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OLIVEIRA, Leandro Luan Goncalves. Desenvolvimento e validacdo de um
sistema de analise por injecdo sequencial aplicado a determinacdo de vanadio
em agua. 2016. 126 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual
de Londrina., 2016.

RESUMO

A presenca de compostos de vanadio em aguas tem despertado o interesse em
relacdo as suas funcdes biologicas e toxicidade & longo prazo. Se por um lado a
prevencdo de algumas doencas cardiacas e o controle da glicose sanguinea é
associada a ingestdo de compostos de vanadio em agua, por outro as vias de
atuacéo do vanadio no organismo humano e seus efeitos toxicos, principalmente nas
funcdes celulares ndo sdo bem esclarecidas. O interesse em avaliar o nivel de
vanadio na a4gua tem aumentado a busca por métodos e técnicas analiticas de
rotina. Um deles € o método padrdo de determinacdo de vanadio em agua por
espectrofotometria UV/Vis. Baseado na reagdo de oxidacdo do acido gélico por
solucdo acida de persulfato de amoénio catalisada pelo vanadio. No entanto, as
etapas laboriosas de adicdo dos reagentes, controle do tempo de adicdo e o tempo
gasto na obtencao do equilibrio, torna 0 método complicado para a analise de rotina.
A facilidade de aplicacdo dos métodos cinéticos devido ao controle das condi¢cdes
reacionais, e aceleracao do processo catalitico, faz dos sistemas de injecdo em fluxo
uma poderosa ferramenta. O trabalho descreve o desenvolvimento de um sistema
de Analise por Injecdo Sequencial (SIA) totalmente automatizado por
microcontrolador com plataforma de computacdo open-source (Arduino MEGA
2560), para o controle da bomba de pistdo e valvula seletora. A automacdo do
sistema foi testada por aplicacdo ao método padréo de determinacao de vanadio em
agua por espectrofotometria UV/Vis. A adaptacdo do método ao sistema SIA foi
realizada por otimizacdo das condigbes reacionais, concentragdo e volume dos
reagentes, ordem de aspiracdo, tempo de residéncia e temperatura. Nas condicdes
otimizadas, foi alcancado um coeficiente de determinacdo R? de 0, 996 para uma
faixa linear de 50,0 a 500 pg L™. Os limites de deteccdo e quantificacdo de 15,0 pg
L* e 36,0 pug L™, respectivamente foram obtidos por medidas do branco analitico
(n=26). Testes de adicdo e recuperacado na faixa 94,5 a 109,1% foram obtidos pelo
sistema SIA-UV/Vis. O sistema foi aplicado em amostras de 4guas ricas em vanadio,
destinadas ao consumo humano. A exatiddo do sistema foi testada por comparacao
com o método padrdo de determinacdo por espectrofotometria UV/Vis e ICP-MS.
Para um valor p > 0,05 ndo houve evidéncia significativa na média dos tratamentos
das amostras de 4gua. Baixo consumo de reagente, 4,0 mg de persulfato de aménio
e 1,0 mg de éacido gélico e apenas 3,35 mL de residuo gerado por andlise,
caracterizam o sistema como uma das técnicas em direcdo a quimica verde. A
aceleracdo do processo catalitico permitiu uma frequéncia analitica de 19
determinacdes por hora. Portanto o sistema desenvolvido provou ser uma
ferramenta util na andlise de rotina para a determinacéo de vanadio em agua.

Palavras-chave: Vanadio. Espectrofotometria UV/Vis. Instrumentacdo. Analise por
Injecéo Sequencial (SIA).



OLIVEIRA, Leandro Luan Goncalves. Development and validation of a sequential
injection system applied to determination of vanadium in water. 2016. 126 p.
Dissertation (Master’s Degree in Chemistry) — Universidade Estadual de Londrina., 2016.

ABSTRACT

The presence of Vanadium compounds in waters has aroused the interest in relation
to their biological functions and toxicity in the long run. If on the one hand the
prevention of some heart diseases and the control of blood glucose is associated
with the ingestion of vanadium compounds in water, on the other hand the actuation
of vanadium in the human body and its toxic effects, mainly in cellular functions are
not well clarified. The interest in estimate the level of vanadium in water has
increased the search for methods and analytical techniques in routine. This is the
case of method for determination of vanadium in water by UV/Vis Spectrophotometry.
Based on the reaction of oxidation of acid gallic by acid solution of ammonium
persulphate catalyzed by vanadium. However, the steps laborious to addition of the
reagents, control the time of addition and the time spent in obtaining the balance,
makes the complicated method for routine analysis. The facility of apply kinetic
methods to the control of reactional conditions, and acceleration of catalytic process,
makes of flow injection systems a suitable tool to application of the method. The work
describes the development of a Sequential Injection System (SIA) fully automated for
microcontroller with platform open-source (Arduino MEGA 2560), for the control of
the piston pump and selector valve. The automation of the system was tested by
application to the standard method of determination of vanadium in water by UV/Vis
Spectrophotometry. The adaptation of the method to the SIA system was performed
by optimization of reactional conditions, concentration and volume of reagents, order
of aspiration, residence time and temperature. Optimized conditions, determination
coefficient R? from 0.996 to a linear range from 50.0 to 500 pg L™ was achieved by
the system. The limits of detection and quantification of 15.0 ug L™ and 36.0 pg L™,
respectively were obtained by measures of analytical white (n=26). Tests of adding
and recovery in the range 94.5 to 109.1% were obtained by the system SIA-UV/Vis.
The system was applied in samples of waters rich in vanadium, intended for human
consumption. The accuracy of the system was tested by comparison with the
standard method of determination by UV/VIS Spectrophotometry and ICP-MS. For a
p value > 0.05 there was no significant evidence on the average of the treatments of
the water samples. Low consumption of reagent, 4.0 mg of ammonium persulphate,
1.0 mg of acid gallic and only 3.35 mL of residue generated by analysis, characterize
the system as one of the techniques toward the green chemistry. The acceleration of
catalytic process allowed an analytical frequency of 19 determinations per hour.
Therefore the developed system has proved to be a useful tool in routine analysis for
the determination of vanadium in water.

Keywords: Vanadium. UV/Vis spectrophotometry. Instrumentation. Sequential
Injection Analysis (SIA).
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FIA Flow Injection Analysis

GF AAS Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica com Forno de Grafite
GS glicogénio sintase

GLUT4 transportador de glicose

GAC Green Analytical Chemistry

IARC International Agency Research for Cancer

IR receptor transmembranar

LOV Lab-On-Valve

MCFS Multicommuted Flow System

MPFS Multi-Pumping Flow Systems

MSFIA Multisyringe Flow Injection Analysis

OEHHA Office of Environmental Health Hazard Assessment
PMMA polimetilmetacrilato

PTP proteina tirosina fosfatase

SIA Sequencial Injection Analysis

SIFA Single Interface Flow Analysis

SCFA Andlise de Fluxo Segmentado Continuo

SPE Extracdo em Fase Sdlida

Tf transferrina

UV-Vis Ultravioleta-Visivel

VMP valor maximo permitido
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1.1 INTRODUCAO

O interesse em avaliar o nivel de vanadio no ambiente, sobretudo em agua
direcionadas ao consumo, bem como os efeitos que eles podem provocar a saude
humana, tem aumentado a busca por métodos e técnicas analiticas de rotina, que
permitam quantificar com seguranca espécies toxicas no meio ambiente
(MACHACKOVA, L.; ZEMBERYOVA, M., 2009).

No mundo existem poucas fontes de &aguas naturais ricas em sais de
vanadio e as propriedades atribuidas na prevencdo de problemas de saude,
agregam alto valor econdmico ao metal. No entanto, a presenca de compostos de
vanadio em &guas tem despertado o interesse em relacdo as suas funcdes
biolégicas e toxicidade a longo prazo (HUANG et al., 2016).

Alguns estudos tem demonstrado que o consumo de agua vanadica tem
favorecido pacientes diabeticos. Goldfine et al. (1995) verificaram que o
metavanadato de sodio atua na regulacéo da insulina em pacientes diabéticos tipo Il
e alguns do tipo I. Para Mouser os compostos de vanadio apresentam grande
potencial no tratamento da diabetes, por melhorarem a hiperglicemia e a
homeostasia anormal da glicose em animais de diabetes tipo | e Il (JAMES et al.,
1988; MOUSER, J., 2004). Pesquisadores relatam que o consumo de vanadio em
concentracdes na ordem de pg L™, atua na prevencdo de algumas doencas
cardiacas e € essencial para o crescimento das células (KIMURA et al., 2006; GOC,
A., 2006; REHDER, D., 2012).

Apesar de eficaz no controle da glicose sanguinea, a toxicidade do vanadio
pode limitar seu papel como agente terapéutico no tratamento do diabetes
(SRIVASTAVA, A. K., 2000; PREET et al., 2005). Hamel e Duckworth (1995),
verificaram que a longo prazo, o vanadio tende a se acumular em diferentes orgaos,
principalmente nos rins.

Apesar dos beneficios da ingestdo de aguas ricas em sais de vanadio, o
conhecimento de seu potencial toxicoldégico a longo prazo tem exigido o
desenvolvimento de métodos analiticos para se monitorar a presenca e
concentracdo do metal. Espectrometria de Massas com Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP-MS) (LIU, H.; JIANG, S., 2002; BEDNAR, A. J., 2009)
Espectrometria de Absorcdo Atdmica em Forno de Grafite (GFAAS)
(MACHACKOVA, L.; ZEMBERYOVA, M., 2009; SOYLAK et al., 2013) sao algumas
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das técnica utilizadas na determinacao de vanadio, entretanto o custo operacional e
instrumental sdo desvantagens relacionadas as técnicas. Outras envolvem a
determinacdo por Espectrofotometria de Absorcdo Molecular UV/Vis, que se
baseiam na formacao de complexos, reacdes redox, associacdes iodnicas e reacoes
cineticamente catalisadas, que apesar de sensiveis, sdo complicadas e laboriosas,
consome tempo e reagente, exigindo um operador treinado (FISHMAN, M. J.;
SKOUGSTAD, M. W., 1964; WEIGUO, Q., 1983; AL-TAYAR et al.,, 2012; EL-
SHAHAT et al., 2012).

E o caso do método padrdo de determinacdo de vanadio em agua por
espectrofotometria UV/Vis. A reacéo cinética € baseada na oxidacao do acido gélico
por solucdo &cida de persulfato de amoénio catalisada por vanadio, onde a taxa de
oxidacdo do &cido galico é proporcional a concentracdo de vanadio presente
(FISHMAN, M. J.; SKOUGSTAD, M. W., 1964; STANDARD METHODS 3500 V).

A aplicacdo de metodologias tradicionais aos sistemas de injecdo em fluxo,
como a determinacdo de vanadio por Espectrofotometria UV/Vis tem como
vantagem trabalhar em condi¢cdes de néo equilibrio quimico, acelerando o processo
catalitico, aumentando a frequéncia analitica do método. As condi¢cdes reacionais
passam a ser exatamente as mesmas para cada padrdo e amostra, através controle
do tempo e volume, reduzindo significativamente o consumo de reagente e residuo
gerado (SILVA et al., 2009; OGUMA et al., 2012; PINTO et al., 2013).

Se por um lado os compostos de vanadio presente em agua representam
uma saida no controle da diabetes, por outro, o acumulo no organismo pelo
consumo de 4gua vanadica a longo prazo pode trazer riscos a saude. Normas
brasileiras e americanas tem estipulado o valor maximo permitido em agua de 50,0 e
15,0 ng L™, respectivamente, como nivel de seguranca para a concentracdo de
vanadio devido a toxicidade que representam (CONAMA, 2008; OEHHA, 2000). No
entanto, aguas minerais destinadas ao consumo humano sdo comercializadas com
concentracbes que vdo desde 23,0 e 87,0 pg L™ até 300 nug L. Mostra-se
necessario o desenvolvimento de técnicas analiticas de rotina que sejam rapidas e
eficaz na quantificacdo e controle da concentragdo de vanadio no que concerne a

sua presenca em agua.
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2.1 VANADIO

O vanadio (Z= 23) € um elemento de transicdo pertencente ao grupo 5B da
tabela periddica. Se destaca como o quinto metal de transicdo mais abundante na
natureza e ponto de fusdo mais elevado entre os elementos da primeira série de
transicdo (CINTAS, P., 2004).

Entre todos os estados de oxidacdo existentes, I-, O, I, II, Ill, IV e V, a espécie
V, o pentoxido de vanadio (V.0s), em sua forma inorganica € a mais comum. Em
menor propor¢do, também s&o encontrados outros compostos, metavanadato de
aménio (NH;VO3), metavanadato de sodio (NaVOs) e ortovanadato de sodio
(NazVO,). A toxicidade do vanadio difere significativamente devido a natureza do
composto e seu estado de oxidagcdo, sendo a forma pentavalente a mais téxica
(CRANS, D., 2004).

A espécie pentavalente (V,Os) age como catalisador em varios tipos de
reacdes, como na oxidacdo de SO, em SOgj, para a producdo de acido sulfurico
(H2SO4). Em meio acido predomina a espécie VO,', de coloragdo amarelo palido,
em meio alcalino predomina o fon VO,%, incolor. O estado de oxidac&o na qual o
vanadio é encontrado depende do pH e da concentracdo no meio (Figura 1). O
vanadio existe numa extensa série de 6xidos como V,0s (V), VO3 (1V), V.03 (1), VO
(1) (LARSON, J. W., 1995).

Figura 1 - Diagrama de fase para V (V) em solugdo aquosa em funcdo da
concentracéo total de vanadio e pH.
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Fonte: LARSON, J. W., (1995).
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No ambiente, o vanadio (V) é a espécie mais estavel, podendo ser encontrado
na forma de varios éxidos, chamados de vanadatos (VO3, VO,>, HoVO4, HVO,?).
Em meio &cido, o V (V) prevalece como cation VO," (pervanadil) e em meio alcalino,
como o anion VO3/VO,> (vanadato). O vanadio (V) pode ser encontrado na forma
de cation VO?* (vanadil) em solucdo &cida. Em pH inferior a 2, o V (IV) é oxidado a V
(V) na presenca de agentes oxidantes (LARSON, J. W., 1995; McCANN et al., 2013).

2.1.1 VANADIO NO MEIO AMBIENTE

Apresentando cerca de 0,019% de abundancia na crosta terrestre, o vanadio
€ o0 segundo elemento de transicdo mais abundante em aguas marinhas, perdendo
apenas para o zinco. Proveniente de fontes naturais e antropogénicas ndo sao
encontrados em sua forma pura. Existem aproximadamente 65 diferentes minérios
contendo o metal, como a vanadita (PbCl,.3Pb3(VOy,),), carnotita
(K2(UO2)2(V0O,)2).3H20), sendo também encontrado no petrdleo e carvdo (REHDER,
D., 2012).

A concentragdo de vanadio na crosta terrestre é de aproximadamente 0,140
mg Kg™ e no solo 135 mg kg™ (ATSDR, 2012). Na atmosfera, a presenca de
vanadio esta relacionada a fontes naturais (emissdes vulcanicas) e atividades
antropogénicas (queima de combustiveis, carvao e 6leo). Mais de 64 mil toneladas
de vanadio séo lancadas na atmosfera todos os anos, como resultado da atividade
antropogénica. Durante a queima de combustiveis fésseis, concentracdes variam
entre 20,0 e 300 ng m™ de vanadio no ar das grandes cidades (LIN et al., 2004).

Em agua doce, a concentracdo de vanadio se encontra entre 0,200 e 100 g
L™ e entre 0,200 e 29,0 ug L™ na 4gua salgada. Quando a fonte de 4gua doce se
localiza proximo a areas industriais (producéo de ligas de ferro e vanadio), o teor de
vanadio pode chegar a 60,0 ug L. As fontes naturais abundantes em vanédio,
como depositos de uranio, ou onde pode ocorrer lixiviacdo de lava vulcanica, os
niveis podem ser maiores que 70,0 ug L™ (CETESB, 2012). Na agua potavel, a
concentracdo é normalmente menor que 10,0 pg L™, enquanto nas &aguas
superficiais podem estar entre 0,040 a 104 pg L. Nos Estados Unidos (2012), os
niveis de vanadio medidos em amostras de agua da torneira, coletadas em varios
estados, chegaram a 1,0 e 1,2 ug L™ (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND
HUMAN, 2012).
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Um levantamento realizado pelo World Health Organization (WHO) indicou
que a concentracdo de vanadio em Agua potavel é menor que 3,0 ug L™ e pode
chegar a niveis superiores a 70,0 pg L™ dependendo da area geogréafica. Na agua
salgada, as concentracdes podem estar entre 1,0 e 3,0 pg L™! e em sedimentos de

20,0 a 200 pg g (EPA, Environmental Protection Agency).

2.1.2 FUNCOES BIOLOGICAS E TOXICIDADE DOS COMPOSTOS DE VANADIO

A funcéo biolégica e a toxicidade de um elemento dependem do estado de
oxidacgdo. O V (V), na forma de VO,* (vanadato) é mais téxico que V (IV), na forma
VO?* (vanadil) (RODRIGUEZ-MERCADO, J. J.; ALTAMIRANO-LOZANO, M. A.,
2006).

O vanadio desempenha um importante papel em processos bioquimicos, as
formas (IV) e (V) sdo capazes de reagir com o material genético, podendo interagir
com os grupos fosfatos e acglcares dos nucleotideos para formar complexos que
inibem ou estimulam a atividade das muitas enzimas de DNA e RNA. A exposi¢cao
aguda de humanos e animais ao vanadio ou a compostos de vanadio por inalacao,
causa efeitos adversos ao sistema respiratorio, resultando em conjuntivites, renite,
bronquite e asma (VENKATARAMAN, B. V.; SUDHA, S., 2005; GOC, A., 2006).

Ha evidéncias biolégicas que o vanadio esteja envolvido no acumulo e
fixacdo de nitrogénio por plantas e bactérias em nédulos de raizes de varios
legumes cultivados em solos com baixas concentra¢des de vanadio (SWETHA et al.,
2013; TU et al., 2015).

Estudos in-vitro mostraram que o vanadio, em niveis de ug L™, é essencial
para o crescimento das células, além de atuar na prevencao de algumas doencas
cardiacas (SEMIZ et al., 2002; GOC, A., 2006; REHDER, D., 2012; ALONSO-
LOMILLO et al., 2013; PINTO et al., 2013).

Nas ultimas décadas, o foco principal da medicina tem sido a utilizacdo de
complexos de vanadato, como agentes que reproduzem os efeitos metabdlicos da
insulina no tratamento da diabetes e a diminuicdo da repercussdo de doencas
cardiacas (KIMURA et al., 2006; WElI et al., 2011; REHDER, D., 2012).

Os primeiros estudos associam a administragdo de vanadato com a
atenuacdo significativa de disfungbes do coragcdo como a cardiomiopatia e
consequente melhora da diabetes (HEYLIGER, E. C., 1985). Yuen et al. (1993)
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induziu a cardiomiopatia (complicacdo secundaria em pacientes diabéticos) em
ratos, e avaliou o efeito terapéutico do complexo de vanadio organico, cloreto de
bis(maltolato)oxovanadio (IV) (BMOV). Apés o tratamento, observou-se uma
diminuicdo da glicose sanguinea em 70 % dos ratos diabéticos sem o aumento do
nivel de insulina no plasma. Parametros cardiacos também indicaram que a
administracao resultou numa atenuacéao significativa da disfuncéo do coracao.

No trabalho “Vanadium Compounds as Insulin Mimics”, Orvig et al. (1999)
descreve o potencial de atuacdo dos compostos de vanadio na regulacdo da
secrecdo de insulina, de tal forma que num periodo entre 10 e 20 anos o0s
compostos representariam uma oportunidade no controle da diabetes,
proporcionando formas de investigagdo do mecanismo de acéo da insulina.

SEMIZ et al. (2002), explica que a sintese de glicogénio contribui para a
regulacdo da glicose sanguinea pela insulina, que por sua vez, promove o0 transporte
da glicose, pelo transportador (GLUT4) até a membrana plasméatica celular e
estimula a deposicdo de glicose em glicogénio pela ativagdo do glicogénio sintase
(GS). O transportador de glicose (GLUT4) é regulado por insulina e encontrado
principalmente em tecidos adiposos e em musculos estriados (esquelético e
cardiaco). Quando a proteina quinase, mais ativa na fosforilagdo de GS, é inativada,
ocorre & diminuicao da regulacéo de glicose por insulina (RAGOLIA, L.; BEGUM, N.,
1998).

Para Rehder, D. (2012), a principal razdo para o potencial do vanadio no
tratamento da diabetes, vem da similaridade entre vanadato e fosfato. Do ponto de
vista geométrico, ndo sao muito diferentes, possuem estrutura analoga fazendo do
vanadato um concorrente aos sitios ocupados pelo fosfato (Figura 2). No interior das
células, o vanadato, devido a semelhanca com fosfato, se liga ao sitio ativo de
fosfatases. Quando isso acontece, proteina fosfatase (PTP) é desativada (inibida) e
a enzima € mantida fosforilada, restaurando ou mantendo ativo o sinal e os
caminhos de transducéo para a captacdo da glicose (ORVIG, C.; THOMPSON, K.
H., 2006; ORVIG et al., 2009; REHDER, D., 2015; PESSOA, J. C., 2015).
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Figura 2 - Representacao da estrutura do fosfato e vanadato.
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Fonte: PESSOA et al., 2015.

A transicdo de pH 7,4 para 6,8 o equilibrio é deslocado e a quantidade de
HVO,4* aumenta. Na faixa de pH 4,5 - 6,0 (fisiolégico), o vanadato predomina sob a
forma H,VO,4. Sob as mesmas condi¢cdes, HPO,* e H,PO, existem em quantidades
aproximadamente iguais. Uma vez que o vanadio é incorporado aos sitios ativos de
fosfato, a atividade das enzimas que fazem a desfosforilacéo é inibida (PESSOA et
al., 2015).

No organismo, o transportador mais importante de H,VO,, VO* (e
compostos de vanadio com um sitio de coordenacéo acessivel) em soro sanguineo
€ a transferrina (Tf), proteina de transporte de ferro e outros elementos no plasma e
no liquido extracelular para suprir as necessidades teciduais. O VO," também se liga
a imunoglobulina e albumina do soro, embora de forma menos eficiente do que a Tf.
Além disso, glébulos vermelhos contribuem na captacéo, transporte e subsequente
distribuicdo de VO*/VO," na forma adequada para atravessar a membrana
plasmatica (GARRIBA et al., 2011).

Segundo Kimura et al. (2006), pacientes com diabetes, que consumiram
aguas ricas em vanadio das regides de Ibira—SP, tiverem melhoras nas condi¢cGes da
doenca. Para o autor o vanadio atua de forma coordenada em eventos celulares que
regulam os efeitos metabdlicos da deficiéncia absoluta ou relativa na secrec¢édo de
insulina e/ou resisténcia dos tecidos alvos a acéo da insulina.

Estudos clinicos recentes demonstram o aumento na excrecao da insulina
por VO?* utilizando maltolato (BEOV) (THOMPSON et al. 2009). A Figura 3 ilustra o
possivel modo de acao.
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Figura 3 - llustracdo simplificada da acdo do vanadato como efeito mimético de
insulina. BEOV: bis (etilmaltolato)oxidovanadium (1V) ;Tf: transferrina , IR:
receptor de insulina , PTP: proteina tirosina fosfatase . GLUT4 é um
transportador de glucose.
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Primeiro o ligante sofre especiacao (parcial) no soro de sangue, o que inclui
remocdo do ligante maltolato, e a coordenacdo de VO*" a Tf e/ou oxidacdo para
vanadato . Ambos, complexo Tf e vanadato podem entrar no espaco intracelular via
endocitose e canais de fosfato, respectivamente. O receptor de insulina IR (receptor
transmembranar) tem a sua disposicao residuo de tirosina ligado as subunidades
intracelulares. O acoplamento da insulina a subunidade extracelular o promove a
fosforilacdo das tirosinas. Na auséncia de insulina (diabetes tipo 1) ou insuficiéncia
na excrecdo da (diabetes tipo Il), a proteina tirosina fosfatase (PTP) neutraliza a
fosforilacdo do IRB, impedindo os caminhos (setas vermelhas), que levam a
captacdo celular de glicose (setas malva) pelo transportador de glicose (GLUT4).
Nesse momento o vanadato entra na historia e se liga fortemente a um residuo de
cisteina da tirosina fosfatase (PTP), inibe sua atividade e impede a desfosforilacdo
das subunidades IRp, restaurando ou mantendo a sinalizacdo da translocacédo dos
caminhos de captacao da glicose (REHDER, D., 2015).

Nos seres humanos, as propriedades toxicoldgicas dos compostos de
vanadio, ndo séo totalmente esclarecidas. Sabe-se que a administragédo de 14,0 mg
de vanadio durante o periodo de um més em pacientes com diabetes, provoca leves

dores gastricas, e por um periodo superior a cinco meses, perda de peso e dores
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abdominais. Alguns estudos realizados ndo notaram alteracdes nas células
sanguineas, do figado e dos rins apods ingestdo de vanadio em baixas
concentragcbes (GOC, A., 2006; THOMPSON, K. H.; ORVIG, C., 2006, U.S.
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES, 2012).

Estudos em ratos demonstram que doses orais elevadas de vanadio,
provocam opressao dos vasos, congestdo e degeneracao do figado, hemorragia nos
pulmdes, insuficiéncia respiratéria, convulsGes, diarreia com perda de sangue,
acarretando a morte (RODRIGUEZ-MERCADO, J. J.; ALTAMIRANO-LOZANO, M.
A., 2006). Evidéncias de células cancerigenas também foram observadas apos
exposicao ao pentdxido de vanadio. A ingestdo de agua rica em sais de vanadio ndo
revelou o aumento na incidéncia de cancer. Em humanos n&do existem estudos
disponiveis sobre os possiveis efeitos carcinogénicos do vanadio (WHO, 2001; U.S.
DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN, 2012). De acordo com a EPA
(Environmental Protection Agency) o vanadio e 0S seus compostos ndo sao
classificados como carcinogénicos. No entanto, o IARC (International Agency
Research for Cancer) classifica o V,Os como possivel agente carcinogénico.

Apesar do potencial dos compostos de vanadio, € necessario, antes de
qualquer aplicacdo terapéutica, conhecer os efeitos toxicos a nivel celular. A falta de
conhecimento acerca dos problemas e efeitos do vanadio em reacdes inflamatérias
do sistema imunolégico e outros inconvenientes, particularmente da administracéo a
longos periodos, dificulta a aplicacéo clinica destes compostos, enquanto ndo forem

elucidadas todas as vias de atuagao no organismo humano (PESSOA, J. C., 2015).

2.1.3LEGISLACAO

No Brasil, a portaria N° 540 da ANVISA classifica as aguas minerais de
acordo com os elementos quimicos raros provenientes de fontes naturais ou de
fontes artificialmente captadas. De acordo com o artigo 1°, a agua € considerada
vanéadica quando contiver concentracdo de no minimo 30,0 ug L™ de vanadio.

A resolucdo N°2914 de 2011 do Ministério da Saude dispbe sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo
humano e seu padrdo de potabilidade. Do anexo VII, o elemento vanadio ndo esta

presente entre as substancias quimicas que representam risco a saude.
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A resolucdo 357 de 2005 do CONAMA classifica os corpos de agua e as
diretrizes ambientais para o seu enquadramento e condi¢cdes de lancamento de
efluentes. Do referido decreto, secdo Il (padrdes de qualidade de aguas doces
classe 1 e 2) e artigo 16 (dgua doce - classe 3) estipula Valor Maximo Permitido
(VMP) de 0,1 mg L™ de vanadio, dada a toxicidade que o vanadio apresenta para
varias culturas, mesmo em concentracdes relativamente baixas. Em relacdo as
adguas destinadas diretamente ao consumo humano, a norma ndo estipula valor de
referéncia no que concerne a presenca do elemento vanadio neste tipo de matriz.

Do Anexo I, a resolucdo 396 de 2008, parametros com maior probabilidade
de ocorréncia em aguas subterrdneas e seus respectivos Valores Maximos
Permitidos (VMP), estabelece 50 pg L™ como concentracdo maxima de vanadio em
agua para o consumo humano e 100 pg L™ para a dessedentacdo de animais e
irrigacao.

Para a OEHHA (“Office of Environmental Health Hazard Assessment”) o
nivel maximo para a concentracdo de vanadio na 4gua potavel é de 15 pg L™, dado

0 risco a saude humana por ingestéo a longo prazo.

2.2 METODOS DE DETERMINACAO DE VANADIO

Muitas técnicas tem sido utilizadas para determinacdo de vanadio em agua,
Espectrofotometria UV-Vis (KUMAR et al., 2012; MOHAMED et al., 2012
NARAYANA, B.; SUNIL, K., 2009; SWETHA et al., 2013), Voltametria (ARANCIBIA
et al., 2016), Potenciometria (MASTERALO et al., 2016), Fluorimetria (GAO et al.,
2002), Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP
OES) (LI, L.; HU, B., 2007), Espectrometria de Massas com Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP-MS) (MARTIN-CAMEAN, A., 2014).

O Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2005),
propde quatro métodos para determinacdo de vanadio em amostras de agua:
Espectrometria de Absorgédo Atdmica (EAA), Espectrometria de Absor¢do Atdmica
Eletrotérmica (EAA ET), Espectrometria de Massas com Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP MS) e o Método do Acido Galico (UV/Vis).

Na FAAS (“Flame Atomic Absorption Spectrometry”), a amostra é atomizada
na chama ao estado atémico, onde um feixe de radiacao € emitido por uma lampada

cujo céatodo (fonte: lampada de catodo oco) é feito do elemento a ser determinado.
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Os atomos livres no estado fundamental absorvem radiacdo em comprimentos de
onda caracteristicos. A quantidade de radiacdo absorvida € proporcional a
concentragcdo do analito na amostra. Devido a sensibilidade, a utilizagdo da técnica
de Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Forno de Grafite (GF AAS) na
determinacdo de vanadio tem sido relatada na literatura para diferentes matrizes
(SOYLAK, et al., 2013). O vanadio tende a formar carbetos refratarios quando em
contato com o grafite pirolitico a altas temperaturas, prejudicando a atomizacéo e
causando a reducdo da sensibilidade e reprodutibilidade do método. Faz-se
necessario a adicdo de modificadores quimicos a amostra (supressor de
interferéncia), para que a sensibilidade do método néo seja inferior e as medidas se
tornem precisas (FERREIRA et al., 2007).

Marques et al. (2003), determinou vanadio em Oleo diesel por
espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite, empregando nitrato de
magnésio como modificador quimico para aumentar a sensibilidade do sistema. As
temperaturas 6timas de pirdlise e atomizacdo obtida na presenca de modificador
quimico foram de 1100 e 2700 °C, respectivamente. O aumento do sinal analitico
proporcionou um limite de deteccdo e quantificacdo de 12 e 40 ng L™ para o
sistema.

O ICP-MS, devido ao baixo limite de quantificacdo, € capaz de detectar
elementos tracos. Por esse motivo € recomendado na determinagdo de vanadio,
principalmente quando a amostra provém de fontes naturais, onde o elemento é
encontrado em baixas concentragbes. Limites de deteccdo de ng L™ sdo
normalmente encontrados na literatura (LIU, H.; JIANG, S., 2002). A medida
realizada no ICP-MS resulta na quantidade total do elemento a ser determinado, a
ionizacdo é feita em plasma, sendo mais completa e inerte do que em chama,
evitando a formacao de 6xidos (HUANG et al., 2016).

Apesar das vantagens inegaveis da técnica, baixo limite de detecgéo, alta
precisao, sinal analitico estavel e determinacéo simultanea de mais de 60 elementos
guimicos, a técnica possui algumas desvantagens. Uma delas é a interferéncia
isobarica elementar causada por is6topos de diferentes elementos que formam ions
de mesma razéo massa/carga (***Sn e **Cd) e espectral causada pela formacao de
ions poliatbmicos no plasma. Em &gua, interferéncia poliatbmica, de Oxidos,
hidréxidos, hidretos, podem influenciar de forma significativa no limite de detec¢éo
de alguns elementos. Segundo Guseva et al., (2015) a escolha das condi¢cfes para a
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determinacao de vanadio, crémio e arsénio em aguas ricas de ion cloreto por ICP-
MS é complicada, principalmente em decorréncia da formacao de ions poliatbmicas
de mesma razao massa-carga.

O ICP-MS oferece melhor sensibilidade na determinagcdo de vanadio, no
entanto, o fon diatdmico *CI**0* e **S'™®OH* (decorrente da matriz), sobrepde o
isétopo de maior abundancia do vanadio (m/z = 51) (PYRZYNSKA, K.; WIERZBICK,
T., 2004). Cloreto é considerado o &nion mais problemético na determinacdo de
vanadio por ICP-MS, principalmente em matrizes contendo altas concentracdes. A
adicdo de pequena quantidade de solvente organico ou a utilizacdo da cromatografia
de exclusdo de tamanho € diferentes formas de contornar a presenca de matrizes
ricas em cloreto (EBDON et al., 2004).

Os métodos espectrofotométricos usados na determinacdo de vanadio
baseiam-se na formacdo de complexos, oxidacdo-reducéo, reacdes cineticamente
catalisadas, associacdes idnicas e extracao por solvente (ROCHA, F. R. P., 2004).
Os métodos espectrofotométricos baseados em reacgfes cataliticas sdo 0s mais
comuns na determinacéo de vanadio (MASTOI, G. M.; KHUHAWAR, M. Y., 2007).

2.2.1 STANDARD METHODS (METODO DO ACIDO GALICO)

A metodologia adotada como referéncia para a quantificacdo de tracos totais
de vanadio por espectrofotometria UV/Vis foi proposto por Skougstad e Fishman em
1964. A determinagéo indireta do vanadio estad relacionado com o0 seu efeito
catalitico na oxidacdo do acido galico (C;HgOs) por solucédo acida de persulfato de
amonio (NH,),-S,0s-H3PO4, onde a taxa de oxidagédo do acido gélico € proporcional
a concentracdo de vanadio presente.

Os autores descrevem que a oxidacao de acido galico por solucdo acida de
persulfato de amonio é lenta, mas acelerada na presenca de vanadio (catalisador).
O persulfato de aménio sob extrema condicdo de acidez (adicdo de H3POg4
concentrado) forma o ion peroxidisulfato (HS,Os). O acido peroximonossulfarico
(H.SOs), forte agente oxidante, ativa o processo de oxidacdo catalitica do &cido

galico.
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As reac0Oes de oxi-reducdo do vanadio sdo apresentadas abaixo:
VO3 (aqy + 2H(yq) 5 VO3 (aq) + H20(

OXl.da(;éO: H6C705 (aq)) s H56705 (aq.) + H(-th) + e(_aql)
Redugao: VO3 (qqy + 2H(iqy + €qy & VOGy) + Ha0q

Reagao global: HgC;05 (qqy + VOF (agy + Hiagy & HsC705aq) + VOG) + H0q

Reoxidagao: VO¢;, =20 VO3 (aq)

As etapas de oxidacado catalitica envolvem a oxidacdo do C;HgOs por acido
peroximonossulfurico (H,SOs) (agente ativante da reacdo) de cinética lenta e pelo
fon pervanadil (VO,"), que acelera a oxidacéo do acido galico. O ion vanadil (VO**)
resultante da reduc&o do ion pervanadil (VO;") durante a etapa de oxidac&o do acido
galico é imediatamente reoxidado pelo acido peroximonossulfarico. O sinal analitico
correspondente ao produto de cor amarela é detectado espectrofotometricamente
com selecdo de comprimento de onda em 415 nm (Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater-Method 3500 V).

Outras vias de atuacdo do anion peroxidisulfato (S,0s%) na reacdo poderia
envolver a formacéo de radicais ao invés do acido peroximonossulfurico (H,SOs)
(Equacao 1). O anion peroxidisulfato € um agente oxidante forte, com um potencial
de oxidacao E° = 2,05 V, é utilizado na industra de petréleo para o tratamento de

fluidos hidraulicos ou iniciador reacional (McCALLUM et al., 2000):
Equacgdo 1: S,05~ + 2H" + 2= — 2HSO;
No entanto o anion possui cinética lenta a temperatura ambiente, como
resultado S,0s” é tipicamente ativado (aquecimento ou fotoquimica) e convertido a

radical sulfato, agente oxidante mais forte que S,0g* (E° = 2,6 V) (Equacéo) 2:

Equagao 2: S,03~ + agente ativante — SO, ou SOZ~
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Sob condi¢cdes &acidas (Equacdo 3), anion peroxidisulfato pode sofrer

hidrolise para formar peréxido de hidrogénio:
Equagio 3: S,03~ + 2H,0 — H,0, + 2HSO;

O peroxido de hidrogénio tem potencial de oxidacdo de 1,77 V, que na
presenca de ativadores pode formar radical hidroxila (OH’), com E° = 2,8 V, 0 agente
oxidante mais forte. Pode também ocorrer a formacéo de radical hidroxila por reacéo
do radical sulfato (SO4*) com adgua (MORGAN et al., 1997). Outra possibilidade € a
formacdo do anions peroximonopersulfato (E° = 1,44 V) a partir de peroxidisulfato

sob condi¢des fortemente &cida (Equacéo 4):
Equacio 4: S,03~ + 2H,0 — HSO; + HSO;

Segundo Chu et al. (2007), a ativacdo térmica ou fotoquimica do S,0s* 0

decompde em ion SO,4* (Equacao 5) :
Equacio 5: S,03~ + f6tons ou aquecimento — 2S0;

Sob condig¢des acidas SOg4¢ -, produz HSO, e OHe+ que ird se decompor para
formar fon sulfato SO, como indica as equacdes abaixo (Equacdes 6, 7, 8, 9, 10,
11):

Equacdo 6: SO, + H,0 — HSO; + OH
Equagio 7: HSO; — H* + S0;~

-1
Equacao 8: OH + S,05~ — HSO, + SO, + 502
. - 1
Equacao 9: SO, + OH = HSO, + 502
Equacao 10: 20H — H,0,

1
Equacao 11: H,0, = H,0 + 502 (em solugao acida)

Em geral, ap6s a clivagem da ligacdo do S,0g” o radical sulfato, reage com

adgua para formar radical hidroxila, o mais forte agente oxidante. Em condi¢bes
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extremas de acidez (pH < 3), a formacédo de &cido peroximonossulfurico (H.SOs) e
acido sulfarico (H,SO,) é favorecida, via decomposicédo do S,05> e SO4 °, como

sugere as reacgoes a seguir (Equacoes 12, 13, 14, 15, 16,17):

Equacdo 12: SO, + H,SO, — HSO, + HSO;
Equagido 13: SO, + S,0%~ — S,05 + SOz~
Equagdo 14: S,05~+ H* — HS,0g
Equagdo 15: HS,05 — SO, + HSO,
Equacgao 16: HS,04 + H,0 — H,505 + HSO,
Equacao 17: H,SOs + H,0 — H,0, + H,50,

Nessa faixa de pH, prevalece a formacao de agentes oxidantes mais fracos
como HS,0g’, H2,SOs, SO4, HSO4, H202, ao invés de radicais fortemente oxidantes,
como OH« (E° = 2,8 V) e SO4 (E° = 2,6 V) (CHU et al.., 2007). Isso sugere que a
solucao de persulfato € decomposta em diferentes radicais e agentes oxidantes (E°
= 0,87 a 2,8 V) em meio &cido, e os caminhos do processo de ativacdo da oxidacao
catalitica do acido galico por vanadio € mais complexo do que o proposto por
Fishman e Skougstad (1964).

2.3 SISTEMAS DE ANALISE EM FLUXO

Os sistemas de fluxo derivam do aperfeicoamento de técnicas analiticas com
a finalidade de minimizar o consumo de reagentes e residuo gerado, aumentar a
frequéncia analitica, diminuindo a intervencdo do operador reduzindo a
contaminacdo, e melhorar a precisdo do método (RUZICKA, J.; HANSEN, E. H.;
1980; ZAGATTO et al., 2014).

Extremamente versateis, esses sistemas podem ser adaptados a diversas
condicbes de trabalho, como faixas temperaturas e pH, em reacfes cinéticas.
Podem ser acoplado a diversos detectores como absorcdo molecular, absorgao
atdbmica, voltamétricos, amperométricos, potenciométricos, de quimiluminescéncia e
fluorescéncia. Ao longo do percurso analitico pode receber reagente e passar por
etapas de processamentos, tais como: extracdo liquido-liquido, pré-concentracao,

geracdo de fase gasosa para separar o analito, diluigdo em linha, didlise por
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membrana permeéavel a gas, etc (REIS, B. F., 1995; REIS, B. F., 1996; ROCHA, et
al., 2012; ZAGATTO et al., 2014)

A Andlise por Injecdo em Fluxo (FIA) tem como conceito basico a introducéo
da amostra em um fluido carregador (que pode ser o reagente), cuja funcdo é
transportar a zona de amostra introduzida ao longo do percurso analitico até o
detector. E constituido basicamente por uma bomba de propulsdo (bomba
peristaltica) ou seringa (pistdo), injetor comutador, véalvula solenoide ou valvula
seletora, bobinas de reacao para a formacédo da espécie de interesse e um detector
responsavel pelo sinal analitico transiente (RUZICKA, J,; MARSHALL, G. D., 1990;
REIS et al., 1994; MASINI, J. C., 2008; MASINI, J. C.; SANTOS, A. C. V., 2010).

O processo de dispersdo da amostra pelo fluido carregador depende de
parametros fisico-quimicos, coeficiente de difusdo das espécies, viscosidade dos
reagentes, temperatura, pH, volume de amostra e reagente, presenca de fluxos
confluentes, além das dimensdes do percurso analitico, dimensdes e forma da
bobina de reacdo e o tempo de permanencia da mistura no percurso analitico, sdo
fatores que podem e devem ser otimizados (REIS, B. F.; KRONKA, E. A. M., 1997;
MASINI, J. C.; SANTOS, A. C. V., 2010).

A esséncia dos processos de injegcdo em fluxo é o conhecimento das
reacdes quimicas envolvidas. A partir deste dominio, o médulo de andlise é
desenvolvido, e as variaveis envolvidas sdo investigadas a fim de se obter o melhor
desempenho para o sistema (REIS, B. F., 1996). Sistemas de injecdo em fluxo
diferem dos métodos tradicionais com relagdo a ndo obrigatoriedade na obtencgéo do
equilibrio quimico, ja que, o intervalo de tempo disponivel para desenvolvimento das
reacdes envolvidas é rigorosamente mantido para todas as amostras e padrdes
(ZAGATTO et al., 2010; ZAGATTO et al., 2012). Economiza-se entdo o tempo que
seria gasto para complementacdo das reagfes quimicas e abre-se a perspectiva de
controle das condi¢cdes quimicas com reducdo do volume de amostra e reagente
(ZAGATTO et al., 2014).

Um exemplo de aplicacdo dessa técnica é a tradicional determinacdo de
vanadio em &gua por espectrofotometria UV/Vis. A reagdo cinética é baseada na
oxidacdo do &cido galico por solucao acida de persulfato de aménio catalisada por
vanadio, onde a taxa de oxidac&do do acido galico € proporcional a concentragcéo de
vanadio presente (FISHMAN, M. J.; SKOUGSTAD, M. W., 1964; STANDARD
METHODS FOR THE EXAMINATION OF WATER AND WASTEWATER, 2005).
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2.3.1 INJECAO EM FLUXO: HISTORIA

Em 1957 um bioquimico de formacdo preocupado com a qualidade dos
resultados de amostras de fluido sanguineo, percebeu que poderia fazer a andlise

colorimétrica por fluxo continuo (Figura 4).

Figura 4 - Primeiro sistema de fluxo desenvolvido no pordo da casa de Skeggs
(1957).

Fonte: SKEGGS, L.T., (2000).

A direita da imagem as garrafas grandes contem os reagentes, as garrafas
pequenas contém a solucdo de uréia usada para a curva de calibracdo. Da direita
para a esquerda observa-se a bomba peristéltica usada na propulsédo das solucdes
por meio de tubulacdo de polietiieno enrolada em torno de tubos de ensaio. O
detector, um colorimetro, foi equipado com célula de fluxo construida apartir de uma
pipeta (SKEGGS, L.T., 1957; SKEGGS, L.T., 2000). No processo, a amostra e
reagente, era segmentada por bolhas de gas e as reagfes processadas até o
equilibrio. Nascia o conceito de Andlise de Fluxo Segmentado Continuo (SCFA) por
bolhas de gas. A analise quimica, antes empregada discretamente por batelada,
poderia ser realizada em um fluxo continuo de amostra e reagentes (SKEGGS, L. T.,
2000).

As primeiras aplicagdes dos sistemas em fluxo ndo-segmentado ocorreram
no Brasil, principalmente da colaboracéo cientifica entre a Agéncia Internacional de
Energia Atbmica de Viena e o Centro de Energia Nuclear de Agricultura (CENA) da
Universidade de Sdo Paulo, campus de Piracicaba. A andlise por injecdo em fluxo é
a versao em portugués do titulo “Flow Injection Analysis” (FIA), introduzida pelo Dr.
Jaromir Ruzicka (RUZICKA, J.; STEWART, J. W. B., 1975) (Figura 5) que como
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perito da Agéncia Internacional de Energia Atbmica, participou das instalacbes do
laboratorio de Quimica Analitica do CENA, onde os primeiros trabalhos foram
publicados (RUZICKA et al., 1976).

Figura 5 - Primeiro Sistema de Analise por Injecdo em Fluxo (FIA).
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Fonte: RUZICKA, J.; STEWART, J. W. B., (1975).

Com o titulo Flow Injection Analisys Part I: A New Concept of Fast Continous
Flow Analysis, Ruzicka e Hansen (1975) introduziram os conceitos do novo sistema
desenvolvido. Ainda nesse ano, a segunda parte (aplicacédo do sistema) resultaria no
trabalho Flow Injection Analysis Part II: Ultrafast Determination of Phosphorus in
Plant Material by Continuous Flow Spectrophotometry, introduzindo o sistema como
uma nova ferramenta na analise quimica de rotina (RUZICKA, J.; STEWART, J. W.
B., 1975).

Deste momento em diante, os sistemas de inje¢cao em fluxo ndo-segmentado
ganharam espaco a partir dos sistemas em linha Unica (RUZICKA et al., 1977), com
0 desenvolvimento dos sistemas em confluéncia (BERGAMIN et al., 1978), zonas
coalescente (BERGAMIN et al., 1978), fluxo intermitente (BERGAMIN et al., 1980),
reamostragem (BERGAMIN et al., 1981), zone trapping (KRUG et al., 1983) (Figura
6).
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Figura 6 - Sistemas em fluxo continuo desenvolvidos a partir da injecdo de
reagentes em linha Unica.
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S: Amostra; R: Reagente; W: Descarte; Ls: Alga de amostragem; Lg: Alca do reagente; Cr: Solucéo carregadora do reagente;

Cs: Solugéo carregadora da amostra; Rc: Bobina de reacéo; x,y,z: Pontos de confluéncia; P: Bomba peristéltica; D: Detector.

Fonte: RUZICKA et al., (1977), BERGAMIN et al., (1978, 1980, 1981), KRUG et al., (1983).

Em 1985, Pasquini e Oliveira retomam o conceito de Injecdo de bolhas de

gas para o aprisionamento da zona de amostra e reagente. O conceito de um

sistema monsegmentado do inglés “Monosegmented Continuous Flow Analysis”
(MCFA) (Figura 7).
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Figura 7 - Primeiro sistema de Analise em Fluxo Continuo Monossegmentado

(MCFA). A seta indica a diregcao na qual a alga é movida de modo a
introduzir a amostra em fluxo transportador.
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Fonte: PASQUINI, C.; OLIVEIRA, W. A., (1985).

Diferentemente de Skeggs (1957) que utilizava a segmentacéo continua com
bolhas de gas, Pasquini e Oliveira propuseram um sistema onde a zona de amostra
€ aprisionada entre duas bolhas de gas, com o objetivo de evitar a dispersao (van
STADEN et al.,, 1997) da zona de amostra e reagente. Nesse caso, 0 tempo de
residéncia da amostra € maior que aqueles atribuidos a sistemas de fluxo continuo,
0 que é uma vantagem para amostras com baixa concentracdo do analito de
interesse (aumento da sensibilidade) e reacdes de cinética lenta. As bolhas foram
removidas por membrama permeavel a gas antes da deteccdo (PASQUINI, C.;
OLIVEIRA, W. A,, 1985).

Em 1990, Ruzicka e Marshall desenvolvem um novo conceito de injecdo em
fluxo, a Anadlise por Injecdo Sequencial (SIA), do inglés “Sequencial Injection
Analysis” (Figura 8). Como principal objetivo, os autores queriam implantar um
sistema mais versatil e preciso, com as caracteristicas ja conhecidas dos sistemas
de fluxo, baixo consumo de reagente e amostra (RUZICKA, J.; MARSHALL, G. D.,

1990).
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Figura 8 - Configuracédo do sistema SIA. H (do inglés Holding Coil) € para onde a
zona de amostra e reagente é aspirada sequencial impedindo a entrada
da solucéo no cilindro da bomba de émbolo (& esquerda da imagem).
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Fonte: RUZICKA, J.; MARSHALL, G. D., (1990)

O sistema SIA foi concebido no sentido de simplificar mecanicamente os
sistemas a analise por injecdo em fluxo (mudancas de configuracdo), automacéo
dos processos de aspiracéo, vazao e inversado do sentido do fluxo. O monitoramento
on-line de métodos, onde a exigéncia por um sistema robusto, estavel por longos
periodos e de pouca manutencdo, faz com que a automacédo do sistema SIA se
torne requisito essencial, principalmente em processos industriais (RUZICKA et al.,
1991).

A automacdo das analises quimicas, aliada a chegada dos computadores
aos laboratoérios, proporcionou o desenvolvimento dos sistemas envolvendo a
multicomutagao. Do inglés, “Multicommuted Flow System” (MCFS), foi descrita pela
primeira vez por Reis et al.,, (1994), para a introducdo de reagentes e amostra
(Figura 9). Dessa forma, a Analise por Injecdo em Fluxo (FIA), até entdo explorada
pela injecdo de solucdo através de injetor comutador, passa a ter uma alternativa de
introducéo de reagentes e amostra, de forma automatizada, com a inser¢cao das

valvulas solenoides.
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Figura9-a) V1 a V4, representam as valvulas solenbdides acionadas
individualmente a base de tempo, para a introducdo de solugdo em
direcdo ao percurso analitico. (b) Sistema utilizado para investigar o
conceito de amostragem binaria.

Fonte: REIS et al., (1994)

Nesse sistema, a escolha do percurso das solugbes é realizado por
aplicacao de voltagem (fonte 12 V) condicionado pela posicdo de duas membranas.
Quando o potencial € gerado (tempo de resposta de 5 a 20 ms), a solenoide interna
€ ativada, pressionando uma das membranas de Politetrafluoretiieno (PTFE)
presente no centro da valvula em direcdo a uma das vias, esse caminho se fecha,

abrindo espaco a passagem da solucéo pela via oposta (Figura 10).

Figura 10 - Representagdo esquematica da valvula solenoide de trés vias.

Solendide

AT IS,

Membrana de PTFE

.

Canal de entrada ——> - 7 t—+—€&—— Canal de entrada
7

Membrana de PTFE

AR
/
]

Mola

Fonte: NResearch Inc. (West Caldwell, USA).

O percurso alternativo é restabelecido (Figura 10) apés desligar a fonte de
potencial, permitindo que a mola interna reposicione a membrana a posic¢éo inicial.

Valvulas solenoides apresentam resisténcia quimica interna elevada (PTFE)
e pequeno volume morto. Economia de reagentes e amostra e alta frequéncia

analitica estd sempre associado a esse tipo de sistema. O trabalho de Reis e
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colaboradores resultou na estratégia conhecida como amostragem binaria, definida
por segmentos de amostra intercalados com volumes definidos de reagente,
facilitando a homogeneizagcdo da mistura, diminuindo a dispersdao da zona de
amostra. A sobreposicao das solucdes depende exclusivamente de fenbmenos de
difusdo e conveccao nas interfaces dos segmentos. (REIS et al., 1994; REIS et al.,
1997).

A andlise por injecdo em fluxo explorando multi-seringa, do inglés
“Multisyringe Flow Injection Analysis” (MSFIA), foi descrita em 1999, por Victor
Cerda, como uma técnica multicanal que combina as vantagens dos sistemas FIA e
SIA. E basicamente um conjunto de seringas de diferentes capacidades, empregado
como dispositivo de propulsdo ao invés de bombas peristalticas. A multisiringa esta
ligada em bloco a um Unico motor, e tem como caracteristica a presenca de valvulas
de insercdo e propulsdo no topo de cada seringa. O sistema € totalmente

automatizado.

Figura 11 - A esquerda, o sistema de injecdo de amostra e reagentes desenvolvido
por Victor Cerda e a direita representacdo esquematica das seringas e
vista superior das valvulas. MS: Sistema Multiseringa; S: Siringa, V:
Valvula comutadora.

commulation
.-~ valve

S1MV1

- S2n2
syringe

S3nv3

Qi d 1ok

solution Sah4
i reservoir ) MS
Fonte: adaptado de CERDA et al., (1999); MIRO et al., (2011).

O sistema desenvolvido por Victor Cerda e colaboradores é um hibrido entre
as principais caracteristicas do sistema FIA e SIA. Um motor de passo propulsiona

simultaneamente os émbolos das seringas, operando em modo multi-canal, de forma
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semelhante as bombas peristalticas. Pode também atuar em etapas de
multicomutacao das solu¢cbes com selecdo exata do volume de amostra e reagente,
como nos sistemas SIA (CERDA et al., 2005; MIRO et al., 2011).

Cada uma das quatro seringas que compde o MSFIA possui volume interno
diferente, e pode trabalhar com diferentes vazdes. Versatilidade e precisdo do
sistema SIA combinado a etapas de multicomutacéo dos sistemas FIA resultam em
baixa geracdo de residuo. O funcionamento da multi-seringa requer que as mesmas
sejam preenchidas periodicamente diminuindo a frequéncia analitica (CERDA, et al.,
2005).

Pouco tempo depois, em 2000, surge o conceito de Lab-On-Valve (LOV).
Proposto por Ruzicka, trata-se da compactacdo dos sistemas sequenciais (SIA),
dando inicio ao que se tornou muito comum nos ultimos 16 anos, miniaturizacao

dos sistemas em fluxo (Figura 12).

Figura 12 - Microsistema de Injecdo Sequencial. O sistema apresenta pistédo de 500
UL e célula de deteccao construida junto a porta 2 da valvula seletora.
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Fonte: RUZICKA, J., (2000).

Apresenta o0 mesmo principio de funcionamento do sistema SIA. Processos
de diluicdo, mistura de reagentes, parada de fluxo e deteccdo € todo desenvolvido
ao redor das portas da valvula seletora. A célula de fluxo, de estrutura monolitica é
montada no topo da valvula seletora. Fibra éptica € normalmente utilizado para a
deteccdo espectrofotométrica UV/Vis e fluorimétrica. Caso seja necessario, a célula
de fluxo possui saidas pré estabelecidas para o acoplamento a diversos sistemas de
deteccdo. Com a compactacdo do sistema, o percurso analitico € praticamente

inexistente, como resultado baixo volume de reagente (alguns microlitros) e residuo
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sdo caracteristicas do sistema. Os moddulos de analise LOV apresentam como
desvantagem a baixa freqUiéncia analitica em funcdo do intervalo de tempo
necessario para que a valvula seletora faca a comutacdo (RUZICKA, J., 2000).

“‘Bead Injection Analysis” esta intimamente ligado aos sistemas Lab-On-
Valve. A possibilidade de deslocamento das fibras Opticas, através dos
microconduites de polimetiimetacrilato (PMMA), abre pespectivas ao
empacotamento de microesferas. Diferentemente da Extracdo em Fase Sdlida
(SPE), o empacotamento on-line da fase sélida (microesferas em solucdo), retém o
analito na zona de deteccdo (MIRO, M.; HANSEN, E. L., 2012). Na sequéncia, duas
sdo as possibilidades, renovacdo quimica da superficie do material sélido in-line ou
por inversdo do sentido de fluxo, substituicdo fisica do sorvente. Microlitros da
suspensao (microesferas), sem a necessidade de etapas de eluicdo e a renovacao
fisica do material solido apds cada ciclo, superam limitagcdes da coluna permanente.
Manipulacdo da suspensdo, empacotamento das esferas no caminho optico, assim
como, forma, tamanho e sua distribuicdo sdo requisitos de estudo para o sistema
(MIRO, M.; HANSEN, E. H., 2012; CERDA et al., 2012; HE et al., 2013). Lab-On-
Valve tem sido aplicado a sistemas biolégicos (enzimas ou imunoensaios), devido ao
custo ou a disponibilidade dos mesmos (MIRO, M.; HANSEN, E. H., 2012).

Uma nova estratégia de bombeamento, injecdo, homogeneizacdo e
comutacao foi proposta por Lapa et al. (2002) com objetivo de tornar mais eficiente a
etapa de mistura de pequeno volume de solucdo. Os sistemas de analises em fluxo
explorando esta estratégia foram denominados sistemas de multipropulsdo, do

inglés “Multi-Pumping Flow Systems” (MPFS) (Figura 13).
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Figura 13 - Esquema do primeiro sistema em fluxo com microbombas utilizado para
a determinacéo de Cr®* em agua. P1 e P2: microbombas solenoides; L:
reator; D: detector; R: reagente; S: amostra; W: residuo; C: interface de
controle; x: ponto de confluéncia.

Fonte: LAPA et al., (2002).

O funcionamento das bombas solenoides é baseado no deslocamento do
diafragma por ativacdo da solendide interna. Por aplicacdo de voltagem 12 V, a
solendide comprime o diafragma, permitindo a aspiragdo da solucdo para a camara

interna (Figura 14).

Figura 14 - Representacdo esquematica de uma microbomba solenoide.
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Fonte: BioChem Valve Inc. (Boonton, EUA).

Quando a fonte de potencial € supremida a solenoide é desativada e a mola
interna recoloca o diafragma na posic¢ao inicial. O movimento subito da mola sobre o

diafragma, provoca a propulsdo do liquido, gerando um pulso de volume fixo
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correspondente ao volume interno da bomba solenoide. O periodo de ativacéo e
desativacdo da solenoide define o tempo de pulso (CERDA, V.; PONS, C., 2006).

Microbombas solenoides sédo empregadas para o bombeamento individual
de cada solucdo envolvida. Originam fluxos pulsados (causado pelo deslocamento
repentino do diafragma), caracterizado pelo volume de um pulso (cada bomba
solendide possui volume de pulso individual de 5, 10, 15, 20 ou 25 ulL) e pela
frequéncia de pulso (numero de pulsos utilizado). Em combinacdo estabelecem a
vazéo individual de cada solugéo (LAPA et al., 2002; ZAGATTO et al., 2007).

Cada pulso da microbomba gera um movimento desordenado dos elementos
no fluido, possibilitando que o grau de mistura entre amostra e reagente seja mais
rapida e eficaz quando comparada aquela obtida em condi¢des de fluxo laminar, na
qual a interpenetracdo na interface das solucdes, dependem exclusivamente do
fendmeno de dispersdo e convecgédo. Microbombas de volume interno menor séo
mais eficientes na mistura das solugcbes do que as de volume interno maior.
Diminuicdo na extensao da bobina de reacdo (menos significativo devido aos pulsos
gerados entre 0s segmentos na mistura dos reagentes), simplicidade de
configuragdo (uma bomba solendide para cada solugdo), controle automatizado e
individual das bombas, além de alta frequéncia analitica sdo as principais
caracteristicas. (LIMA et al., 2004; ZAGATTO et al., 2007).

Os sistemas de andlises que exploram interface Unica (SIFA), do inglés
“Single Interface Flow Analysis”, sdo os sistemas mais recentes em termos de
flexibilidade na configuragdo dos modulos de analises. Desenvolvido por Ribeiro et
al. (2005), ndo esta relacionado a insercdo de volume fixo das solucdes, mas na
interpenetracdo das zonas de segmento de amostra e reagentes com dispersao
controlada. Uma interface Unica de reacéo € estabelecida pela extensdo com que a
sobreposicdo dos reagentes e amostra ocorrem. Volume de amostra e reagente,
deixa de ser imprescindivel, mas a extensdo da sobreposicdo nas interfaces da
solugédo passa a ser o principal objetivo ( Figura 15) (RIBEIRO et al., 2005;
ZAGATTO et al., 2007).
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Figura 15 - (a) Sistema de Interface Unica introduzido em 2005. P: microbombas
solenoides; V: valvulas solenoides; S: amostra; R: reagente; L: reatores;
D: detector. (b) Representacdo da evolucdo do sinal analitico em
sistema SIFA com multiplas inversbes e deteccdo. A: amostra; R:
reagente; I: interface Unica de reacéo.

Fonte: Adaptado de RIBEIRO et al., (2005).

O posicionamento do detector no centro da montagem e a utilizagdo das
microbombas solenoides ou microburetas autométicas (LIMA et al., 2012) permite
multi-deteccOes da zona de amostra atraves da realizacdo de multiplas inversdes do
sentido do fluxo (com ou sem deteccdo) ou inversdes parciais, contribuindo no
aumento do grau de penetracdo das zonas adjacentes e monitoramento continuo do
desenvolvimento da reacdo (SANTOS et al., 2008; SANTOS et al., 2010).

Com o objetivo de evitar os processos convencionais de Extracdo Liquido-
Liquido (LLE) envolvendo solvente organico e de solucbes aquosas imisciveis,
Santos et al. (2010) desenvolveu um sistema aquoso bifasico para extracdo on-line
de chumbo, explorando os sistemas SIFA. Melhora no contato e processo de
transferéncia de massa entre as duas fases, através de mudltiplas inversoes,
estabelecendo uma unica interface, levou a um baixo volume de solvente (400 ulL),
faixa de trabalho entre 4,8 x 10" e 2,4 x 10™° mol L™" para o Pb®" com fator de
enriguecimento de 3 para o sistema.

Sequencial Injection Analysis (SIA), Multicommuted Flow Analysis (MCFA),
Multisyringe Flow Injection Analysis (MSFIA), Lab-on-Valve (LOV), Multi-Pumping

Flow System (MPFS), assim como Single Interface Flow Analysis (SIFA) sao
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considerados a evolucdo dos sistemas em fluxo em direcdo a quimica analitica
verde. Green Analytical Chemistry (GAC), é definido pelas técnicas e métodos
quimicos que reduzem ou eliminam o uso de reagentes toxicos assim como a
geracao de residuos que sdo perigosos a saude humana e ao meio ambiente. Entre
as vantagens dos sistemas SIA, MCFS, MSFIA, LOV, MPFS, SIFA esta a
minimizacdo no consumo de reagente e a adicao de reagente de forma intermitente
(ROCHA, et al., 2012).

Essas caracteristicas levam a uma tendéncia na quimica analitica, a
miniaturizacdo e o desenvolvimento de sistemas portateis para a implantacdo de
métodos classicos, com baixo consumo de reagente e geracdo de residuos. Em
1990 surge o conceito de microssistemas de analise total do inglés “Micro Total
Analytical System” (WTAS), também conhecido como “Lab-On-a-Chip” (LOC), termo
geral e utilizado para designar todo tipo de microssistemas, quer seja para analise
quimica ou para outro propésito (ARAUJO, et al., 2010; LEE, et al., 2012; ALMEIDA
et al., 2014).

Nesse contexto, surge o0s sistemas chamados de Micro-Flow Injection
System (UFIA), sistemas explorando microfluidos, que trabalham com vazdes na
ordem de nL a puL min™. Esses sistemas s&o construidos a partir da confeccdo de
mascaras fotolitograficas, utilizando como substrato uma foto-resina a base de
Uretana-Acrilato (UA) por ultravioleta profundo para gravar os canais (Figura 16)
(FONSECA, A.; SILVA, J. C. B, 2013).

Figura 16 - Imagem do Micro-Flow Injection System (uFIA) para a determinacao de
bicarbonato em agua.

Fonte: FONSECA, A.; SILVA, J. C. B, (2013).
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Muitos trabalhos tém sido relatados na literatura com relacdo a PFIA,
baseando-se principalmente no sistema Flow Batch Analysis (FBA) (HONORATO et
al., 1999; ARAUJO et al., 2012), que tem como principal caracteristica a presenca de
uma camara, onde todas as solu¢des sao condicionadas para a homogeneizagao
das solucbes, tempo de residéncia, processos de pré-tratamento, diluicbes, e
processos de extracao liquido-liquido (ARAUJO et al., 2012; ZAGATTO et al., 2014).
Também construido por fotolitografia UV (Figura 17) em resina de Uretana-Acrilato
(UA) a miniaturizagdo do sistema FBA tem sido realizada, sendo chamada de Micro-
Flow Batch Analysis (UFBA) (ARAUJO et al., 2012; 2013).

Figura 17 — Imagem do sistema uUFBA com dimensdes de milimetros.

Fonte: ARAUJO et al., (2012) e (2013).

Portabilidade e reducdo nos volumes totais da analise (entre alguns
nanolitros até algumas dezenas de microlitros) além de alta frequéncia analitica séo
vantagens atribuidas aos sistemas. A principal desvantagem é que o sistema é
construido para uma reagdo especifica, mudancas de analise normalmente acarreta
na construgdo de um novo sistema. Em raz&do dos beneficios de portabilidade e
consumo de reagente e amostra, diferentes configuracbes e processos de
desenvolvimento de microfluxos tem sido explorado em escala miniaturizada
(ARAUJO, et al., 2010; ARAUJO et al., 2012; LEE et al., 2012; TODA et al., 2012;
ALMEIDA et al., 2012; LEE, N. Y.; WU, W.; 2013; ALMEIDA et al., 2014).

2.3.2 ANALISE POR INJECAO SEQUENCIAL (SIA)

Um ampla descricdo da Analise por Injecdo Sequencial (SIA) foi realizada no

que diz respeito as suas caracteristicas, vantagens e desvantagens, conceitos e
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aplicacdes. Como o trabalho realizado gira em torno dos sistemas sequenciais, uma
énfase maior foi dada aos sistemas SIA. Nesse contexto foi realizado uma discussao
em torno dos componente basicos que formam o sistema, assim como dos
processos de dispersdo que envolvem o desenvolvimento e formacdo do sinal
analitico.

No inicio da década de 1990 a utilizacdo de computadores se tornou cada
vez mais comum na andlise de rotina dos laboratérios, a0 mesmo tempo a
automacao dos sistemas de fluxo na andlise quimica passa a se tornar essencial
com o advento dos sistemas sequenciais SIA (RUZICKA, J. MARSHALL, G. D.,
1990). Nesse sentido, varios sistemas em fluxo foram desenvolvidos,
“Multicommuted Flow System” (MCFS), descrito em 1994, em 1999 o “Multisyringe
Flow Injection Analysis” (MSFIA), “Lab-On-Valve” (LOV) em 2000, e a ultima forma
automatizada de propulsdo de liquidos, descrita em 2005, “Multi-Pumping Flow
Systems” (MPFS).

O sistema SIA é basicamente formado por uma valvula seletora,
componente principal do sistema, contendo de seis a dez portas, possui uma porta
central. Por comutacao, a porta central tem acesso sequencial a amostra, reagentes
e reatores (MASINI, J. C., 2008) (Figura 18).

Figura 18 - Esquema tipico de um sistema de Analise por Injecdo Sequencial (SIA).
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Fonte: Masini, J. C.; Santos, A. C. V., (2010).

O dispositivo de propulsdo (bomba de pistdo) é responsavel pela etapa de

aspiracao sequencial da amostra e reagentes em direcdo a uma bobina coletora
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(comprimento equivalente ao volume da seringa), posicionado estratégicamente
entre a bomba de pistdo e a porta central da valvula seletora. Por inversdo do
sentido de fluxo a mistura é dispensada em direcdo ao detector pela bomba de
pistao (RUZICKA et al., 1991).

Duas sao as principais vantagens do sistema SIA em relacdo ao FIA. Quando
se utiliza a valvula solenoide, a introducédo de volume se torna a base de tempo, via
bomba peristaltica (precisdo do volume depende da atuacdo da bomba e
“‘deformacéo do tygon”), enquanto o sistema SIA é caracterizado pela injecdo de
volumes exatos, que torna o sistema preciso. Outra vantagem é a versatilidade da
valvula seletora, construida em torno de uma porta central (linha Unica). Permite
configuragéo simples do sistema, sem a necessidade de reconfigura-lo em caso de
mudanca da analise (MASINI, J. C., 2008).

Uma das principais caracteristica desse sistema € a inversao do sentido de
fluxo, promovendo a sobreposicdo da zona de amostra e reagente. Por definicao,
duas zonas adjacentes em movimento continuo, onde a primeira sofre sobreposi¢éo
da segunda, como consequéncia da velocidade superior do fluxo no centro do tubo
(Figura 19), em relacéo a velocidade média do fluxo. Os processos que contribuem
para a dispersao e sobreposi¢cdo sdo conhecidos como transporte por convecgao e
difusdo (RUZICKA, J.; HANSEN, E. H., 1988).
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Figura 19 - Processo de inversdo do sentido de fluxo dos sistemas SIA. Aspiracao:
Transporte por conveccao e difusdo axial; Propulsédo e inversao do
sentido: Difuséo radial; A: amostra; R: Reagente; S: Sobreposicdo das
zonas de amostra e reagente.
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Fonte: adaptado de Masini, J. C.; Santos, A. C. V., (2010).

O transporte por conveccado, condicionado pelas dimensfes da tubulacéo,
predomina no inicio do transporte. A mistura inserida no fluxo laminar sujeita-se, ao
longo do diametro do tubo, a um perfil de velocidade parabdlico, no qual, a mistura
gue se move no centro tém o dobro da velocidade média daquela que se move junto
a parede da tubulacdo. No transporte por difusdo, que pode ser axial ou radial
(RUZICKA et al., 1991), a mistura gera os gradientes de concentracdo durante o

transporte por conveccao (Figura 20).

Figura 20 - Representacdo dos fen6menos de convecgdao, difusdo axial e radial no

sistema SIA.
—> :
CONVECGAOD DIFUSAQ AXIAL DIFUSAO RADIAL

Fonte: adaptado de RUZICKA et al., 1991.

A difusdo axial é caracterizada por ocorrer na direcdo do fluxo (diluicdo
significativa do segmento da zona composta), enquanto a difusdo radial é

caracterizada por provocar o movimento perpendicular da mistura em relacdo a
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direcédo do fluxo (90°), do centro a parede da tubulacao e vice-versa, preservando a
zona de amostra e reagente (aumento da sensibilidade). A inversdo do sentido de
fluxo caracteristico do sistema SIA minimiza a dispersdo axial e promove a difusdo
radial dos segmentos (van STADEN et al., 1997).

Parametros foram definidos para compreender os processos de dispersao
no sistema em fluxo. Sao eles, o coeficiente de disperséo (D) (CLADERA et. al.,
1996), o parametro (Si12) que é o volume injetado necessério para se atingir um D
max = 2 (RUZICKA et al., 1991; CLADERA et. al., 1996) e o grau de sobreposicao de
zonas (S) (CHRISTIAN, G. D., 1994; MASINI, J. C., 2008).

O coeficiente de dispersao (D), é definido como a razéo entre C, e C:

Em que C, € a concentracdo do reagente antes da injecao no sistema e C a
concentracdo apos a dispersdo. Este parametro representa o grau de dispersao da
zona de amostra e reagente e esta intimamente ligado a sensibilidade e limite de
deteccdo para o sistema desenvolvido. Para D < 2, o sistema possui dispersao
limitada, se D esta entre 2 e 10, ele é caracterizado por dispersdo média ou ainda se
D > 10, caracterizam sistemas de alta dispersdo (CLADERA et. al., 1996).

O grau de sobreposicéo (S) pode ser definido pela expresséo:

¢ = 2L,
L, + L,

Onde L, e L, dizem respeito as larguras do pico na linha de base da amostra
e reagente, respectivamente, enquanto Ls diz respeito a largura da base da regido
de sobreposi¢cdo das zonas compostas. A razdo das larguras representam o grau
maximo de sobreposicdo das zonas de amostra e reagente para o sistema
desenvolvido. E dependente das dimensdes do percurso analitico e bobinas
reacionais, assim como, do tempo de residéncia no sistema, ordem de aspiracao,
concentracdo das solugcbes e da relacdo do volume de amostra e reagente
(CHRISTIAN, G. D., 1994; van STADEN, J. F.; McCOMARCK, T., 1997; MASINI, J.
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C., 2008). Quando S = 0 nado existe sobreposicdo e quando S = 1 existe

sobreposicao total das zonas (Figura 21).

Figura 21 - Representacdo da sobreposicdo mutua da zona de amostra e reagente.
A: zona de amostra; R: zona de reagente; P: sobreposicdo das zonas;
Ls: largura da linha de base da zona sobreposta; La: largura da linha
base da amostra; Lr: largura da linha base do reagente: Ip: ponto de
isodisnersao.
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Fonte: adaptado de Masini., 2008.

Como normalmente ocorre auséncia de sobreposicdo completa, observa-se
um pondo de isodispersdo (Ip). E o ponto onde os coeficientes de dispersdo da
amostra e do reagente séo idénticos, ou seja, a razdo das concentracdes sdo
idénticas a razdo das solugbes puras antes de serem injetadas no sistema
(RUZICKA et al., 1991; van STADEN et al., 1997).

O parametro Sy, proposto por Ruzicka et al. (1991), descreve a dispersao
da zona de amostra e reagente de qualquer sistema de injecdo em fluxo,
independente da geometria e tipo de fluxo. Os autores investigaram as
caracteristicas do uso do parametro para extrapolar o resultado da sobreposicédo da
zona de amostra e reagente do seu sistema desenvolvido para qualquer outro
sistema de diferente configuracdo. Segundo Cladera et al., (1996), as consideracoes
foram baseadas apenas na disperséo fisica do sistema, os autores ndo levaram em
conta o potencial do efeito das reacdes quimicas e sua cinética no desenvolvimento

do parametro Sy;,. Consequentemente, o parametro deve ser considerado como um
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guia na escolha para o ponto de partida, isso claro, se o efeito das rea¢des quimicas
e da cinética reacional forem ignorados. Pontanto, cada sistema em particular deve e
€ inevitdvel a otimizacdo do coeficiente de dispersdo (D), sobreposicdo (S) e
parametros S;;, através do controle da disperséo fisica (extensdo do percurso
analitico e da bobina de reacéo), assim como das condi¢des reacionais (fracdo dos
volumes de reagente, amostra e tempo de residéncia da mistura no persurso
analitico) aumentando a eficiéncia da sobreposi¢cdo nas interfaces dos segmentos
para que o sinal analitico do sistema desenvolvido seja maximo (RUZICKA et al.,
1991; CLADERA et. al., 1996).

Uma das desvantagens apresentada pela metodologia SIA, talvez a principal,
procede das dificuldades encontradas na mistura "topo a topo" das zonas de
amostra e reagentes. Significa dizer que o aumento do nimero de segmentos que
compde a mistura deixa de ser eficaz. Segundo van Staden et al. (1997), trés € o
namero maximo de zonas de amostra e reagentes que sofrem uma mistura efetiva.

Apesar dos mais de 25 anos do desenvolvimento do sistema SIA, sua
aplicacdo a técnicas e metodologias analiticas tradicionais € ainda uma area de
grande exploracdo por pesquisadores que buscam reduzir o consumo de reagente e
residuo gerado e aumentar a frequéncia analitica. Caracteristicas que fazem do
sistema, uma ferramenta de grande aplicagdo na producdo cientifica
(HORSTKOTTE et al., 2014; ALEXOVIC et al., 2015; BATISTA, et al., 2015).

2.3.3 DETERMINACAO DE VANADIO POR INJECAO EM FLUXO

Vérios trabalhos descritos na literatura envolvem a determinacao de vanadio
aplicada aos sistemas de injecao em fluxo, por Espectrofotometria de Absorcéo
Molecular UV/Vis (FUKASAWA et al., 1985; NAKANO et al., 1989; ENSAFI, A. A;;
KAZEMZADEH, A. 1996; SILVA et al., 2009; KEYVANFARD, M.; ABEDI, N., 2011;
OGUMA et al., 2012; PINTO et al., 2013), Espectrometria de Absor¢cdo Atdémica em
Chama (FAAS) (PATEL et al., 1989), Espectrometria de Absor¢cao Atdmica em Forno
de Grafite (GF AAS) (KIM, M. L.; TUDINO, M. B., 2009; BERTON et al., 2000),
Espectrometria de Emissdo Atdmica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP AES)
(WUILLOUD et al., 2000; WUILLOUD et al, 2001), técnicas eletroquimicas
(GREENWAY, G. M., WOLFBAUER, G., 1995) por fluorescéncia (PALEOLOGOS et
al., 2002) usando a extracdo por fase sélida (YAMANE et al., 1998; RAMA, et al.,
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2005; MOYANO et al., 2006) ou liquida (PALEOLOGOS et al., 2002; WUILLOUD et
al., 2002) em sistemas on-line (grau maximo de automacao, vai desde a injecdo das
solucdes até processos de pré-concentracdo, separacdo ou extracdo, deteccdo e
limpeza num ciclo que envolve repetidas injecdes) e off-line (processos de
separacao e pré-concentracdo da amostra sao realizados de forma manual antes da
injecdo pelo sistema em fluxo). Além dos processos on-line e off-line, os sistemas de
fluxo ainda envolvem o processamento at-line e in-line de amostra (MIRO et al.,
2011).

Um sistema FIA-UV/Vis foi desenvolvido baseado no método de oxidacao do
acido galico por bromato catalisado por vanadio (método cinético
espectrofotométrico), onde a taxa de oxidacdo do &cido galico é proporcional a
concentracdo de vanadio presente. Parametros como concentracao dos reagentes e
temperatura da reacédo (65°C) foram otimizadas para a adaptacdo ao sistema de
Injecdo em Fluxo (FIA). Faixa de trabalho de 0,05 a 4,0 ng de vanadio com
frequéncia analitica de 12 h™* foram alcancadas para 0 método (FUKASAWA et al.,
1985)

Em 1989, Nakano e colaboradores, realizaram o estudo catalitico da reacao
de oxidacdo do (4-amino-2,3-dimetil-1-fenil-5-pirazolona) com N,N-dimetilanilina na
presenca de 1,2-dihidroxi-benzeno-3,5-acido dissulfonico (TIRON) e bromato como
ativador. As condicOes para a reacao catalisada e nao catalisada foram estudadas
para adaptar a reacdo ao sistema de Injecdo em Fluxo (FIA). Limite de deteccédo de
0,05 ug L™ e frequéncia analitica de 30 h™* para a determinacédo de vanadio em
aguas naturais foram alcancados por medida espectrofotométrica.

A utilizacdo de técnicas Eletroguimicas ja a muito tempo usada na
determinacdo de metais, foi acoplada a um sistema de injecdo em fluxo para a
adsorcao on-line de tracos de vanadio por Voltametria. Desenvolvido por Greenway
e Wolfbauer, vanadio € complexado em solucdo tampao de acetato e adsorvido
sobre a superficie de um eletrodo de filme de mercurio. Com corrente aplicada,
vanadio é reduzido do complexo adsorvido na presenca de bromato. Em condi¢des
otimizadas o limite de deteccéo para o0 método foi de 8,0 ng L* (GREENWAY, G. M.;
WOLFBAUER, G., 1995).

Um sistema de Injecdo em Fluxo Quimioluminescente é descrito na literatura
para a determinacdo de vanadio em agua, baseado na oxidacdo do luminol na
presenca de oxigénio dissolvido catalisado por V (IV). Vanadio V (V) é reduzido e
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pré-concentrado a V (IV) por colunas de prata redutora e 8-hidroxiquinolina em pH
3,15. Faixa linear de 0,025 a 10,0 pg L™ com frequéncia analitica de 30 h™ foi obtido
com o acoplamento das colunas ao sistema de injecao em fluxo (ATTIQ-ur-REHMAN
et al., 1995).

A partir da reacéo colorimétrica de formacdo de complexos binarios de Mo
(V) e V (IV) com &cido carminico (CA) na presenca de brometo de
cetiltrimetilamoénio (CTAB) para aumentar a absortividade molar, Perez-Ruiz (1995) e
colaboradores estudaram as condi¢des reacionais para a aplicacdo ao sistema de
injecdo em fluxo para a determinagcdo simultanea destes metais. A solubilidade dos
complexos binarios de Mo (VI)-CA e V (IV)-CA quando CTAB esta acima da
concentracdo micelar critica permitiu a aplicacdo ao sistema FIA com faixa linear de
0,3a9,1 ug mL™ e limite de deteccdo de 0,16 pg mL™ para o vanadio.

Outros quatro trabalhos envolvendo a determinacao de vanadio por sistemas
de fluxo s&o descritos nos anos 90 (van STADEN, et al., 1996; ENSAFI et al., 1996;
QIN et al., 1997; YAMANE et al. 1998),

Em 2000, Wuilloud et al. desenvolveram um sistema de pré-concentracéo
on-line de vanadio e determinacdo po Espectrometria de Emissdo Atémica por
Plasma Acoplado Indutivamente (ICP AES). Para o sistema (FI-ICP-AES) limite de
deteccdo de 0,04 pg L™. Outros trés trabalhos foram publicados pelo mesmo grupo
de pesquisadores (WUILLOUD et al., 2000). Nesse mesmo ano, o sistema em fluxo
foi acoplado a Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado
Indutivamente (FI-ICP-OES) (WUILLOUD et al., 2000). Nos anos seguintes outros
dois trabalhos com determinacdo de vanadio por ICP OES foram publicados. Um
envolve a especiacédo on-line de V (IV) e V (V) por injecdo em fluxo com resina de
amberlite XAD-7 com seletividade alcancada por adicdo de CDTA como agente
mascarante (WUILLOUD et al., 2001). O outro envolve a extracdo off-line de vanadio
por ponto nuvem e posterior introdugdo e determinacdo on-line da fase rica em
vanadio por ICP OES (WUILLOUD et al., 2002).

Paleologos et al. (2001), desenvolveu um método para a pré-concentracao
off-line de vanadio por extracdo em ponto nuvem. Em seguida, a determinag&o on-
line da fase concentrada foi realizada por hifenacdo do sistema de Andlise por
Injecdo em Fluxo (FIA) com deteccéo fluorimétrica. A pré-concentracao foi realizada
utiizando o surfactante Triton X-114, e a eliminacdo de interferentes com &cido

inorganico permitiu um fator de pré-concentracdo de 50 vezes para o0 vanadio



55

utilizando 8-quinolinol em meio &acido. Baseado no efeito catalitico da pironina B-
H.O, em &cido formico na presenca do surfactante, vanadio foi determinado por
fluorimetria. O método foi aplicado com sucesso para amostras ambientais,
biologicas e substratos de alimentos, obtendo limites de quantificagdo de 0.020 pg L
!, Um ano depois Paleologos et al. (2002), propds um novo de determinacdo de
vanadio por fluorescéncia.

Os métodos cinéticos espectrofotométricos sdo retomados com Shiobara e
colaboradores. Baseado no efeito catalitico do vanadio na oxidacdo do N-(3-
sulfopropil)-3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina usando bromato como agente oxidante, o
método foi aplicado ao sistema em fluxo. Faixa de trabalho entre 0,05 e 8,0 ng mL™
com um limite de deteccdo de 0,01 ng mL™' e frequéncia analitica de 15 h™
(SHIOBARA et al., 2001). Dois anos depois, outro método cinético foi aplicado a um
sistema FIA. A frequéncia analitica do sistema foi de 30 h™, para uma faixa de
trabalho de 0,01 a 3,0 ng mL™ e 0,008 ng mL™ para o limite de deteccdo (NAKANO
et al., 2003).

Entre 2005 e 2006 trés trabalhos foram publicados para a determinacao de
vanadio. No primeiro, o sistema chamado de “Bead Injection Spectroscopy-Flow
Injection Analysis” (BIS-FIA) foi utilizado na determinacdo de V (V) em &gua e
amostras fisiologicas (soro e urina). Uma suspensdo de resina de troca anidnica
(Sephadex QAE A-25) contendo um reagente fluorogénico (Alizarin Red S) é
injetada para preencher a célula de fluxo, entdo vanadio é injetado e reage com o
reagente imobilizado na superficie do sélido dentro da célula de fluxo formando um
quelante fluorescente. O método foi aplicado com uma boa linearidade na faixa de 2
a 60 ng mL™ com limite de deteccdo de 0,45 ng mL™ (RAMA et al., 2005). Nesse
mesmo ano, Pradana et al., (2005) prop6s um método quimioluminescente para a
determinacao de V (IV) e um ano depois, Moyano descreve outro sistema FI-ICP-
OES na determinacédo de vanadio (MOYANO et al., 2006).

Em 2009, pela primeira vez um Sistema de Injecdo Sequencial (SIA) é
utilizado para a determinacdo de vanadio acoplado a espectrofotometria UV/Vis.
Para o sistema em fluxo a reacéo cinética foi baseada na oxidagdo da dopamina em
meio &cido, catalisada por V (V). A operacdo do sistema SIA permitiu a
implementagdo do procedimento “stopped flow” para o aumento da sensibilidade,

como resultado, limite de deteccéo de 0,39 mg L™ para uma faixa de trabalho de
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0,50 a 5 mg L™ foram utilizadas para a determinacéo de vanadio em agua (SILVA et
al., 2009).

Em 2009 e 2010, dois trabalhos de especiacéo de V (IV) e V (V) foram
realizados, o primeiro envolve a extracao on-line em fase sélida e determinacao por
espectrofotometria de absorcdo atdmica (SPE-FI-ETAAS) (KIM, M. L.; TUDINO, M.
B., 2009). O segundo, envolve o potencial de reducéo Fe (lll) /Fe (Il) nos processos
de oxi-reducéo do V (V) e V (IV). Dois picos alternados para os estados de oxidagao
do vanadio foram obtidos (WEI et al., 2010). Entre 2010 e 2014 sete trabalhos foram
foram publicados, a maioria os sistemas de fluxo sdo acoplados a determinacéo por
espectrofotometria (WASSEM et al.,, 2010; XIONG et al.,, 2010; BERTON et al.,
2010; KEYVANFARD, M.; ABEDI, N. 2011; OGUMA et al., 2012; PINTO, et al. 2013;
REIS et al., 2014).

Mais recentemente Teshima et al. (2015), desenvolveu um sistema
espectrofotométrico para a determinacdo simultanea de ferro e vanadio. Composta
por trés valvulas seletoras e duas bombas peristéltica, a determinacdo do vanadio
foi baseada na cinética de oxidacéo do p-anisidina por bromato em tampao acetato
0,05 mol L. A aceleracdo do processo oxidativo foi realizada por parada de fluxo da
mistura na bobina de reacéo a 85 °C por 3 minutos. Limite de deteccéo de 0,052 nug
L™ e 10 anélises por hora caracterizam o sistema.

Baseado na literatura, a hifenacdo entre os sistemas de fluxo e a
espectrofotometria UV/Vis é a mais empregada na determinacdo de vanadio. O
controle das condi¢cdes reacionais, volume de reagente, tempo de adicdo e de
reacao, sao fatores facilmente controlados pelos sistema de fluxo (ZAGATTO et al.,
2010; 2014).
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3.1 OBJETIVO

Devido a sensibilidade da Espectrometria de Massas com Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP MS) e da Espectrometria de Absorcdo Atdbmica com Forno de
Grafite (GF AAS), ICP MS e GF AAS sao técnicas recomendadas para a
determinacdo de vanadio em matrizes de baixa concentragcéo (Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater, 2005). Apesar disso, 0 custo operacional
e instrumental sdo desvantagens relacionadas as técnicas. Além disso, interferéncia
isobérica, devido a formacdo de ions poliatbmicas de mesma razdo massa-carga,
principalmente pela presencga de cloreto em agua, sédo dificuldades encontradas na
analise por ICP MS (PYRZYNSKA, K.; WIERZBICK, T., 2004; GUSEVA et al., 2015).
Ja no GF AAS a formacéo de carbetos refratarios no forno de grafite, sdo causas
frequentes de problemas e limitacbes da técnica, diminuindo a sensibilidade,
afetando a precisdo do método (MARQUES et. al., 2003; FERREIRA et al., 2007).

Outros métodos envolvem a determinacdo por Espectrofotometria de
Absorcdo Molecular UV/Vis, que se baseiam principalmente em reacdes
cineticamente catalisadas. Apesar de sensiveis, sdo complicados, laboriosos,
consomem muito tempo e reagente, exigindo um operador treinado (FISHMAN, M.
J.; SKOUGSTAD, M. W., 1964; AHMED, M. J.; BANOO, S., 1999; NARAYANA et al.,
2008; GURKAN, R.; ULUSQY, H. I., 2009; MOHAMED et al., 2012).

Dessa forma, a aplicagdo e automagédo dessas metodologias aos sistemas
de injecdo em fluxo na determinacdo de vanadio por Espectrofotometria UV/Vis tem
como vantagem o0 baixo custo operacional e instrumental, controle das condicbes
reacionais, tempo e volume, diminuindo o consumo de reagente toxico e amostra,
aumentando a frequéncia analitica do método (OGUMA et al., 2012; PINTO et al.,
2013, REIS et al., 2014; CERDA et al., 2014; TESHIMA et al., 2015).

Em 2013, Kamogawa e Miranda demonstraram através da determinagao de
ferro em agua empregando multicomutacdo em fluxo e amostragem binéaria, o
potencial da plataforma arduino no acionamento de vélvulas solenoides. Os autores
destacam que os microcontroladores além de acionar valvulas solenoides podem ser
utilizados na aquisicdo de dados, controle da bomba peristaltica e microbomba
solenoide (KAMOGAWA, M. Y.; MIRANDA, J. C., 2013).

Nesse sentido, esse trabalho descreve o desenvolvimento de um sistema de
Andlise por Injecdo Sequencial (SIA) automatizado através de plataforma livre (open-
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source) por placa arduino MEGA 2560 de baixo custo para o acionamento da bomba
de pistdo (etapas de aspiracao, inversao do sentido de fluxo e controle da vazéo) e
da véalvula seletora (processos de comutacdo e inversdo das portas) realizado via
sistema de chaveamento (mddulo reles).

Com o objetivo geral de desenvolver um método automatizado de baixo
custo, de facil operacdo, rapido e eficaz, aplicado ao método padrdo de
determinacdo de vanadio em agua através da Analise por Injecdo Sequencial (SIA)
com deteccdo espectrofotométrica, a principal vantagem € o aumento da frequéncia
analitica com reducdo no consumo de reagentes toxicos e volume de amostra,

assim como, residuo gerado. Os objetivos especificos séo:

e Desenvolver a automacdo do sistema de Andlise por Injecdo Sequencial
(SIA);

e Estudar e definir as condi¢des instrumentais adequadas para a aplicacdo do
método espectrofotométrico ao sistema SIA,;

e Estudar e definir as condi¢cdes reacionais para a aplicacdo do método padréo
ao sistema SIA,

e Reduzir o tempo de equilibrio reacional e aumentar a frequéncia analitica do
método padrao de determinacdo de vanadio em agua;

e Discutir o efeito de possiveis interferentes;

e Determinar o limite de deteccdo e quantificacdo do método para o sistema
proposto;

e Validar o sistema;

e Aplicar o sistema SIA a quantificacdo de vanadio em amostras de agua
potavel.
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CAPITULO 4 - PARTE EXPERIMENTAL
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4.1 INSTRUMENTACAO

As Figuras 22 e 23 apresentam a imagem e a representacdo esquemaéatica
do sistema SIA desenvolvido para a determinacdo de vanadio, pelo grupo DIA
(Desenvolvimento de Instrumentacdo e Automacao) do Departamento de Quimica —
UEL.

Figura 22 - Imagem do sistema SIA desenvolvido.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 23 - Esquema do sistema SIA.
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A automacao do sistema e execucdo das etapas que caracterizam a andlise
sequencial é realizada via microcontrolador Atmega 256 por meio de placa Arduino
Mega 2560, conectada a porta USB do microcomputador. Através do software
(SIACONTROL-labmade) os comandos, enviados sequencialmente ao
microcontrolador Atmega 2560, possibilitam a mudanca de estado das portas digitais
de entrada/saida e o envio pelas portas seriais TTL (transistor-transistor logic) para o
acionamento da bomba de pistdo com valvula de 6 vias e valvula seletora 10 portas.
A Figura 24 apresenta o fluxograma do modulo de controle e aquisicdo dos dados.

Figura 24 - Fluxograma dos modulos de controle, do sistema de Analise por Injecéo
Sequencial (SIA) e aquisicao dos dados.
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Fonte: Proprio autor.

O Arduino, plataforma aberta (open-source), oferece além de baixo custo a
versatilidade de atualizagdo do software e hardware ao surgimento de novas
variacdes do sistema e/ou aplicacbes especificas que caracterizam os sistemas

sequenciais.
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4.2 HARDWARE E SOFTWARE

4.2.1 MICROCOMPUTADOR

Foi utilizado um microcomputador Intel Core 2 Duo E 4400 de 2 GHz, 1 GB
de RAM com velocidade de 533 MHz. Disco rigido de 160 MB com 7200 RPM,
equipado com uma placa NIPCI-6025 de conversores A/D — D/A, entradas e saidas
analdgicas e linhas digitais de 1/0. Placa de video aceleradora AGP Riva TNT2 M64
- 32 MB e monitor SyncMaster 710N de 15”. Resolucéo de tela de 1280 por 1024
pixels com qualidade maxima de 32 bits. Os softwares lab made (CONTROLSIA,
AQUIS-UVMIinil240 e UTIFIA) realizaram o controle do sistema SIA, aquisicdo e

tratamento dos dados, respectivamente.

4.2.2 BOMBA DE SERINGA KLOEHN VERSAPUMP 3

Como unidade de aspiracdo e propulsdo de fluidos uma bomba de pistédo
com seringa de vidro com capacidade de 2,5 mL acoplada a uma valvula seletora
de baixa presséo com 6 portas (Kloehn VersaPump 3, Las Vegas, NV 89144 U.S.A).
A Figura 25 apresenta a imagem de uma bomba de seringa Kloehn VersaPump 3. O
acionamento do pistdo e da valvula seletora foi

controlado por um

microcrocomputador via porta RS232 através do software SIACONTROL.

Figura 25 - Kloehn VersaPump 3.
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WEEE & RoHS compliant

Interface

RS-485 or RS-232 communications
Data terminal or OEM protocol
1200 to 38.4K baud, 8 data bits,

1 stop bit, no parity, half duplex

(6,000 and 12,000 increments
Speed

(Max. - 8000 steps/sec.]
(Default - 2500 steps/sec.]
Syringe Size

50ul to 5ml

Valve Type

2way to bway

Absolute

12000
— |

1/10 Stroke Dispenses Full Stroke Dispenses
Precision: 0.36% CV, 0.5% max. 0.01% CV, 0.018% max.

Accuracy: 0.44% CV, 0.5% max.

Fonte: Hardware user’s Manual for the Versapump 3
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A Figura 26 apresenta dois métodos diferentes de comunicacao serial entre
0 microcomputador e a bomba. Visando a utilizacdo da placa Arduino Mega 2560
para controle de todo sistema, optou-se pela comunicacio serial (Figura 26B). E
importante ressaltar que neste caso, o acionamento da bomba de pistdo e véalvula de
6 vias, os comandos séo enviados da porta USB do microcomputador para a placa
Arduino e reenviados pela porta de comunicacdo serial TTL. Posteriormente, um

conversor RS232 — TTL faz a comunicagdo com a porta RS232 da bomba.

Figura 26 - A) Representacdo esquematica da comunicacdo direta do
microcomputador com a bomba pela porta serial RS232. (B)
Representacdo esquematica da comunicacdo serial TTL de uma placa
Arduino Mega 2560 com a bomba através de um conversor RS232 -
TTL.

All Switches On

(A) N Pump

Card Edge

CCmn-clm\ :,E] e e
&l
Computer

— )
Rs232 |1

T e

Serial (7 I

Port !

|

Power Supply

_] round ||} Al Switches On
fawa 'm Sround (- (B) Card Edge Pump

“24vde ||
|

+ _
B @ @ £ ® Computer Connector NS
o= o o \‘
D ARDUINO ®
Address Setto 17 Rear View MEGAEIR) el O b
Use
Pt { U ™
=
AQRTOTIL

RS232 Communications 1/0

Bits Per Second 9600 Power Supply )

Data Bits 8 1

Parity None Gromd 1}

Stop Bits 1 ol B | _

Flow Control None o © = "’
v J 0 0
Address Setlo 1 Rear View

Fonte: Hardware user's Manual for the Versapump 3 (A). Préprio autor (B).

4.2.3 VALVULA SELETORA DE 10 PORTAS

Para o direcionamento e selecdo das solucdes através do sistema foi
utilizada uma valvula seletora (Figura 27) baixa pressao de 10 portas VICI C22Z-
3180EH (Valco Instruments Inc., Houston, TX, EUA). A inversao do sentido de
rotacao e as etapas de comutacdo das portas da valvula seletora foram realizadas
através do acionamento dos reles por comandos enviados pelo microcomputador via
porta USB/Serial da placa Arduino Mega 2560. Os comandos de inversao de sentido
e comutacéo das portas foram realizados pelo programa SIACONTROL.

As saidas dos reles sdo conectadas as entradas digitais do microcontrolador

do médulo atuador multiposicdes da Valco, e seu acionamento realizado pelas
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saidas digitais da placa Arduino Mega 2560, permite ligar ou desligar as entradas
digitais do microcontrolador do médulo multiposicbes da Valco, executando as

etapas de comutacao das portas da valvula seletora.

Figura 27 - Modelo esquematico da valvula seletora.

POWER SUPPLY
PN PS24WDC-CE

BLACK BLACKS!
LINE CORD {IEC-320) [{GROUND) WHITE STRIPE
I: PN 1W-1 FEO0 +24-28VDC

TO 110 OR 220 VAC
MOTOR DRIVER OPTIONAL
DUTPUT CABLE DOANER INPUT
PN 1-22640-CE P{N F22535-CE

MOTOR/GEA RBOX
ASSEMBLY
PN EMHMA-CE (High speed)
or EMTMA-CE {High torque)
| I
TO EXTERNAL f | — —
CONTROL SYSTEM
PIN o
WD [ED Valco Instruments Co. Inc.
MOUNT ING
BRACKET ——— MULTIPOSITION ACTUATOR
P{N |1-22T766 CONTROL MODULE
(o]
PN EMHCA-CE {High speed)

CLAMP
or EMTCA-CE (High torque;
RING;ﬁl—mCMMP e e
SCREW

YALVE

REMOTE
CONTROL

MaNbAL [T ]
CONTROLLER | chroocmmrkn
CABLE |g
PIN 1-22696-01

CABLE
PN 1-22696

= =1
' romamion T MANUAL CONTROLLER
sH 41— {Use opfonal)

DB-9
e {FEMALE)
TO REVERSE DIRECTION PIN 1-22679 - _

Fonte: Manual da valvula seletora baixa pressao de 10 portas VICI C22Z-3180EH

4.2.4 PLACA ARDUINO MEGA 2560 R3

O Arduino Mega 2560 responsavel pelo acionamento da bomba de pistédo e
das valvulas seletoras de 6 vias e 10 portas €& uma placa baseada no
microcontrolador ATmega2560, de 8 bits e arquitetura RISC avancada. Conta com
256 KB de Flash (mais 8 KB séo utilizados para o bootloader), 8 KB de RAM e 4 KB
de EEPROM. Possui 54 entradas/saidas digitais, das quais, 14 podem ser utilizadas
como saidas PWM, 16 como entradas analdgicas e 4 portas seriais de hardware
(McROBERTS, M., 2011; HOCHENBAUM et al., 2013). A placa ainda conta com
oscilador de 16MHz, conexdo USB, conector de forca e ICSP além de um botéo de
reset (Figura 28). A Figura 28B apresenta as saidas digitais utilizadas para controlar

a valvula seletora de 10 portas e a porta serial usada para controlar a VersaPump 3.
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Figura 28 - (A) Imagem da placa Arduino MEGA 2560. (B) pinos e layout do Arduino

VALVULA SELETORA 10 PORTAS  KLOEHN VERSAPUMP 3
MODULO DE RELES CONVERSOR R$232 - TTL
( ) PORTAS sm%s DIGITAIS PORTA SERIAL TTL
mr’fu O Lh‘]ggg: 9 m mm m_ wwwww mm %—M Mmlﬂﬁ___wag'c
) posteg i) ]
$hwm ~ ss ppegrzgy)d
L COMMUNICATION 28
20 1
o | ()] ® |3
34 (] 5
38 J[_|p7
— ATmega2sen g & ([ ps
3 2 0[] 1
42
) ks
@ e Rl
ampuino . MEGA i el ik
2580 18
+ POWER f S POWER ANALOGIN Q. O_N‘_‘qf
75729 optmal OOQ 3:335 2z239bk 22858333l
O OO0 ooooooog O

Fonte: Hochenbaum et al., 2013.

A programacdo da placa Arduino Mega 2560 foi realizada utilizando o
Arduino IDE (Versédo 1.6.5 - Windows) baixado gratuitamente de
http://Arduino.cc/en/Main/Software.

4.2.5 ESPECTROFOTOMETRO UV/MINI-1240

O detector, um espectrofotobmetro UV Mini 1240 (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan) equipado com uma cubeta de fluxo de quartzo 283-QS, volume de 80
pL e caminho oOptico de 10 mm (Hellma GmbH & Co., Mullheim, Germany). O UVMini
1240 possibilita a medida de absorbancia ou transmitancia em comprimentos de
onda fixo ou varrer o espectro completo de amostras na faixa de 190 a 1100 nm
(Figura 29). Os resultados podem ser impressos ou entdo enviados para a saida
RS232 a uma taxa de transferéncia de 2Hz, ou seja, a cada 0,5 segundo é enviado
pela porta serial o valor do display (absorbancia). Os dados séo transferidos para um
programa AQUISUVMini-1240 pela porta serial RS232 e posteriormente séo tratados
pelo software UTIFIA.
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Figura 29 - (A) Espectrofotometro UVMini-1240. (B) Especificacbes de hardware.
(C) Cubeta de fluxo de quartzo da marca Hellma modelo 283-QS.

(A) (B) Specifications
Hardware Specifications
Wavelength range 190.0 to 1100.0 nm
Optical Design Oisplay wavelength 0.1nm step
Selectable wavelength o.lmsﬁllmﬂhm\mm)
Scan speed Wavelength change: approvimately 3800 nmymin.
Scan: approximately 24 to 1400 amvimin
Light source change from following 3 types;
* Auto change with
Selectatie wavlength 295nm to 364rm: 1 interval
Recommended wavelength: 340nm
# Halogen amp orly
# Deuterium (D:) lamp only
[Measurement method Single beam measurement
Light source Auto corection with the computer memory
200 Halogen lamp (long-e 2000 hours)
| Deuterium Lamp (socket type)
| Monochromator Incorporates sberration-correcting concave blazed
graphic gratng
Detector SScon photodiode
bandwidth S nm
Performance Wavelength accuracy * ;grm
Specifications :,'”'ugh' ’l" T
(220.0 nm Nal, 340.0 nm NaNO: & UV39)
(C) [Photometric range [ Absorbence: =0.3 0 3.0 Abs
Tranumittance: 0.0 to 200%
|Recording range Absorbance: «3.99 10 3.99 Abs
Tranumittance: =399 to 399%
|Photometric accuracy 20.005 Abs (st 1.0 Abs)
20.003 Abs (st 0.5 Abs)
|Photometric repeatability 2 0.002 Abs (st 1.0 Abs)
Drift texs than + 0.001 Abuh (atter 2 hr warmrup)
Iununelms 20.010 Abs (sfter 1 hr warm-up, at 1100 to 200 nm)
Noise fexs than 0.002 Abs, Peak to Pesk
less than 0.0005 Abs, RMS
Sample compartment Interior dimensions W110.0 x D230.0 x H105.0 mm
Site Requirements (partial depth: 155.0 mem)
2 screw port for option accessory installation
6 inch LCD (320 x 240 dot) with CFD lighting with contrast adjustment
Power supply 100~120 V S0/60 Hz 160 VA
220-240 V SO/EQ Mz 160 VA
| Dimensions W416 x D379 x H274mm
| Weioht 11kg
[Ambient 15 to 35%C
| Ambient hurmsdity 25 10 80%, le=s than 70% if over 30°C

Fonte: Manual do Espectrofotometro UVMini-1240 (A e B). Proprio autor (C).

