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RESUMO

TEIXEIRA, M. A. Desenvolvimento de instrumentagcdo e procedimentos
automaticos para determinacao de arsénio e fluoreto em aguas empregando
multicomutagdo em fluxo e detecgao fotométrica. 2010. 159f. Tese (Doutorado) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba,
2010.

Neste trabalho, é proposto o desenvolvimento de instrumentacdo e procedimentos
analiticos automaticos para a determinacdo de fluoreto e arsénio em aguas
empregando o conceito de multicomutacdo em fluxo e detecgdo fotométrica. Na
determinacdo de fluoreto, o controle dos dispositivos foi realizado empregando um
computador, programado em QuickBasic 4.5. O fotbmetro desenvolvido utilizava um
fotodetector (OPT301), uma cela de fluxo com 60 mm de caminho 6ptico e um LED (A
= 525 nm), usado como fonte de radiacdo. Os sinais gerados pelo fotémetro foram
convertidos para digital empregando um multimetro digital, que os transferia para o
computador através da interface serial RS-232. O procedimento para a determinagao
de fluoreto foi baseado no método de zircénio/vermelho de alizarina S, onde o fluoreto
retira o zircbnio da estrutura metal ligante formando um complexo incolor. Apds a
selecao das variaveis de controle, o procedimento proposto apresentou resposta linear
na faixa de 0,25 a 1,75 mg L™ (LD = 0,06 mg L), desvio relativo menor que 3,5%,
freqiiéncia de amostragem de 45 h™. No sistema para determinacdo de arsénio em
aguas, o controle do modulo de analise foi realizado utilizando um microcontrolador da
série PIC 18F2553, o qual contém um conversor A/D interno de 12 bits de resolucéo e
capacidade de operar com taxa de amostragem de até 100.000 s, O mesmo recebia
os parametros de controle por um computador via USB 2.0, que utilizava a mesma
interface para transferir os dados provenientes do fotdmetro. O software para essa
comunicacao foi escrito em Delphi 7.0 e a linguagem C foi utilizada para a programagao
do microcontrolador. Como sistema de deteccdo foi o mesmo empregado na
determinacao de fluoreto, utilizando um LED (A = 625 nm) como fonte de radiagcéo. O
procedimento proposto para a determinacdo de arsénio foi baseado na reacdo do
arsénio inorganico com boro-hidreto, onde a arsina formada reagia com azul de
metileno em meio micelar. A descoloragdo da solugdo de azul de metileno era
proporcional a concentracdo de arsénio presente na amostra. A procedimento proposto
apresentou resposta linear na faixa de 2,5 a 40 ug L (r =-0,995), limite de detecgéao de
0,3 ug L™, desvio relativo menor que 6,5 %, freqiiéncia de amostragem de 25 h,

Palavras-chave: Fluoreto. Arsénio. Analise por inje¢cao em fluxo. Multicomutagéo. Mini-
bombas. Agua. Microcontrolador.



ABSTRACT

TEIXEIRA, M. A. Development of instrumentation and automatic procedures for
the determination of arsenic and fluoride in waters by using flow
multicommutaion and photometric detection. 2010. 159f. Tese (Doutorado) — Centro
de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2010.

The development of instrumentation and automatic procedures for the determination of
arsenic and fluoride in waters by using flow multicommutation and photometric detection
were proposed. For fluoride determination, the system was controlled by a
microcomputer equipped with MS-Dos environment and running a software written in
Quick Basic 4.5. It was used a homemade photometric detector OPT301, a 60 mm
pathway flow cell, and a light emitting diode (A = 525 nm) as light source. Data
acquisition was performed by using a digital multimeter and a microcomputer with RS-
232 serial interface. The method was based on a complexation reaction between
fluoride and alizarin red S, where the fluoride takes out the zircon from the metal-binding
moieties resulting in color bleaching. After optimization of parameters, the procedure
provided linear response in the 0.25 to 1.75 mg L range, limit of detection of 0.06 mg L
' coefficient of variation lower than 3.5 %, and sample throughput of 45 determinations
per hour. For arsenic determination, the control module was performed by using a PIC
18F2553 microcontroller equipped with a 12 bits resolving power A/D internal converter,
working at 100,000 sampling per second rate. