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CONSTRUCTION AND EVALUATION OF AN AMMONIUM TUBULAR ION-SELECTIVE
ELECTRODE WITH IONOPHORE NONACTIN. This paper describes the construction of an
ammonium tubular potentiometric detector for flow injection analisys (FIA) in which the high
molecular weight polyvinyl chloride (PVC) membrane is applied directly on a conducting support
consisting of a mixture of an epoxy resin and graphite. The tubular ammonium ion-selective elec-
trode, without internal reference solution, is based on nonactin as the ionophore and bis-(2-ethyl-
hexyl)-adipate as plasticiser solvent, supported upon a PVC membrane. The electrode exhibited a
response of 55.6 mV per concentration decade within the 5.0 x 105 to 1.0 x 10"! mol/L NH,* range
in TRIS-HCI 0.2 mol/L (pH = 6.7) buffer. Potassium ions constituted the greatest analytical inter-
ference; the electrode response time was 10 seconds, at 25.0 °C.

Keywords: tubular electrode; ammonium determination; nonactin.

INTRODUCAO

De acordo com Simon!, verifica-se que antibiticos

macrotetrélitos como nonactina® apresentam grande seletividade
frente ao fon de interesse, NH4*, podendo ser usado em
determinacdes potenciométricas.

O termo ionéforo € usado para descrever ligantes que
seletivamente associam-se a fons. Tipicamente, sdo moléculas
macrociclicas com um fon ligado numa cavidade de dimensdes
bem definidas. A seletividade estd baseada na relagfo entre as
dimensdes do fon com o sitio ligante. Eteres coroa® constituem
a classe mais conhecida de ion6foros, porém muitos outros
tipos de moléculas, de ocorréncia sintética ou natural, agem
como iondforos, tais como metil-monesin para fons sédio, bis-
(benzil-15-éter coroa-5)-heptanodoato para fons potdssio e a
prépria nonactina para fons aménio (Fig. 1)*.

Ionéforos tém tido grande impacto no desenvolvimento de
eletrodos de membrana seletiva, baseados na diferenga de
potencial associada a interacéo entre o fon de interesse com o
sitio ativo do ligante. Em adigdo 2 grande seletividade, ion6foros
neutros usados em eletrodos fon-seletivos ndo estdo sujeitos a
protonacdo e, assim, t€m constantes de equilibrio para o fon
ligante que ndo sdo afetadas pelo pH, como é o caso do composto
utilizado neste trabalho. Desta forma, é possivel determinar-se
amdnio numa faixa de valores de pH em que o ionéforo ndo
perca suas caracteristicas, sem um pré-tratamento da amostra
contendo o analito, evitando possiveis interferéncias.

A construgdo de eletrodos fon-seletivos de membranas
poliméricas, como alternativa ao uso de membranas constituidas
por um sensor liquido suportado numa pelicula inerte porosa,
tem tido grande interesse nos tltimos anos®, principalmente no
desenvolvimento de microeletrodos™’ e biossensores®® desti-
nados a elevado nimero de determinagdes analiticas, tais como:
taxa sangiiinea de glicose, uréia, 4cido trico, colesterol,
tirosina, oxalato, salicilato, entre os principais metabélitos, cuja
concentracdo seja relevante ao diagnéstico clinico.

Eletrodos de membrana de vidro seletivos a amonio tem
sido usados para a determinagdo deste fon. Dentro desses
sensores existe uma solugéo interna de cloreto de amdnio com
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Figura 1. Estruturas de alguns iondforos usados para fubricagdo de
membranas liquidas de eletrodos ion-seletivos. Estes compostos
macrociclicos exibem complexa¢do seletiva para fons particulares na
presenga de outros fons de mesma carga (geralmente cdtions) como
ilustrado acima, onde estdo representados iondforos seletivos com os
respectivos ions®.

atividade fixa em contato com um eletrodo de referéncia apro-
priado; a diferenca de potencial através da membrana se d4
pelas variagOes da atividade iGnica na solugdo externa. As
diferentes composi¢des da membrana de vidro (mistura de
6xidos de silicio, aluminio e metais alcalinos) refletem a
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seletividade do sensor para diferentes fons, principalmente H*,
Na*, Li*, K* ou NH4*. A resposta do sensor a diferentes fons
e a elevada resisténcia elétrica das membranas de vidro, embora
muito delgadas (30 - 100 pm), sdo os principais fatores
limitantes na determinagdo de amonio. Eletrodos sensores a
amonia, devido a presenca de uma membrana de permeagdo
gasosa, apresentam alta seletividade as espécies idnicas
presentes em solugdo, respondendo a variagGes na pressdo
parcial de amdnia, porém o tempo de resposta ¢ relativamente
longo, sobretudo para solugdes muito diluidas®.

Desta forma, desenvolveu-se um eletrodo tubular fon-
seletivo a amdnio sem solugdo de preenchimento, apresentando
como vantagens, a facilidade de construgdo e manipulacéo,
maior robustez, difusdo mais regular dos fons aménio, maior
velocidade de resposta e reprodutibilidade.

Além disso, o uso de sistema de andlises por injecdo em
fluxo (FIA) com detec¢do potenciométrica, permite que se
facam medidas em um tempo constante com condicionamento
continuo e limpeza (lavagem) do detector e répida recalibragdo
do sistema.

O eletrodo tubular foi construido segundo o processo
descrito por Alonso-Chamarro e colaboradores'?, aplicando-se
a mistura sensora sobre um suporte cilindrico tornado condutor
com pé de grafite. Efetuaram-se ensaios de avaliagdo das
caracteristicas gerais de funcionamento do eletrodo em fluxo,
tais como a influéncia do pH no potencial do eletrodo, a
extensdo da interferéncia analitica para alguns cdtions mais
comuns, o tempo de amostragem e de vida itil do eletrodo
bem como um estudo do volume de inje¢do de amostra.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais Utilizados

Preparou-se uma solucdo do ionéforo nonactina (Fluka),
seletivo a fons NH4*, com o solvente plastificante bis-2-(etil-
hexil)-adipato (Fluka) a 3,0% (p/v). Esta solugdo foi adicionada
a uma solugdo de cloreto de polivinila (PVC), de massa
molecular elevada (Fluka), em tetrahidrofurano (THF) a 5,0%
(p/v), numa proporgao de 30,0% da mistura sensora para 70,0%
da solugdo contendo PVC.

A solugdo resultante foi gotejada diretamente dentro do
suporte condutor do eletrodo tubular, constituido de uma
mistura de Araldite® (resina epoxi) tornada condutora com pé
de grafite (2,0 pm - Fluka), sem obstrui-lo. O eletrodo possui
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6 mm de comprimento, 10 mm de didmetro externo e 1,5 mm
de didmetro interno. Apds a secagem do solvente, a membrana
polimérica contendo o ionéforo fica aderida as paredes do
eletrodo e o orificio do mesmo passa a ter um didmetro interno
menor, 0,8 - 1,0 mm (Fig. 2).

As medidas de diferenga de potencial foram obtidas com
um pH/Analisador de fons OP-271 (+ 0,1 mV); como refe-
réncia, usou-se um eletrodo de Ag / AgCl // KCI 4 mol/L, sat.
com AgCl // Ca(NOs3); 1 mol/L de dupla jungdo OP-0820P,
além de um sensor de temperatura OP-0003P e um eletrodo de
vidro para medidas de pH, OP-0808P, todos da marca Radelkis.
As solugdes foram mantidas a 25,0 °C num banho de
termostatizagdo Colora tipo KT 10K (x 0,1 °C).

Todas as solugdes foram preparadas com dgua destilada. As
solugdes de cloreto de amdnio foram feitas em tampdo TRIS-
HCl 0,2 mol/L (pH = 6,7). As curvas de calibragdo foram
obtidas para solu¢bes variando de 10 a 107! mol/L; nos ensaios
de interferéncia, usaram-se cloretos de alguns metais alcalinos
e alcalino-terrosos em concentragio fixa de 107 mol/L,
juntamente com o fon primdrio.

O sistema FIA, empregado na avaliagdo do eletrodo, utiliza
uma solugdo carregadora de amostra (tampdo TRIS-HCL 0,2
mol/L - pH=6,7) que € aspirada por uma bomba peristaltica
Ismatec modelo mp13GJ-14 até o eletrodo tubular; um injetor
manual é usado para inserir as solugdes de amdnio no sistema,
através da solugéo carregadora. Empregou-se também um
registrador XY - ECB modelo RB-101.

Utilizando solu¢des de aménio a 102 e 10 mol/L, aqui
sem o uso do tampio, variou-se o valor de pH de cada uma de
2,0 a 10,0 unidades, com o auxilio de solu¢des de HCI concen-
trado e NaOH 2,0 mol/L, verificando estes valores com o
eletrodo de vidro. Para cada solugdo obtiveram-se os valores
de potencial do eletrodo tubular, injetando-se as mesmas no
sistema FIA (Fig. 3). As condi¢gOes ajustadas do sistema foram:
velocidade do papel no registrador = 10 cm/h, sensibilidade do
registrador = 500 mV (10" mol/L) e 200 mV para as demais
solugdes, vazdo = 0,9 mL/min (start speed = 4), tubos Tygon® e
tubos de polietileno para demais conexdes com 0,80 mm de
didmetro interno € volume de amostragem = 50 pL (T = 25,0 °C).

O eletrodo de referéncia foi colocado 10,0 cm apds o
eletrodo indicador de maneira a haver um contato elétrico pela
solucdo contendo o analito. Para minimizar ruidos no sistema,
empregou-se um sistema de aterragem, utilizando um tubo de
aco inoxiddvel de 0,5 mm de didmetro interno ¢ 20 mm de
comprimento, colocado antes do eletrodo indicador.
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Figura 2. Esquema do eletrodo. O eletrodo € colocado entre dois blocos quadrados de acrilico de 30 mm de largura, com orificio central de 10
mm de didmetro para o encaixe do mesmo. O conjunto € fixado com parafusos nas extremidades do bloco.

550

QUIMICA NOVA, 19(5) (1996)



Figura 3. /. vqucma do sisiema FIA montado para avaliagdo do eletrodo:
C = solugdo carregadore - TRIS-HC! 0,2 mol/L. (pH = 6,7); A =
solugdes de NH,Cl; BP = bomba peristdltica; VI = vdlvula de inje¢do
manual (volume de amostra - 50 pL); B = bobina de termostatiza¢do
(500 mm); EIS = eletrodo tubular ion-seletivo a NHy* (nonactina); ER
= eletrodo de referéncia - Ag/AgCI/KCl 4,0 mol/L sat.AgCl//Cu(NO;);
1,0 mol/L; P = potencidémetro (+ 0,1 mV); D = descarte.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Parametros de calibragio

Construiu-se uma curva tipica de calibragfio para o eletrodo
preparado, fazendo-se 7 injegBes sucessivas para cada solugdo
de NH,*, verificando-se a repetibilidade dos valores de po-
tencial registrados. O grafico obtido apresentou boa correlagio
(r = 0,9996) com coeficiente angular de Nernst de 55,6 mV e
limite nernstiano de 5,0 x 10 mol/L (Fig. 4). A escolha do
sistema tampdo TRIS-HCI (tris-hidroximetil amino metano)
para o ajuste de for¢a idnica das solugdes, foi feita levando-se
em conta a interferéncia analitica observada para o eletrodo
fon-seletivo; assim, evitou-se o uso de sistemas tampdo envol-
vendo fons como por exemplo, tampdo fosfato (KH,PO, /
NaOH), devido a interferéncia constatada pelos coeficientes de
seletividade potenciométricos.

Influéncia do pH

Estudou-se a influéncia do pH nos valores de potencial do
eletrodo, quando este era colocado em contato com solugdes
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Figura 4. (a) Inje¢ies obtidas com solugdes de NH;™ em TRIS-HC! 0,2
mol/L (pH = 6,7); sensibilidade do registrador: 500 mV (1 0! mol/L) e
200 mV (demais solugdes); velocidade do papel: 10 cm/h; volume de
amostra: 50 pL; T = 25,0 °C; vazdo: 0,9 mL/min; 7 injecdes manuais.
(b) Curva de calibragdo para solugdes de NHy", referente ao sistema
por injegdo em fluxo (FIA) / eletrodo tubular ion-seletivo (EIS).
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de aménio, com concentragdes de 10 ¢ 10 mol/L. Utilizando-
se respectivamente, solugdes dc HC! ¢ NaOH, convenien-
temente preparadas para provocar alicragdes de pH, obtiveram-
se os correspondentes diagramas de Reilley (AE x pH) para o
eletrodo construido (Fig. 5).
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Figura 5. Diagramas de Redley para o eletrodo wbular won-seleivo a NHg,

Obteve-se uma faixa de valores de pH na qual o eletrodo
ndo registrou variagdes significativas de potencial em fungdo
do pH (patamar operacional). O eletrodo mostrou resposta
estdvel na faixa de pH entre: 3,0-8,0 (INH4*1=10"* mol/L) e
4,0-7,0 ((NH4*] = 102 mol/L).

Esta faixa de trabalho em que o eletrodo pode atuar sem
perder suas caracteristicas, deve-se principalmente ao fato de
se usar um trocador neutro como ionéforo, nido tendo a
constante de equilibrio, entre o trocador € o fon de interesse,
afetada pelo ambiente quimico em que se encontra. Assim, o
eletrodo resiste quimicamente ao meio, o que pode ser ttil em
alguns casos onde a amostra necessite sofrer um pré-tratamento
antes de ser analisada.

Considerando-se a relagdo entre fons amOnio e amdnia em
fungdo do pH, nota-se que o sensor construido ndo se mostra
estidvel em solugGes mais alcalinas, devido a crescente con-
versdo de amdnio a ambnia com o aumento do valor de pH,
segundo o equilibrio:

NH4" + OH

NH; + H,0 K,=5,5x 101" {1}

Pelos diagramas de Reilley obtidos, observa-se uma queda no
potencial devido ao aumento do valor de pH, sobretudo para
solugdes mais concentradas de aménio, onde a variagio no
potencial do eletrodo é mais acentuada entre pH = 8,0 - 10,0.

Interferéncia Analitica - Seletividade Potenciométrica

Uma extensdo da equagdo de Nernst € utilizada para definir
o grau de seletividade de um eletrodo fon-seletivo para um fon
primério, A , em relagdo a um interferente, B. O potencial da
célula medido, em mV, é dado por:

RT poT
E=E*iZAF ln(aA+%KA.B ag"zs), onde: 2}

Z, e Zg sdo as cargas dos fons A e B e a constante E¥,
inclui o potencial padrdo do eletrodo indicador, EY, o potencial
do eletrodo de referéncia e o potencial de jungdo liquida, E; .

<

O termo K;_C;,T é chamado de coeficiente de seletividade
potenciométrico. E uma medida da contribuicdo do fon inter-
ferente ao potencial medido, e quanto menor seu valor, mais
seletivo serd o eletrodo para o fon primdrio.

O valor do coeficiente de seletividade ndo € constante para
todas as atividades de A e de B, dependendo, portanto, do
método usado para sua determinagio.
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No método das solugdes misturadas'!, usado neste trabalho,
pode-se manter a atividade do interferente fixa, usualmente 102
ou 1073 mol/L, e variar a atividade do fon primério, ou manter
a atividade deste fixa e variar a atividade do interferente, por
exemplo, quando o interferente é o fon H”; neste caso, obtém-
se curvas para exibir a faixa de trabalho do eletrodo em
amostras de diferentes pH's (Diagramas de Reilley).

Foram determTinados os coeficientes de seletividade poten-
ciométricos,K;z:‘ w?+, para alguns cdtions interferentes mais
comuns pelo método das solugdes misturadas.

Neste método, mantém-se a concentragdo do fon interferente
fixa em 10 mol/L, variando-se a concentragio do fon prin-
cipal, aménio, obtendo-se devidamente as diferencas de
potencial relacionadas. Os valores de coeficientes de seleti-
vidade foram obtidos por extrapolacé@o das curvas de calibragdo
tipicas para cada interferente (Fig. 6).

fornecem apenas uma idéia do grau de seletividade frente a
interferentes, para cada tipo de eletrodo e metodologia usados.
Os dados mostram seletividades melhores para o método das
solu¢bes separadas por ndo considerar as interacdes que
ocorrem quando fons interferentes estio na mesma solugdo
contendo o analito.

O coeficiente de seletividade ndo € uma constante fisica,
mas um valor que se altera de acordo com as condig¢des
experimentais empregadas. As diferentes composi¢des de
membranas poliméricas usadas em eletrodos ifon-seletivos, as
variagdes de grupos funcionais de solventes plastificantes e
constantes dielétricas, bem como diferengas nas atividades do
analito e interferentes, influenciam em muito no valor do
coeficiente de seletividade. Assim, em alguns casos, as
seletividades calculadas neste trabalho foram mais acentuadas
principalmente para os fons cédlcio e magnésio, o que ndo
inviabiliza a determina¢do de amdnio. Leva-se em conta ainda
que a concentragdo dos interferentes usados foi relativamente

m} alta (10 mol/L), em relagio 2 faixa de concentragio para
2504 amoénio na qual o eletrodo exibiu reposta nernstiana.
As interferéncias para o sensor construido devido a outras
200 aminas (glicina, metil-amina, dietil-amina e outras) apresentam
1504 pouca ou nenhuma resposta ao eletrodo, em comparagio com o
s fon amdnio, ji que o ionéforo utilizado tem interagdes baseadas
£ 100 no tamanho e carga do analito de interesse.
4 50_4 O sistema potenciométrico desenvolvido em fluxo, poderia
permitir a eliminagdo de interferéncias através do uso de uma
o] === e LA RUBIDIO cela de permeagiio a amodnia; assim, fons amdnio seriam
ANA_A,A/A/A Bl monitorados sem a presenca de outras espécies na solugio.
=01 +—PoTsso Além disto, o eletrodo tubular mostrou-se compacto, com
Y 5 4 3 2 T 0 elevada sensibilidade ao analito.
-LOG [NH})

Figura 6. Curvas tipicas obtidas para o cdlculo do coeficiente de
seletividade potenciométrico. Tampdo TRIS-HCI 0,2 mol/L (pH = 6,7).
Concentragdo dos fons interferentes = 107 mol/L.

Os dados mostram uma grande interferéncia de fons K* sobre
o eletrodo preparado (Tab. 1). Isto é explicado pelo fato de tanto
K* como NH4* possuirem raios idnicos semelhantes, permitindo
que sejam complexados pelo ionéforo competitivamente.

Os rajos iénicos do NH4* e do K* sdo respectivamente, 1,43
A e 1,33 A, Desta forma, o eletrodo acaba respondendo tanto
para o fon primdrio quanto para a espécie interferente; 2 medida
em que se aumenta a atividade de NH4* comparativamente 2a
concentragdo fixa de K*, o eletrodo mostra-se mais seletivo ao
fon de interesse.

Os demais fons jd apresentaram menor nivel de interferéncia
comparados com K*,

Pela tabela 1, observa-se que realmente fons potdssio sdo a
principal interferéncia nas referéncias citadas, embora o uso de
diferentes métodos para avaliagdo dos coeficientes de sele-
tividade, deva ser analisado com particular atengdo. Os valores

Tempo de amostragem e vida itil do eletrodo tubular

Através dos resultados obtidos, observa-se que o eletrodo
tubular apresenta um tempo de amostragem, entre uma injegéo
¢ outra de solucdo do analito, sempre inferior a 10 segundos
nas condighes experimentais estabelecidas. A linha base do
sistema retorna a origem com repetibilidade dos potenciais
gerados por nova adi¢do de solugdo de aménio, indicando a
grande estabilidade do sensor potenciométrico desenvolvido. O
sistema tamp@o usado permite um controle da forga idnica da
solucdo (0,2 mol/L) sem a presenca de cétions interferentes
estabilizando o sistema potenciométrico.

O tempo de vida util do eletrodo fon-seletivo apresenta
atividade mesmo apdés 6 meses de sua construgdo, com a
obtencdo de curvas de calibragdio mensais (Tab. 2). Neste
periodo ndo registraram-se diferencgas significativas em seu
desempenho analitico. Nota-se que o eletrodo € bastante estdvel
quimica (sensor) e mecanicamente (corpo do eletrodo), devido
em parte a simplicidade do mesmo, que ndo requer solugio de
preenchimento sendo robusto e de facil manipulagéo.

Tabela 1. Coeficientes de seletividade potenciométricos para eletrodos baseados em macrotetrélito nonactin, utilizando o Mérodo
das Solugdes Misturadas* e o Método das Solugées Separadas**.

Kot ye+ (MZ* = INTERFERENTE)
REFERENCIA
K* Rb* Lit Na* Mg** Ca**

ESTE TRABALHO* 1,3x10°! 7,9x102 7,4x107 3,7x1072 3,4x10? 2,7x107?
GHAURI * 3 1,2x10°! - 8,4x1073 7,8x10°3 6,0x10™* 4,8x10*
SIMON * 6 2,5x10™! 1,3x107! 2,5x10™ 1,0x10°2 4,0x107° 6,3x107
De BEER ** 7 1,2x10"! - - 2,0x1073 - 1,7x10%
MORF **!12 1,3x10"! 4,3x107? 4,4x1073 1,2x103 7,9x10°¢ 7,5x1076
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Tabela 2. Avaliagdo do tempo de vida do sensor potenciométrico.

TEMPO COEFICIENTE ANGULAR DE COEFICIENTE DE DESVIO PADRAO
(DIAS) NERNST, [ mV ] CORRELACAO, r DA RETA, SD
0 55,5 0,9996 0,0831
30 55,8 0,9998 0,0797
60 55,8 0,9992 0,0759
90 56,2 0,9997 0,0852
120 55,1 0,9992 0,0805
150 55,2 0,9995 0,0934

média (d.p.r.) = (55,6 +0,4) mV

d.p.r. - estimativa do desvio padrdo da média baseada em 6 medidas.

A membrana sensora é mantida acondicionada em solugio
de NH4Cl1 0,1 mol/L quando fora de uso, para evitar perda de
atividade devido ao ressecamento da mesma.

Estudo do volume de injecdo do analito

Injetando-se manualmente volumes de 10, 25, 50, 100 e 200
UL de solugdes 10 mol/L de cloreto de amdnio, observa-se
um aumento no sinal potenciométrico. Entretanto, volumes
pequenos podem causar erros na medida, principalmente para
concentragdes mais baixas de analito. Elevadas concentracdes
aumentam o tempo de amostragem do sistema, provavelmente
por uma satura¢iio do eletrodo tubular. Desta forma escolheu-
se utilizar um volume de 50 pL para a avaliagdo do sensor
potenciométrico desenvolvido (Fig. 7).

15 min

200
100
25 50
10
50mv
U{
vipL)

Figura 7. Estudo do volume de injegdo do analito; solugies de NH;*
107 mol/L em TRIS-HC! 0,2 mol/L (pH = 6,7); sensibilidade do
registrador: 200 mV; velocidade do papel: 10 cm/h; T = 25,0 °C;
vazdo: 0,9 mL/min; 3 inje¢des manuais.

CONCLUSOES

O trabalho realizado permite concluir que é possivel utilizar-
se o eletrodo tubular em sistemas FIA com elevada repeti-
bilidade. As vantagens do sistema em fluxo aliadas a detecgio
potenciométrica, permitem a andlise de amostras coloridas ou
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turvas, sem um tratamento prévio da mesma, o que poderia
causar contaminag¢do inviabilizando a andlise, além do volume
reduzido de inje¢do de amostra, comum de métodos em fluxo.

Desde que acondicionado corretamente, o eletrodo tubular
pode ter uma vida util longa sem a degradagdo fisica ou
quimica da membrana sensora, o que é muito interessante em
andlises laboratoriais em larga escala.
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