4.2.6 BANHO TERMOSTATIZADO

Para o controle da temperatura da coluna de reacao foi utilizado um banho
termostatizado da marca Tecnal, modelo TE — 184 que trabalha a temperaturas de -
10° C a 99,9 ° C, com precisdo de = 0,1° C e uniformidade de + 0,3° C, com
refrigeracdo de 2700 BTU/h a 0°C e bomba de circulagéo interna e externa (Figura
30).
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Figura 30 - (A) Banho Termostatizado TE-184. (B) Especificacdes técnicas. (C)
Controle de temperatura da coluna de reacao.

(©)
g ”
4 COLUNA DE REACAO

/,/; N
[ L
REFRIGERACAO

AGUA

CANODEPVC

(B)

Caracteristicas Técnicas

Temperatura -10°Ca 99,9°C
Controlador de temperatura Digital microprocessado com sistema PID e certificado de calibragao RBC
Sensor PT-100
Preciséo de controle 0,1°C
Uniformidade +0,3°C
Compressor Hermético 1/3 HP, com gds R-134-A livre de CFC
Capacidade de refrigeragdo 2700 BTU/ha 0°C
Bomba circulagdo Interna e externa
Capacidade de bombeamento 4 L/minuto (vazao), 1,5 mca (pressao)
Bandejae Cuba Em aco inox 304
Gabinete Ao inox 304 e pintura eletrostatica
Dimensdes da cuba L=240 x P=240 x A=200 mm
Volume atil 8 Litros
Dimensdes L=580 x P=480 x A=320 mm
Peso 30 kg
Poténcia 1600 Watts
Tensdo 220 Volts

- 01 Bandeja protetora da resisténcia
- 01 Tampa da cuba em ago inox
A h;
Sl 02 Fusiveis extras
- Manual de Instrugdes com Termo de Garantia

Fonte: Manual do Banho Termostatizado TE-184 (A e B). Préprio autor (C).

4.2.7 SIACONTROL

O software SIACONTROL foi desenvolvido pelos professores doutores

Carlos Alberto Paulinetti da Camara (Grupo de Desenvolvimento de Instrumentacao,

Automacédo e Metodologia Analitica - DIA — DQ-UEL) e Janksyn Bertozzi (Grupo de

Automacgéo e Instrumentagdo Aplicada - GAIA — DQ-UTFPR) em linguagem de

programacao Borland C++ Builder 6.0, compativel com a plataforma Windows® - 32

bits.  Através deste programa € possivel disparar um cronébmetro para o

acionamento programado da seringa e das valvulas seletoras, conforme mostra

Figura 31.
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Figura 31 - Imagem digitalizada do software SIACONTROL e dos macrocomandos.

SEQUENTIAL INJECTION ANALY SIS - CONTROL MODULE
wmarze [ FrRmware | 2
MACROCOMANDOS
SYRINGEI VALVES MACROS I SERIAL]
RUN| (0) _cLs | _oPEN | SAVE | copy PASTE| cLs_|copy [PASTE| GERAL |
I _ROWII‘! NR. |
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lbp = L+ ™S 100 milissegundos
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in
LOOP
ts 1 / cLS | I~ SERIAL READ i
300 = NL1 3 3numberloops
sva 3 2
svp 05 NL2 2 2number loops
s 2 3
g 3 < b NL3 5  S5number loops
< »
wnbae x| - | i VERSA PUMP 3 |
HOME[] _STEP vicl| o] 1| 2] 0 e | o SIN INITIALIZE
ﬂ'“"’—w ﬂ]— Loor 1| Loor2| LooP3 FLW 100  UL/sec (Flow)
P P = o ry o svp 1,5 1,5mL (Pickup)
0 Jdbe < =l . . . SVD 1,5 1,5mL(Dispense)
500 i
€0 vz o I <O SVA 2 PORT(x=1a6)
Syringe Volume (mL) [0 () SERAL-1  (O) SERIAL-2 _
i - VALVULA SELETORA VALCO VICI |
I PORT 3 PORT (x=1a10)
@ O O O O Oversa
VALVES | 4 2 3 4 5 6 HOM PORT (1)
conricuraton @ O O O O O O O O Ovia PCH‘”¢|—
open| save| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
CAPC
C:\Users\capc\Desktop\SIA Control 7\Oteste410

Fonte: Proprio autor.

Os macrocomandos sédo acionados na janela de programacdo e lidos
sequencialmente durante a execugcdo do experimento. Permite realizar diferentes

etapas, que se adaptam as diferentes condic¢des reacionais do método.

4.2.8 AQUIS-UVMINI1240

O software AQUIS-UVMini1240 responséavel pela aquisicdo dos dados foi
desenvolvido pelo professor Dr. Carlos Alberto Paulinetti da Camara, em linguagem
Microsoft Visual Basic 6.0, compativel com a plataforma Windows® - 32 bits (Figura
32). Em modo remoto o software permite a aquisi¢cao do sinal analitico (absorbancia)
do espectrofotbmetro UV Mini 1240 via porta serial RS232C. Com uma taxa de
transferéncia de 2Hz, (um valor de absorbancia a cada meio segundo), o software
ajusta o comprimento de onda e efetua a correcdo da linha de base da analise.
Também permite a aquisicdo dos dados enviados pela comunicacao serial (RS232C)

do espectrofotdmetro trabalhando no modo fotométrico ou espectro.
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Figura 32 - Imagem digitalizada do software AQUIS-UVMinI1240.
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Fonte: Proprio autor.

4.2.9 UTIFIA

O software UTIFIA responsavel pelo tratamento dos dados foi desenvolvido
pelo professor Dr. Carlos Alberto Paulinetti da Camara, em linguagem Microsoft
Visual Basic 6.0, compativel com a plataforma Windows® - 32 bits (Figura 33). Este
software contém recursos graficos que facilitam a visualizagdo de curvas
experimentais e seu tratamento (normalizacdo por intercalagdo ou remocdo de
pontos; inversdo de sinal; subtracdo do branco; altura dos picos por processo
manual ou automético). Com o UTIFIA é possivel a utilizacdo de diferentes filtros
digitais para corre¢cdo das curvas, inversdo do grafico, alteracdo das escalas e
legendas, efeito “zoom” e a transferéncia direta dos dados experimentais para
planilha eletrénica do Excel. A Figura 33 mostra um exemplo de tratamento dos
dados com o software UTI-FIA para obtencdo das alturas dos picos (sinais

transientes) nos fiagramas.
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Figura 33 - Obtencéo das alturas dos picos (sinais transientes) pelo tratamento
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Fonte: préprio autor.

4.3 REGENTES E SOLUCOES
4.3.1 SIA-UV/VIS

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Agua ultra-pura
(resistividade 18,2 MQ cm™ a 25 °C) foi utilizada durante toda a anélise. Solucéo
acida de persulfato de aménio 4 % (m/v) foi preparada dissolvendo 2,00 g de
(NH4)2S20g (Synth) em 25,0 mL de &gua, a solucédo foi aquecida, e 25,0 mL de
HsPO, (da Biotech) 85% (m/m) foram adicionados. A solucéo foi utilizada 24 horas
apos o preparo.

Acido gélico (Dinamica) 2 % (m/v) foi obtido por dissolu¢do de 1,00 g de
HeC;Os em 10,0 mL de alcool etilico (Biotech) 99,5 % (v/v) e o volume final ajustado
para 50,0 mL com agua. Para evitar a oxidacao da solucéo de &cido galico pela luz o
frasco foi envolvido por papel aluminio.

A curva analitica foi construida utilizando-se padrdo 1000 mg L*
(Metavanadato de amobnio (NH4VO3) com certificado de analise (Specsol®)
rastreado junto ao NIST (058930).Solugdes a 0,00; 0,05; 0,08; 0,12; 0,15; 0,20; 0,25;
0,30 e 0,50 mg L™ de vanadio V (V) foram preparadas diariamente por diluicdo do
padrao.
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4.3.2 STANDARD METHODS (METODO DO ACIDO GALICO)

O preparo dos reagentes e amostra segue a metodologia do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (Method 3500V) com
algumas alteracdes. A partir de solugdo padrdao de Metavanadato de amonio
(NH4VO3) com concentracdo de 1000 mg L™ em V (V) com certificado de anlise
(Specsol®) rastreado junto ao NIST (058930), solucéo estoque de vanadio 100 mg
L™ V (V) foi obtida por diluicdo apropriada. Solucdo trabalho 0,1 mg L™ V (V) foi
preparada por diluicdo da solucdo estoque 100 mg L™ V (V). A curva analitica foi
construida a partir de aliquotas da solucdo 0,1 mg L™ V (V).

Solucdo de nitrato mercurico (II) 0,035% (m/v) com certificado de analise
(Specsol®) rastreado junto ao NIST (0,58932). O preparo da solucdo &cida de
persulfato de amoénio 5 % (m/v) foi realizado, dissolvendo 2,50 g de (NH4)2S20s
(Synth) em 25,0 mL de agua, depois de aquecida até fervura, volume final de 50,0
mL foi obtido com adic&o de 25,0 mL de H3PO, (Biotech) 85% (m/m). Para promover
0 agente ativante da reacao, a solucao foi utilizada 24 horas apés o preparo.

Acido galico (Dinamica) 2% (m/v) foi preparado dissolvendo 2,0 g em 100
mL de agua morna, e levado até fervura para a completa dissolucéo do reagente.

4.3.31CP-MS

A determinacdo de vanadio total nas amostras de agua foi realizada por
construcdo de curva analitica preparada por diluicdo apropriada a partir de padrao
multielementar (Merck-UN2031) de 10 mg L™ em HNO; 20 % com &gua ultrapura
(Milli-Q, 18 MQ cm™), com concentracdes de vanadio de 1 a 100 pg L™.0 registro
das suas intensidades foi realizado em relacdo a um padrdo interno de rédio (Rh)
200 pg L™

4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.4.1 SIA-UV/IVIS

A rotina de calibracdo e a sequéncia de passos para a analise quantitativa

das amostras de agua pelo sistema SIA é descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 - Sequéncia de passos na determinacao de vanadio através da Analise por
Injecdo Sequencial (SIA).

Passo Direcdo  Posicdo Posigéo Vazéo Volume Operagédo
(pistdo)  (seletora) (UL s™) (uL)

1 - 6 - 200 300 Aspiragéo de solucédo carregadora
(4gua)

2 BC 3 1 30 100 Aspiracéo da solugao acida de
persulfato de amonio

3 BC 3 2 30 50 Aspiragdo do acido galico

4 BC 3 3 30 500 Aspira¢éo amostra/padréo

5 BR 3 4 75 950 Dispensa a mistura na BR a 60°C

6 - 6 - 200 2400 Preenchimento do pistdo com a
solugéo carregadora (agua)

7 - - - - - Stopped flow (Preenchimento da
seringa + 38 s)

8 DET 3 4 50 2400 Dispensa a mistura em dire¢éo ao

detector

BC: Bobina coletora; BR: Bobina de reagéo; DET: Detector.

O sistema inicia com a aspiragao da solucédo carregadora pelo pistdao (300
uL) pela porta 6 da bomba de pistdo. Os dois reagentes, a solu¢cdo &cida de
persulfato de aménio e o &cido galico, mais a amostra/padrao sédo aspirados em
direcdo a bobina coletora, 100, 50 e 500 uL respectivamente, através das portas 1, 2
e 3 da véalvula seletora (Figura 34). Por inversdo do sentido de fluxo e comutacéo da
valvula seletora para a porta 4 a bomba de pistdo via porta 3 dispensa a mistura
(sobreposicdo muatua da zona de amostra e reagente) em direcdo a bobina de
reacao (130 cm), formando uma zona composta na interface dos segmentos da
amostra e reagentes (van STADEN, et al., 1997). A mistura € aprisionada na bobina
de reacdo a 60 °C por 60 s (envolve a etapa de preenchimento do pistdo com
solucdo carregadora + 38 s), e 0 sistema entdo opera em modo stopped flow
(RUZICKA, J.; GUBELLI, T., 1991; HERRERA-LOPEZ et al., 2015) para a
aceleracdo catalitica do acido galico pelo vanadio (V°*). Cada ciclo se fecha com a
limpeza do detector pela solucdo carregadora.
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Figura 34 - Sistema SIA desenvolvido para a determinacdo de vanadio em agua.
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Fonte: Proprio autor.

Usando um detector espectrofotométrico, a concentracdo total de vanadio

nas amostras de agua é quantificada em 415 nm.

4.4.2 STANDARD METHODS (METODO DO ACIDO GALICO)

Aliquotas de 0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 mL da solucéo trabalho
0,10 mg L™ V (V) foram adicionados em tubos e o volume completado para 10,0 mL
com agua. Para cada padrdo e amostra adicionou-se 1,0 mL da solucdo de nitrato
mercurico (II) 0,035 % (m/v) para complexar haletos e minimizar sua interferéncia,
principalmente cloreto, iodeto e brometo (FISHMAN, M. J.; SKOUGSTAD, M. W.,
1964). Os tubos contendo a mistura foram mantidos por 45 minutos em banho
termostatizado a 25 °C. Na sequéncia 1,0 mL da solucdo &cida de persulfato de
amonio 5 % (m/v) foi adicionado e os tubos mantidos no banho por 5 minutos para
mistura do reagente. Apos 5 minutos foi realizada a adicdo sucessiva de 1,0 mL de
acido galico 2 % (m/v) para cada tubo em intervalos de 2 minutos, para a medida da
absorbancia entre cada padrao e amostra. Exatamente 60 minutos ap6és a adi¢do do

acido galico (equilibrio quimico), os tubos sdo sucessivamente removidos do banho
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e as absorbancias imediatamente medidas em 415 nm (FISHMAN, M. J;
SKOUGSTAD, M. W.; 1964). Durante toda andlise o banho termostatizado é mantido
a 25 °C para o equilibrio reacional.

4.4.3 1CP-MS

A quantificacdo de vanadio também foi realizada por espectrometria de
massas com plasma de argbnio induzido (modelo ICP-MS Varian 820-MS), no
Laboratério de Apoio & Pesquisa Agropecuaria (LAPA), localizado na Universidade
Estadual de Londrina. Para a introducédo de padrdo e amostra no plasma de argbnio
induzido foi empregado nebulizador microconcéntrico operado com bomba
peristaltica. Os dados foram adquiridos pelo software ICP-MS ExpertVarian v2.0 b87.

As condi¢Oes operacionais do ICP-MS e de aquisi¢cao encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros operacionais e de aquisicdo de dados na determinacédo de
vanadio por ICP-MS.
Condi¢cbes Experimentais — ICP-MS

Poténcia de Radio Frequéncia 1400W

Modo Scan Peak Hopping
Fluxo de Plasma 17 L min™
Vazao do gas nebulizador 0,21 L min?
Replicatas de varredura/Tempo 5/169x107°s
Replicatas de analise/Tempo 5/0,84s
Temperatura ambiente 20°C

Isétopos 0y e oy
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5.1 ESPECTRO DE ABSORCAO

A Figura 35 apresenta o espectro de absor¢cdo molecular UV/VIS para as
solucdes de acido galico/persulfato de aménio em meio acido obtidos na auséncia e
presenca do vanadio (catalisador), visando a escolha do melhor comprimento de
onda para a leitura do sinal analitico.

As condicfes reacionais para a obtencdo do espectro de varredura seguem
o procedimento descrito no item 4.4.2. Para a reacao catalisada, uma aliquota de 4
mL de soluc&o trabalho 0,1 mg L™ V (V) foi utilizada e o volume completado para 10
mL com agua. A reacdo nao catalisada (branco) foi preparada na auséncia de
vanadio, adicionando 10 mL de agua ao tubo, seguido pela adicdo de nitrato de
mercurio (Il), solucdo &cida de persulfato de amdnio e acido galico nas mesmas
ordens, tempos e temperatura descrito anteriormente.

O comprimento de onda foi selecionado levando em consideracdo a
intensidade do sinal analitico (absorbéncia) entre a reacdo catalisada e a nao

catalisada (branco) e a resposta do sinal analitico do branco.

Figura 35 - Espectro de absorcdo da reacdo de oxidacdo do acido galico por
solucao 4cida de persulfato de ambnio catalisada por vanadio.

0.8 7 Acido gélico + sol. 4cida de persulfato
0.7 ] —— Reacdo catalisada por vanadio
0,6 / 415 nm
8 1
o 0,54
e
«C
2
5 044
[%2]
Q
< 0,34
0,2
0’1 7] \
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Fonte: préprio autor.
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Embora o comprimento de onda de 415 nm n&o represente a maior
diferenca de sinal analitico (reacdo catalisada e ndo catalisada), o comprimento de

onda foi selecionado por apresentar menor sinal analitico do branco.

5.2 ESTUDO DAS ~CONDI(;C)ES EXPERIMENTAIS: IMPLEMENTACAO DO
METODO PADRAO AO SISTEMA SIA-UV/VIS

5.2.1 ORDEM DE ASPIRACAO E ESTUDO DO VOLUME DE AMOSTRA E
REAGENTE

Com o objetivo de obter melhor razdo sinal/branco avaliou-se a ordem de
aspiracdo, volume de amostra e reagente, concentracdo de acido galico, persulfato
de amodnio e acido fosforico, além do tempo de residéncia e temperatura foram
investigadas para a adaptacdo da metodologia ao sistema. O critério de avaliacao foi
realizado através do aumento da intensidade do sinal analitico em relagédo ao sinal
do branco (optando sempre que possivel pelo sinal de branco mais baixo). Foram
realizadas trés repeticfes de todas as medidas.

De acordo com as exigéncias da Green Analytical Chemistry (GAC)
(ROCHA, et al., 2012), a escolha do volume de reagente e amostra foram os
menores possiveis. Volumes de 10 a 200 uL para o HeC;Os, 30 a 180 uL para o
(NH4)2S205-H3PO4 e de 10 a 1000 pL para o volume de amostra foram investigados.
A formacéo da zona de amostra e reagente foi estudada variando trés sequéncias
de aspiracdo e uma em modo de amostragem binaria (REIS, et al., 1994). A Figura

36, mostra o estudo dos volumes de amostra e reagente, e a ordem de aspiracao.
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Figura 36 - (a) Efeito do volume de amostra; (b) Efeito do volume de (NH4).S,0s-
HsPO,; Efeito do volume de HgC;Os; (d) Ordem de aspiragdo dos
reagentes e amostra e seu efeito na intensidade do sinal analitico. (n =

3)
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Concentragdo de 0,3 mg L™V (V); (NH4)2S:08-HsPO4 2 % (miv); HeC-Os 2 % (m/v); Bobina de Reagdo 130 cm; Tempo de
Residéncia 60 s; Temperatura 60 °C; A = 415 nm (a) Efeito do volume de amostra: 50 pL de HsC;Os; 100 pL de (NH,4),S,0s-
H3PO,. (b) Efeito do volume de (NH,4),S,0s-H3sPO,4 2 % (m/v): 50 pL de He¢C;Os; 500 pL de amostra; (c) Efeito do volume de
HeC70s 2 % (m/v): 500 pL de amostra; 100 pL de (NH,),S,0s-H3PO4; (d) Sequéncia de aspiragdo dos reagentes e amostra e a
intensidade do sinal analitico: Ry ((NH,)2S,0s-H3PO,); R, (HeC;0s); 50 pL de HsC-;Os; 100 pL de (NH,4),S,05-HsPO,. 500 pL de

amostra.

A Figura 36 (b) mostra que o aumento do volume de (NH4)2S,0g-H3PO,4 tem
um efeito linear na resposta (absorbancia). O volume foi fixado em 100 uL, com sinal
de branco razoavelmente baixo e volume adequado para o comprimento da bobina
de reacdo. Como mostra a Figura 36 (a) e (c), existe um maximo na intensidade do
sinal, e depois a absorbéancia cai como resposta ao limite da extensédo da bobina.

Volumes de 500 pL de amostra e 50 pL de acido gélico foram escolhidos de forma a

manter o compromisso entre o ganho na intensidade do sinal analitico, o sinal do
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branco e a extensdo da bobina de reacao.

A segmentacdo dos reagentes com o sistema operando em modo de
amostragem binéaria (25 uL de o HgC70Os); 50 uL (NH4)2S205-H3PO,4 resulta em ganho
na intensidade do sinal analitico, mas percebe-se que nado existe uma boa
interpenetracdo mutua dos reagentes e amostra (Figura 36 d sequéncia 4). A
sequéncia de aspiracdo 1 e 3 foram as de maior ganho na intensidade do sinal
analitico (relacéo sinal padrdo/branco), quando avaliado com concentracdo de 0,3
mg L™ V (V). A sequéncia de aspiracédo 1 foi selecionada como a melhor relacdo
sinal padrao/branco. Além disso, em comparacdo com a sequéncia de aspiracdo 3
(Figura 36 d), a sequéncia de aspiracdo 1 se mostra mais interessante, no sentido
de que o sinal analitico do branco se torna menor. Por esta razdo, a sequéncia de
aspiracao de (NH4)2S205-H3PO4 (100 pL), HeC7Os (50 uL) e amostra (500 pL) foram
escolhidas para os proximos estudos.

