ca de 160 determinacdes por hora, representado um aumento
em torno de 30 % em relagdo ao procedimento manual. Este
aumento foi considerado em relagdo a operagdo do instrumen-
to, ndo foi computado o tempo necessdrio para efetuar a medi-
¢do manual dos registros.

O software em aprego foi desenvolvido, considerando-se
que o médulo de andlise era baseado em um injetor automa-
tico, portanto em termos de automatizacio o mesmo estd em
posicdo intermedidria, pois depende do operador para trocar
amostras. Entretanto, além de executar as etapas de amostra-
gem, injecdo, aquisicdo de dados e impressdo, o mesmo €
capaz de tomar decisdes, pois € capaz de rejeitar resultados a
partir de critérios previamente estabelecidos. Havendo a dis-
ponibilidade de um amostrador automético, acreditamos que
poucas modificacdes serdo necessdrias para incluir subrotinas
para controlar o mesmo, transformando-o em sistema com-
pletamente automdtico.

Embora pudéssemos implementar este programa empregan-
do um médulo de andlise baseado em injetor manual, o injetor
automdtico proporciona vantagens adicionais as quais julga-
mos que devem ser comentadas. O médulo de andlise empre-
gado (Fig.1), apresenta uma configuragio com o fluxo do
reagente cromogénico intermitente, cuja finalidade € a econo-
mia do mesmo. Este reagente apresenta coloragfo, portanto a
magnitude da leitura do branco, é fungdo do volume do
reagente introduzido no percurso analitico durante a etapa de
injecdo. Empregando-se um injetor automadtico, o volume deste
reagente, serd sempre 0 mesmo, enquanto o intervalo de tempo
estabelecido para a injecdo ndo for alterado.

Outra facilidade proporcionada pelo injetor automatico, € a
possibilidade de se efetuar inje¢do por tempo. Este recurso tem
grande utilidade quando trabalhamos com amostras muito con-
centradas. Neste caso, o injetor permanece na posigio de inje-
¢do um pequeno intervalo de tempo At, inserindo no percurso
analitico uma aliquota da amostra com volume V = v,-At (v, =
vazdo do carregador). Isto pode ser executado sem modificar o
moédulo de andlise, diminuindo-se a duragdo do intervalo de
tempo estabelecido para a injecdo da amostra.

CONCLUSOES

O processo de andlise quimica por inje¢do em fluxo tem
sido apresentado como um meio de baixo custo, que possibilita
estabelecer procedimentos de andlise quimica semi-
automatizados. Entretanto, estamos propondo neste artigo, o
emprego de microcomputador, visando melhorar o nivel de
automatizagfio em andlise de rotina. Neste caso ndo implica em
aumento de despesas, pois o custo de um registrador potenci-
ométrico monocanal supera o de uma impressora € um micro-
computador com 0s recursos necessarios a nivel de “hardware”,
para se implementar um sistema automético como o proposto.
Deve-se acrescentar também como vantagem adicional, o ganho
em produtividade, pois enquanto empregando um procedimen-
to FIA usual, o operador ainda precisa medir as alturas dos
registros para calcular as concentragdes do analito, com siste-
ma proposto os resultados podem ser impressos & medida que
sdo obtidos, ou no final do perfodo de trabalho. Como vanta-
gem adiconal, tem-se diminui¢io no consumo de reagentes e
aumento da velocidade analitica.
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