Como regra geral, o ganho da intensidade do sinal analitico esta relacionado
com a eficiéncia da sobreposi¢ao da zona de amostra e reagentes e a velocidade da
superficie de contato das zonas, do qual pode ser alcancado com adequada vazao.
A Figura 37 (a) e (b) mostra o estudo da vazéo de aspiracado da amostra e reagentes
e da solucdo transportadora. Vazdes de 20 a 50 pL s™, na etapa de aspiracdo de
amostra e reagente e de 20 a 100 uL s para solucdo transportadora foram

avaliadas para o sistema.
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Figura 37 - Investigacdo das condi¢cdes experimentais: (a) Efeito da vazdo de
aspiragdo na intensidade do sinal analitico (b) Efeito da vazdo da
solucéo transportadora na dispersao do sinal analitico. (n = 3)
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As vazdes mais baixas foram encontradas como sendo as mais adequadas
para os demais experimentos. A Figura 37 (a) mostra o efeito de seis vazles
diferentes no sinal de absorbancia com melhores respostas obtida com vazao de 30
uL s™. Para o transporte da mistura reacional até o detector, 50 uL s™ foi encontrado
como sendo a vazao mais adequada para o sistema (Figura 37 b). O efeito da vazao
da solucéo transportadora € significativo ndo s6 na dispersédo e da interpenetracao
mutua das zonas, como também nas condi¢cdes de aquisicdo do detector, uma vez
que os sinais transientes dependem da frequéncia de aquisicdo de dados. Em
virtude da utilizagdo da porta RS232, os resultados de absorbancia séo enviados a
uma taxa de transferéncia de 2 Hz ou 2 pontos por segundo. Vazdes maiores do que

100 pL s™ resultam na dimunuigéo do sinal analitico.

5.2.2 PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONADO

A escolha dos parametros e a extensao do estudo foram feitas baseando-se
no método padréo (Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater)
e o método modificado (WEIGUO, Q. 1983). O efeito da concentracdo dos
reagentes foi investigado, HsC7Os na faixa de 1 a 4 % (m/v) e (NH4)2S,05 de 2 a 6 %

(m/v). Nada se pode afirmar sobre a influéncia da concentracdo de H3PO, na
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formacdo do agente ativante da reacdo (H.SOs), reforcando a importancia do seu
estudo como um dos parametro do planejamento. Concentracdes de 4,1 a 10 mol L™
foram avaliadas. Os parametros que aceleram a oxidacao catalitica do HeC-;Os foram
investigados através da temperatura, na faixa de 30 a 70 °C, e tempo de residéncia
da mistura amostra/reagentes na bobina de reacéo entre 30 e 60 s. A avaliacao dos
parametros na resposta (intensidade do sinal analitico) foi realizada através da
relacdo do sinal padrdo/branco para cada um dos niveis do planejamento. A
intensidade do sinal analitico foi obtida com solucéo 0,3 mg L™ V (V). O objetivo é
avaliar a influéncia dos parametros de concentracdo do acido galico, persulfato de
amonio, e acido fosforico, e da temperatura e tempo de residéncia, estabelecendo a
melhor condigcéo de aplicacdo ao Sistema por Injecao Sequencial (SIA).

O delineamento experimental foi constituido de um planejamento fatorial
fracionado 2°!, totalizando 16 ensaios com ponto central em triplicata, e como
variavel resposta a intensidade do sinal analitico (absorbancia). As variaveis
independentes séo: concentracdo do acido gélico (%), persulfato de aménio (%), e
acido fosférico (mol L), temperatura (°C) e tempo de residéncia (s). O planejamento
apresentou uma resolucdo do tipo V, na qual os efeitos principais sdo confundidos
com as interagbes entre quatro fatores, as interagbes entre dois fatores sao

confundidas com as de trés fatores (Tabela 3).

Tabela 3 - Fatores principais e de interagdo e sua estrutura de associacdo
(confundimentos) para analise de efeitos.

Fator Estrutura de associacdo

Tempo de Residéncia (s) 2345
Temperatura (°C) 1345
Persulfato de Aménio (%) 1245
Acido Galico (%) 1235
Acido Fosférico (mol L™) 1234
12 345

13 245

23 145

14 235

24 135

34 125

15 234

25 134

35 124

45 123

1:Tempo de Residéncia; 2: Temperatura; 3:Persulfato de Aménio; 4:Acido Galico; 5:Acido Fosférico.

A Tabela 4 apresenta os niveis descodificados das variaveis independentes.
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Tabela 4 - Niveis descodificados das variaveis independentes do planejamento
fatorial fracionado (2°7).

L S Niveis
Variaveis Originais 1 o )
Tempo de Residéncia (s) 30 45 60
Temperatura (°C) 40 50 60
Persulfato de Aménio (%) 2 3 4
Acido Galico (%) 1 1,5 2
Acido fosférico (mol L™) 4,10 6,15 8,20

Os parametros de concentracdo do persulfato de amoénio, acido gélico e
acido fosférico dizem respeito as condicBes reacionais da zona de amostra e
reagente, e o tempo de residéncia e temperatura do processo de oxidacao catalitica
do acido galico. As solucdes acidas de persulfato de ambnio foram preparadas 24
horas antes do uso, como recomendado pelo método padrdo. As solucdes de acido
galico foram preparadas em meio alcdolico 20 % (v/v) para evitar a precipitacao da
solugéo. No tempo de residéncia o sistema opera em modo stopped flow (RUZICKA,
J.; GUBELLI, T., 1991; HERRERA-LOPEZ, et al., 2015) e a zona de amostra e
reagente € aprisionada na bobina de reacdo e condicionada a uma temperatura
especifica. A Tabela 5 apresenta a matriz do delineamento e a Tabela 6 as

equacdes de codificacdo para as variaveis quantitativas.
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Tabela 5 - Matriz do Planejamento Fatorial Fracionado 2°* com ponto central em

triplicata.
Ordem Ensaio Variaveis em unidades Resposta
codificadas )
X1 Xz X3 X4 Xs
18 1 -1 -1 -1 -1 1 0,111
11 2 1 -1 -1 -1 -1 0,014
2 3 -1 1 -1 -1 -1 0,033
7 4 1 1 -1 -1 1 0,321
13 5 -1 -1 1 -1 -1 0,014
15 6 1 -1 1 -1 1 0,235
4 7 -1 1 1 -1 1 0,399
1 8 1 1 1 -1 -1 0,142
10 9 -1 -1 -1 1 -1 0,000
17 10 1 -1 -1 1 1 0,134
9 11 -1 1 -1 1 1 0,255
3 12 1 1 -1 1 -1 0,099
12 13 -1 -1 1 1 1 0,211
14 14 1 -1 1 1 -1 0,043
8 15 -1 1 1 1 -1 0,113
5 16 1 1 1 1 1 0,926
19 17 0 0 0 0 0 0,165
16 18 0 0 0 0 0 0,138
6 19 0 0 0 0 0 0,167

X;:Tempo de residéncia; X,:Temperatura; Xs:Persulfato de aménio; X,:Acido galico;

Xs:Acido fosférico; y:Absorbancia (Padréo — Branco).

Tabela 6 - Equacdes de codificacdo para as variaveis independentes.

Varidveis Equacdo de Codificacado
Tempo de Residéncia x, = B= 45
15
Temperatura y, - =50
2 10
Persulfato de Amobnio Xs = P=3
1
Acido Galico _A6-15
* 0,5
Acido Fosférico _R-45
> 205

R: Tempo de residéncia; T: Temperatura; P: Persulfato; AG: Acido Galico;

AF: Acido fosférico.

A analise dos efeitos estimados para a intensidade do sinal analitico é
apresentada na Tabela 7. A Figura 38 mostra o grafico normal de distribuicdo dos
fatores e seus efeitos (%) em caso de mudanca do nivel inferior para o superior do

planejamento fatorial fracionado 2°™.



Tabela 7 - Efeitos calculados para o Planejamento Fracionado 2°*.

Parametro Efeito Erro p-valor
Padréo

Média 0,191 0,004 <0,0010
Curvatura -0,068 0,020 0,0768
1 (Tempo de 0,097 0,008 0,0066
Residéncia)
2 (Temperatura) 0,191 0,008 0,0017
3 (Persufato de 0,140 0,008 0,0032
Amonio)
4 (Acido Galico) 0,064 0,008 0,0150
5 (acido Fosférico) 0,267 0,008 <0,0010
12 0,074 0,008 0,0111
13 0,055 0,008 0,0201
23 0,078 0,008 0,01789
14 0,059 0,008 0,01571
24 0,061 0,008 0,01009
34 0,062 0,008 0,01675
15 0,063 0,008 0,00502
25 0,112 0,008 0,01611
35 0,098 0,008 0,00651
45 0,051 0,008 0,02345

Efeito: Intensidade do sinal analitico (Absorbancia).

R?= 0,999
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Figura 38 - Gréafico normal dos valores da Tabela 7. Todos os efeitos séo
significativos. Os valores refletem a % de variagdo no sinal de
absorbéancia no caso de mudanca do nivel inferior para o nivel superior.

Var.:Resposta (Abs); RE = 0,999; R%, = 0,994
251 Residuo < 0,001
Resposta (Abs)

Curvatr.

-10 -5 [} 5 10 15 20 25 30 35 40

o - Efeitos principais ® - Efeitos de Interagao

1:Tempo de residéncia; 2: Temperatura; 3:Persulfato de Aménio; 4:Acido Galico; 5:Acido Fosférico.

Os parametros mais significativos (Tabela 7, Figura 38) s&o a concentracéo
de acido fosforico e temperatura (5 e 2, respectivamente), seguidos a uma certa
distancia pela concentracdo de persulfato de amonio (3). Note que, todos os 15
efeitos calculados séo estatisticamente significativos (p < 0,05) e positivos (no
sentido que todos contribuem para o aumento da intensidade do sinal analitico).
Sem duvida, os fatores 1 e 4, tempo de residéncia e concentracdo do acido galico,
respectivamente, e seus efeitos de interacdo, SG0 menos importantes que 0S outros
trés, mas eles também parecem atuar no sentido de aumentar a intensidade do sinal
analitico. Se examinarmos seus efeitos, constatamos que a mudanca do nivel
inferior para o nivel superior produz um aumento na intensidade do sinal analitico.
Apesar do interesse secundario por estes parametros, ignorar algum de seus efeitos
causaria a falta de ajuste do modelo, pois todos contribuem positivamente e
linearmente para o aumento da absorbancia, assim outras regides devem ser
exploradas. A checagem da curvatura (Tabela 7), (p > 0,05), indica que a faixa
escolhida para os parametros estéo fora da regido de maximo, como consequéncia
um modelo completo e linear descreve a variavel resposta em relacdo as variaveis

independentes.
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Quanto aos parametros relacionados a aceleracdo da oxidacao catalitica do
acido galico, a mudanca dos niveis de temperatura e tempo de residéncia do inferior
para o nivel superior, resultou no aumento dos valores médios da intensidade do
sinal analitico. Temperatura em nivel superior (60 °C) resultou no ganho, em média,
0,191 na intensidade do sinal analitico, isso representa o aumento de 24 % no sinal
de absorbancia. Para o tempo de residéncia, em média, 0 aumento de 0,097 no sinal
de absorbancia, representa 12 % no aumento da resposta em caso de mudanca do
nivel inferior (30 s) para o superior (60 s). No que diz respeito aos parametros
relacionados a concentracéo, quando se trabalhou em nivel superior, o acido galico
2 % (m/v) aumenta em 8,1 % a resposta analitica (0,064 em média no sinal de
absorbancia) e 17,5 % para a solugéo de persulfato de amoénio 4 % (m/v) (0,140 no
sinal de absorbancia). Weiguo (1983) em seu método modificado também verificou
em seu estudo que a resposta analitica aumenta com o aumento da concentracao
do persulfato de aménio assim como o sinal do branco se torna mais pronunciado.
Com relacdo ao acido galico o autor também relata o0 aumento da resposta com a
concentragdo, porém prefere ser mais modesto e fixar a concentragdo em 1 % (m/v),
devido ao aumento ndo s6 do sinal do branco como da cristalizacdo do acido do
galico.

Parece que o principal fator para que a reacdo aconteca, a formagao do
agente ativante (H,SOs), é a concentracdo do acido fosforico. Como mostra a tabela
7 e a figura 38, a mudanca de concentracdo do nivel inferior para o superior (4,10 a
8,2 mol L), resulta no aumento da intensidade do sinal analitico, em média 0,267, o
que equivale a 33,6 % de aumento na intensidade do sinal analitico. Outros dois
parametros de interacdo tém efeito mais pronunciado, e estdo associados a
concentracdo de acido fosférico. A combinacdo dessas variaveis em niveis iguais
(++), acido fosférico com persulfato de aménio ou temperatura resultam no aumento

da absorbéncia (curvas de contorno e superficie de resposta, (Figuras 39 e 40).
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Figura 39 - Efeito de interacdo acido fosférico e persulfato de amobnio na
intensidade do sinal analitico (Absorbancia): (a) Curva de contorno. (b)

Superficie de resposta.
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Figura 40 - Efeito de interacéo acido fosférico e temperatura na intensidade do sinal
analitico (Absorbéancia): (a) Curva de contorno. (b) Superficie de

resposta.
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Em média a interacdo dos parametros acido fosforico e persulfato de aménio

aumentam 0,098 no sinal de absorbancia, aproximadamente 12,3 % de aumento na

resposta. A superficie de resposta (Figura 39 b), exibe o aumento ascendente na

absorbancia da esquerda para a direita (de 2 para 4 %) para o persulfato de aménio

e da direita para a esquerda para a concentracdo de acido fosférico (4,10 para 8,20

mol L ™).
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A interacdo do acido fosforico com a temperatura ao nivel (++), Figura 40
(a), aumenta em 14,1 % a resposta. Como mostra a Figura 28 (b), a intensidade da
resposta aumenta com a interacdo (++) entre a temperatura (60 °C) e acido fosférico
(8,20 mol L™) resultando no aumento em média de 0,112 na absorbancia.
Concluséo, os resultados mostram uma tendéncia positiva das respostas, com a
elevacdo do nivel inferior para o nivel superior dos parametros, para a faixa de
trabalho escolhida.

O ensaio 16 foi escolhido como a melhor condicdo para os proximos
estudos: HeC705 2 % (m/v), (NH.):S:0s 4 % (m/v), HsPO, 8,2 mol L™ com
temperatura de 60 °C e tempo de residéncia de 60 s.

Para avaliar a qualidade do ajuste do modelo aos dados experimentais foi
realizada a andlise de variancia ou ANOVA (Analysis of Variance). O desvio das
respostas e das estimativas feitas pelo modelo em torno da média das respostas

pode ser decomposta na equacéao 1:

Equacaol: SQr = SQr + SQ,

Em que SQt € a soma quadratica total, SQr é a soma dos quadrados
explicada pelo modelo e SQ; é a soma dos quadrados devido ao residuo.. A SQr

ainda pode ser decomposta em duas partes:

Equagao 2: SQ, = SQ¢p + SQfq;

Em que SQep € a soma dos quadrados devido ao erro puro e SQy,; € a soma
dos quadrados devido a falta de ajuste do modelo. A primeira parcela da equacgéo 2
nada tem a haver com modelo, é a dispersdo das respostas repetidas em torno do
ponto central. O segundo termo deve ser ajustado de acordo com as respostas
observadas. A Tabela 8 fornece a andlise de variancia pelo método dos minimos

guadrados do modelo linear.
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Tabela 8 - Analise de variancia para o modelo.
Fonte de variagdo Soma Quadratica (SQ) Graus de liberdade Média Quadratica (MQ)

Regresséo 0,778717 5 0,1557434
Residuos 0,003417 13 0,0002628
Falta de ajuste 0,002912 11 0,0002647
Erro puro 0,000505 2 0,0002525
Total 0,782134 18 0,0434519

O valor R?, coeficiente de determinac&o, obtido a partir da equacéo 3, indica

0 quanto da variacao da resposta em torno da média € explicado pelo modelo.

SQr _ 0,778716

S0, ~ 0782134 99

Equacao 3:

Isso significa que 99,6 % da variacao total em torno da média sédo explicadas
pela regressdo, para os residuos restam apenas 0,4 %. A porcentagem maxima de
variagdo explicavel pode ser calculada pela diferenga entre a SQrt e a SQep. NO
caso, 0,782134 — 0,000505 = 0,781629, isso corresponde a 0,781629 / 0,782134 =
99,9 % da soma quadréatica total.

O valor de R? ajustado (Rza,-), dado pela equacéo 4, explica ndo apenas o
quanto da variacao é explicado pelo modelo, como também considera o niumero de

fatores.

MQg 0,0002629
=1—- ————==10,994
MQ, 0,0434519

Equacao 4: 1 —

Onde MQR é a razéo entre a soma dos quadrados devido a regressao pelo

seu numero de graus de liberdade e MQr, a razdo entre a soma dos quadrados
devido ao residuo em relacdo ao numero de graus de liberdade (Tabela 8).

Podemos testar a hipotese nula Ho: B = 0, isto é, quando ndo ha relagao

linear entre as variaveis.

Eqguacao 5: M—QR = F
q g * MQ‘r (p—l)(n—p)

Temos MQgr / MQ, = 0,1557432 / 0,0002629 = 592,4 > 3,03, para Fs13 no

nivel de 95 % de confianga. Devemos descartar a possibilidade de = 0, existe
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relacdo linear entre as variaveis.

Se compararmos a razao entre MQrj / MQep = 0,0002648 / 0,0002525 =
1,05, com F11, = 19,40 no nivel de 95 % de confianca, temos MQfaj / MQep < Fi1,
logo ndo héa evidéncia de falta de ajuste do modelo para as condicbes e faixas
escolhidas para os parametros. Como o modelo esta bem ajustado, tanto MQxs;
quanto MQep estimam o2, e portanto o valor MQ, passa a ser uma estimativa legitima
da variancia devido ao erro puro. Pelo valor da média quadratica residual, o? =
2,63x10™, temos as estimativas das variancias dos parametros, logo a estimativa
dos erros padrdo dos parametros € 0,016. Como o erro padrdo dos parametros
(Tabela 7) € menor do que 0,016, concluimos que todos os efeitos principais e de
interagao sao significativos.
A analise de residuos realizada pelos graficos dos desvios das respostas
observadas pelas respostas estimadas dadas pelo modelo confirma o ajuste (Figura
41).

Figura 41 - Residuos dos ajustes dos dados: (a) Distribuicdo dos residuos. (b)
Respostas observadas versus valores estimados pelo modelo.

Valores observados vs. Valores previstos Respostas previstas vs. Residuos
2 MQy, = 0,0002525 2 MQg = 0,0002525
1,1 ; ; . . . . , r . . . 0,015 : . .
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0,000 0w Om 000 0 o o

-0,005
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o
Residuos

02 -0,015

0,020

S S S T, P S S S Sy
41 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 41 00 01 02 03 04 05 08 07 08 09 10 11

Valores observados Respostas previstas

(a) (b)
O bom ajuste € confirmado pela distribuicdo aleatdria em torno de zero
(Figura 41 b), além disso, a variancia residual deixada entre os valores observados e

o estimado pelo modelo é baixa (Figura 41 a).
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5.2.3 CAMINHO DE MAXIMA ASCENSAO (STEEPEST ASCENT)

Para definir o caminho de méaxima ascensao na intensidade do sinal analitico
(absorbancia), a melhor condicdo estabelecida no planejamento fatorial fracionado
foi fixada, fazendo o deslocamento para o0s niveis das variaveis originais e
codificadas através da equacao de codificacao (Tabela 6). Os ensaios definidos e as
respostas obtidas sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultado dos ensaios adicionais ao planejamento 2°.

Variaveis

Ensaio Variaveis Originais Codificadas Resposta (y)
Adicional Temperatura  Persulfato  Ac.Géalico  HsPO, X X X X Padrdao  Branco
) (%) (%) (mot L") ' 2 : !
1 62,5 4,5 2,5 8,5 1,25 15 20 1,15 0,612 0,405
2 65 5 3 9,10 150 20 30 144 0,751 0,534
3 67,5 55 3,5 950 1,75 25 40 163 1,027 0,666
4 70 6 4 10 20 30 50 188 1572 1,123

Xiy: Temperatura (°C); Xa: Persulfato (%); Xs: Acido Galico (%); X.: acido Fosférico (mol L?); y: Absorbancia (Abs).

O tempo de residéncia foi fixado em 60s para todas as condigBes variando
0s outros quatro fatores independentes, para o ganho na frequéncia analitica. Os
ensaios adicionais foram realizados com padrdo 0,05 mg L* e o ganho na
intensidade do sinal analitico atribuido em relacdo ao sinal do branco. Obviamente
as respostas demonstram que o deslocamento das condigbes produz maiores
respostas no sinal de absorbancia (Tabela 9), porém o ganho de intensidade é
acompanhado por problemas a adaptacéo das condi¢cdes ao sistema. Altos sinais do
branco e respostas nos limites do detector sdo observados. Cristalizacdo do acido
gélico para as concentracfes acima de 2,5 % (m/v) e problemas com a solucéo
acida de persulfato de amoénio, como a formacé&o de bolhas de gas e efeito Schlieren
(ZAGATTO et al., 2006; LIMA et al., 2012) foram observados para o deslocamento
das concentracfes. Em raz&o das limitacdes, a melhor condi¢cdo para o sistema sao
as concentragdes de acido gélico 2 % (m/v), persulfato 4 % (m/v), e acido fosférico
8,2 mol L™ com temperatura de 60 °C e tempo de residéncia de 60 s, obtidos pelo

planejamento fatorial fracionado 2°™.
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5.2.4 EFEITO DO TEMPO DE PREPARO DE (NH4)2S205-H3sPOs NA
SENSIBILIDADE

Segundo Fishman e Skougstad (1964) a solucédo acida de persulfato de
amonio deve ser preparada 24 horas antes do uso. Segundo os autores, o produto
de hidrélise gerado pela mistura entre (NH4).S,0s e o H3PO, é o acido
peroximonossulfarico (H,SOs). Agente ativante da reacdo, sua formacdo esta
relacionada com o tempo de preparo. Foram levantadas trés curvas, na faixa de 0,02
a 0,5 mg L™ de vanadio (V), imediatamente ap6s o preparo, 24h e 48h apés o

preparo (Figura 42).

Figura 42 - Curva analitica para os diferentes tempos de preparo da solugcéo acida

de persulfato de aménio.

Absorbancia

0,0 : . : . , :
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Concentragdo de Vanadio (mg L™)

De fato, o ajuste € ruim para a curva obtida com a andlise imediatamente
apos o preparo (R? = 0,987 e y = 2,1923x — 0,0323) e se tornam melhor apds as 24
horas (R? = 0,996 e y = 2,9513x — 0,0150). A melhor resposta foi obtida apds 48
horas do preparo da solucdo acida de persulfato de ambénio com aumento da
inclinacdo e intercepto (R? = 0,997 e y = 3,4749 — 0,0110). Para diminuir o tempo de
preparo do reagente e os limites de deteccédo e quantificacdo, para o restante do

trabalho a solucéo foi preparada 24 horas antes do uso.



94

5.3 ESTUDO DE INTERFERENTES

Com o intuito de verificar se os ions normalmente presentes em agua, assim
como Mn%*, Fe**, cu®, sr**, Mg?*, zn*", AP**, Cd**, Na*, CI', F,, SO4*, Br, I’ e NOg,
causam interferéncia no procedimento analitico, um conjunto de solu¢des foram
preparadas contendo 0,1 mg L™* de vanadio (V) com diferentes niveis de
concentracdo do analito. A Tabela 10 mostra as espécies quimicas e o nivel de

concentracao avaliado.

Tabela 10 - Efeito de possiveis espécies interferentes.

Espécies quimicas Concentracdo (mg L) Variacdo na absorbancia (%)

Mn** 2,5 <3%
Fe** 2,5 <3%
cu® 2,0 <3%
Mg** 25 <3%
Zn** 2,5 <3%
sr* 2,5 <3%
AP 2,5 <3%
cd* 2,0 <3%
Na* 500 <3%
cr 100 <3%
F 2,0 <3%
S0,” 500 <3%
NO3 500 <3%
Br 0,2 <3%
I 0,01 <3%

Nenhum dos ions estudados excederam o erro 3% no sinal analitico

(absorbancia) para o nivel de concentracéo avaliado.

5.4 PERFORMANCE ANALITICA

O sistema desenvolvido para determinagédo de vanadio em agua foi avaliado
em termos de faixa linear, limite de deteccdo e quantificacdo, adicao e recuperacao
e comparacao por método de referéncia (IUPAC, 1995). A faixa linear para o método
foi avaliada até a concentracdo de 3,0 mg L™ em vanadio. Faixa linear de 0,036 a 0,
500 mg L™ foram obtidas para o sistema. Concentracdes menores que 0,02 mg L™

nao mostraram diferenca em relacéo ao sinal do branco (Figura 43).
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Figura 43 - Avaliacdo da linearidade do método para o sistema SIA.
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A curva analitica foi construida com uma série de solugBes padrdes
contendo V (V) em oito niveis de concentracéo (0,050 a 0,500 mg L™) e amostras de
agua foram determinadas nas melhores condi¢cdes experimentais obtidas para o
sistema. A Figura 44 (a) mostra a curva analitica obtida para a determinagédo das

amostras, e a Figura 44 (b) os sinais transientes.

Figura 44 - (a) Curva analitica para a determinacéo de vanadio em agua (b) Sinais

transientes obtidos para a concentracéo de 0,05 a 0,5 mg L™ V (V).
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A equacao de regressdo para a curva analitica, A = 2,7608 x C — 0,0164,
onde A é a absorbancia e C a concentracdo de vanadio total em mg L™. Os
resultados mostraram boa relagédo entre a absorbancia e a concentracao de vanadio,
com coeficiente de determinacdo R? 0,996. O limite de deteccéo (LD) e quantificacdo
(LQ), calculado a partir do desvio padrdo do branco (n = 26), de 15,0 pg L™ e 36,0 ug
L™, respectivamente. A obtencdo do sinal sinal analitico no sistema SIA
desenvolvido é acompanhada durante 312 s desde a injecdo até a deteccdo (19
determinacdes por hora).

Uma comparacdo das caracteristicas de desempenho de métodos
espectrofotométricos acoplado a sistemas de injecdo em fluxo, e métodos
espectrofotométricos de batelada na determinacéo de vanadio é mostrado na Tabela
11.

Tabela 11 - Comparacdo entre métodos de batelada e de injecdo em fluxo na
determinacao de vanadio por espectrofotometria UV/Vis.

Procedimento  Faixalinear ~ Caminho 6ptico  Limite de deteccéo Frequéncia Residuo Ref.
(ng LY (mm) (mg LY analitica (h™) (mL)
SIA? 36,0-500 10 15,0 19 3,35 *

SIA 500-5000 10 390 10 2,35 Silva
MSFIA® 024-75 30 0,24 30 - Cerda
FIA® 20,0-1500 150 13,0 47 2,40 Reis

FIA 100-5000 - - 30 6,80 van Staden
FIA 0-3000 10 4,70 - - Pinto
FIA 10-140 10 5,20 20 - Keyvanfard
Batelada 0,77-6,20 23 - - 13,0 Fishman
Batelada 0,50-8,0 50 - - 13,0 Weiguo
Batelada 1-250 10 0,42 - 12,8 Keyvanfard
#Sequencial Injection Analysis (SIA); PMultisyringe Flow Injection Analysis (MSFIA); “Flow Injection Analysis (FIA);

*Método proposto.

Observa-se que os procedimentos de batelada sdo em geral mais sensiveis
do que aqueles aplicados a sistemas em fluxo, sobretudo pela dispersdo da zona de
amostra e reagente. Fishman e Skougstad (1964) em seu método de oxidacdo do
acido galico por persulfato e Weiguo (método modificado), no entanto caminhos
opticos maiores, 23 e 50 mm, respectivamente, foram utilizados. A desvantagem dos

métodos de batelada estd no laborioso procedimento de analise, rigoroso controle
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das condicdes e 0s enormes tempos gastos nos equilibrios reacionais.

Dentre os sistemas em fluxo, o desenvolvido por Cerda at el. (2014)
baseado no método de oxi-reducdo do acido galico por bromato apresenta boa
performance, com baixo limite de deteccdo, boa frequéncia analitica e faixa linear
com concentracdes proximas aquelas obtidas pelos métodos de batelada. Deve-se
salientar a presenca de caminho Optico trés vezes maior que o normalmente
utilizado. Para que atingissem limites de deteccéio tdo baixos quanto 13,0 pg L™,
Reis et al. (2014) construiram uma célula de fluxo com 150 mm para determinagéo
de vanadio, baseado na reacéo de eriocromo cianina R com &cido ascérbico.

Comparado ao sistema de Keyvanfard e Abedi (2011), o processo de
oxidacdo do oxalato de malaquita por solucdo acida de bromato, apresenta como
vantagem, baixo limite de deteccdo. Apesar da boa frequéncia analitica e ampla
faixa linear do sistema FIA desenvolvido por van Staden et al. (1996), a
determinacao espectrofotométrica do vanadio por complexacdo com 4-(2-piridilazo)
resorcinol é dos sistemas em fluxo o que mais gera residuos. O baixo limite de
deteccdo e ampla faixa linear de Pinto et al. (2013) podem ser explicadas pelas
etapas de pré-concentracéo antes da deteccado espectrofotométrica.

O sistema SIA desenvolvido por Silva et al. (2009) baseado na determinacgéo
de vanadio por oxidacdo da dopamina em meio acido, apresenta menor faixa linear
e alto limite de deteccdo. A grande vantagem de seu trabalho é o baixo volume de
residuos gerados por analise (2,35 mL).

A exatiddo do sistema SIA foi avaliado através de testes de adicdo e
recuperagdo em amostras de agua de torneira em dois niveis de concentracao,
0,054 e 0,140 mg L™ (IUPAC, 1995). A agua de torneira foi recolhida em frasco de
polietileno de alta densidade ap6s escoamento em fluxo continuo durante 2 minutos,
tempo suficiente para eliminar impurezas acumulada na canalizagdo. A Tabela 12,
mostra a porcentagem de recuperacdo obtida para os dois niveis de concentracdo
avaliado.
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Tabela 12 - Analise de amostras de agua.

Amostra* Adicionado (mg L™) Determinado (mg L) DPR (%) Recuperagao (%)
1 0,054 0,059 2,76 109,1
0,140 0,132 4,15 94,5
2 0,054 0,058 2,31 107,9
0,140 0,136 2,04 97,3
3 0,054 0,056 0,78 103,3
0,140 0,133 0,69 94,7
4 0,054 0,055 0,60 102,0
0,140 0,133 1,81 94,7

* 4gua mineral; DPR: desvio padréo relativo.n =3

Nas condi¢cdes otimizadas a faixa de recuperacgéo ficou entre 94,5 e 109,1
%, mostrando o potencial do sistema como ferramenta de analise de rotina na
determinacdo de vanadio em agua. Para demonstrar a aplicacdo do sistema do
sistema, além do teste de adicdo e recuperacao, a exatiddo do Sistema de Analise
por Injecdo Sequencial (SIA), se deu por comparacdo com o método padrdo de
determinacdo de vanadio por Espectrofotometria UV/Vis e por Espectrometria de
Massas com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-MS) (IUPAC, 1995).

A partir da curva analitica (Figura 44 a e b), as diferentes amostras de agua
foram quantificadas pelo sistema SIA-UV/Vis. A Figura 45 mostra a curva analitica
com concentracdes de 0; 7,70; 15,4; 23,1; 30,8; 38,5; 46,2; 53,8 e 61,5 pg L™, para a
determinacao de vanadio por Espectrofotometria UV/Vis. O procedimento foi descrito
no item 4.4.2 (pag. 67).
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Figura 45 - Curva analitica do método padrao de determinacao de vanadio em agua.
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Os resultados experimentais mostraram uma boa relacdo entre a
absorbancia e a concentracdo de vanadio para um R2Zaj 0,994. A equacdo de
regressdo para a curva analitica foi A = 0,0136 x C + 0,0350, onde A é a
absorbancia e C é a concentracdo de vanadio (ug L™). A determinacgéo de vanadio
foi acompanhada por quase trés horas desde a entrada dos tubos no banho
termostatizado para o controle da reacado até a ultima amostra medida. Em razao do
caminho optico da cubeta, a curva foi construida com concentracbes dez vezes
acima, da descrita pelo método padrao (Gallic Acid Method, 3500-V B: Standard
Methods For the Examination of water and Wastewater, 2005).

Além da Espectrofotometria UV/Vis, outro método padrdo de determinacao
de vanadio em agua, o ICP-MS, foi utilizado para quantificar as amostras (Inductively
Coupled Plasma/Mass Spectrometry (ICP/MS), 3125 B: Standard Methods For the
Examination of water and Wastewater, 2005). As condi¢es utilizadas no ICP-MS
para a determinacdo de vanadio nas amostras de agua foi descita no item 4.4.3
(pag. 68). Boa linearidade, com R2?; de 0,998 para uma faixa de 1 a 100 pg L foi

obtida . A Figura 46 mostra a curva analitica para o ICP-MS.
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Figura 46 - (a) Curva analitica obtida para a determina¢éo de vanéadio total por ICP-
MS. (b) Distribuicdo dos residuos.
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A equacao de regressdo da curva analitica para 0 método € dada por y =
13553.0 x + 1843.2, onde y corresponde a contagem por segundo (cps) e x é a
concentracdo de vanadio (ug L™?). A Figura 46 (b) mostra que os residuos se
distribuem de forma aleatéria. Antes e apés a entrada de cada padrdo ou amostra,
HNO; 0,1 mol L™* e &gua ultrapura sdo injetados para evitar a presenca da
amostra/padrao no percurso analitico.

A tabela 13 mostra a composicdo quimica das amostras de agua analisadas

pelos trés métodos.
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Tabela 13 - Composicdo Quimica das amostras de agua (mg L™).

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

Estréncio 0,027 Estréncio 0,080 Estréncio 0,032
Célcio 0,614 Célcio 33,88 Célcio 1,450
Potassio 0,500 Potassio 0,684 Potassio 0,190
Saédio 94,10 Sadio 9,170 Sadio 76,31
Vanadio 0,087 Vanadio 0,023 Vanadio 0,310
Sulfato 39,26 Sulfato 2,830 Sulfato 0,400
Carbonato 79,82 Carbonato - Carbonato 74,15
Bicarbonato 33,77 Bicarbonato 158,0 Bicarbonato 54,09
Fluoreto 0,450 Fluoreto 0,050 Fluoreto 0,330
Nitrato 0,310 Nitrato 14,76 Nitrato 0,500
Cloretos 0,330 Cloretos 5,00 Cloretos 0,380

Brometo 0,020 Brometo 0,030 Brometo -
Magnésio - Magnésio 11,23 Magnésio 0,070

Uma comparacdo dos resultados obtidos pelo sistema SIA-UV/Vis e os

métodos de referéncia na determinacdo de vanadio sdo mostrados na Tabela 14.

Tabela 14 - Resultados obtidos na determinacdo de vanadio pelo sistema SIA-
UV/Vis, Espectrofotométrico UV/Vis e ICP-MS para as 3 amostras de

agua.
[vanadio] (mg L'1)* + IC
Amostra SIA-UV/Vis DPR (%) Espectrofotometria UV/Vis  DPR (%) ICP-MS DPR (%)
1 0,289 =+ 0,027 3,74 0,336 £ 0,013 1,51 0,275 £ 0,058 8,43
2 0,088 + 0,009 4,13 0,087 +0,0003 0,16 0,086 + 0,010 4,78
3 0,023**+ 0,004 7,14 0,026 +0,0006 0,97 0,026 + 0,003 5,13

*Valor Médio + (IC) Intervalo de confianca. 95% de grau de confianga. t =4,3. n = 3.
DPR: desvio padrdo relativo. n= 3.
** Limite detectado

As amostras 1, 2 e 3 foram diluidas, respectivamente 13, 1,6 e 1,3 vezes
para o método espectrofotométrico. Para o ICP-MS a amostra 1 foi diluida 10 vezes,
antes da injecéo no sistema.

As concentracfes de vanadio obtidas para cada réplica nas diferentes
técnicas foram submetidas a andlise de variancia ANOVA fator duplo com repeticéo,

como mostra a Figura 47.
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Figura 47 - Andlise de Variancia (ANOVA), na comparacdo do sistema SIA-UV/Vis,
espectrofotomeétrico e ICP-MS na determinacéo de vanadio.

ANALISE ANOVA - FATOR DUPLO COM REPETICAO. NiVEL DE SIGNIFICANCIA 0,05.

MUV/VIS - SIA (a AMOSTRAS 12 3
Fonte da variagio sQ gf MQ F valor-P F critico
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SIA - ICP-MS 6,81E-05 10,0001 0,6034 0,4523 4,7472
mICP-MS UV/VIS ICP-MS 1,90E-03 1 00019 19,9912 7,641E-04 4,7472
SIA UV/VIS ICP-MS 2,15E-03 20,0011 13,8108 2,317E-04 3,5546
(b AMOSTRAS 23
v/ mgL? Fonte do variagdo 5Q of MQ F valor-P F critico
G [om | om s e o owe s s
0.277 0,334 0.252 UV/\.;IS ICl-‘ MS 1’3E-06 1 1l333E-06 0J2807 0’6106 5’3177
0,258 0,341 0.276 SIA UV/VIS ICP-MS 6’8E 06 2 3’389E 06 OJ6100 0’5594 3’8853
Meédia 0,289 | 0336 | 0275 - == 20 : . .
. v/ mglL?
0,050 0,087 0,087 [V]/ mgL*
0,080 0,087
0,022

0084 | 0087
Media 0,088 | 0,087

0,024
0,021

0,026

0,027 0,027
0,026

AMOSTRAS DE AGUA MINERAL

A analise dos resultados para os trés métodos através do fator ANOVA,
revela que existe diferenga significativa entre as meédias de tratamento das
concentracdes para o nivel de 5% de significancia (p < 0,05), fato confirmado pelo
valor de Fca > Feiit (Figura 47 a). A cerca de saber quais dos métodos ndo mostram
correlacdo, a andlise dos fatores realizada de forma isolada, revela que ndo ha
evidéncia da diferenca na média dos tratamentos para as 3 amostras entre o sistema
SIA-UV/Vis e o ICP-MS para o valor-p 0,45 > 0,05, assim como mostra o valor de
Fca (0,60) < Ferit (4,74). Para um valor-p < 0,05, a ANOVA fator duplo com repeticéo
revela falta de correlagcdo do método espectrofotométrico UV/Vis com o sistema SIA-
UV/Vis e o ICP-MS para Fcy > Ferit (Figura 47 a). Para mostrar que esse efeito é
causado pela amostra 1 com concentracdo de 0,336 mg L™ obtida pelo método
espectrofotométrico UV/Vis, a sua remocao da analise ANOVA, ao nivel de 5% de
significancia, mostra que ndo ha evidenciada na falta de correlacdo entre o sistema
SIA-UV/Vis e as técnicas de referéncia na determinacdo de vanadio para o valor-p
0,56. Comparando F¢y (0,61) < Feit (3,89), também é possivel afirmar que néo existe
diferenca na média dos tratamentos para as amostras 2 e 3 entre o sistema SIA-
UV/Vis, Espectrofotometria UV/Vis e ICP-MS (Figura 47 b).
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6. CONCLUSOES

A automacdo do Sistema de Injecdo Sequencial (SIA) realizada com
plataforma livre, proporcionou versatilidade e baixo custo de implementacdo. O
microcontrolador permitiu o controle da vazao das etapas de aspiracao e dispensa
da bomba de pistdo. O sistema ainda permitiu a escolha e aspiracédo sequencial das
solucdes através da comutacdo das portas da valvula seletora. O emprego de
macrocomandos pelo software Control-SIA permitiu o acionamento do pistdo e das
valvulas seletoras possibilitando a execucdo sequencial das diferentes condi¢cdes
experimentais necessarias para o método cinético. Parada de fluxo, tempo de
residéncia e controle nos tempos de dispensa da mistura, caracteristicos ao sistema
SIA, foram realizados com sucesso com elevado grau de confiabilidade e rapidez.
Nas melhores condi¢des experimentais obtidas para o sistema desenvolvido, parada
de fluxo da mistura e o aumento da temperatura permitiram a aceleracdo do
processo catalitico. Frequéncia analitica de 19 determinac¢®es por hora foram obtidas
em condi¢des de ndo equilibrio reacional. Seguindo as diretrizes da Green Analytical
Chemistry, eliminacdo de mercurio (ll) utilizado no método de batelada para
complexar haletos e baixo consumo de reagentes, 100 pL da solucdo &cida de
persulfato de aménio, 50 puL de acido galico e apenas 3,35 mL de residuo gerado,
sao caracteristicas do sistema desenvolvido. O baixo volume de reagentes utilizado
por analise e a comparacdo com os métodos de referéncia confirmam que o sistema
SIA-UV/Vis é uma ferramenta adequada para andlise quimica de rotina na
determinacado de vanadio em agua.

A seguir sdo apresentadas sugestbes para o desenvolvimento de trabalhos
futuros dentro da mesma linha de pesquisa:

e Aumentar a sensibilidade do método SIA-UV/Vis com o aumento do
camino Optico da cubeta de fluxo;

e Aumentar a frequéncia analitica com a inclusdo de bobinas de reagéo
no sistema;

e Termostatizar todo o percurso analitico, uma vez que o método €
cinético;

¢ No método do acido galico, estudar outros agentes oxidantes;

e Acoplar ao sistema colunas de pré-concentracdo ao sistema visando

0 aumento da sensibilidade do método;
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e Aproveitar o sistema SIA desenvolvido em outras aplicacbes

analiticas.
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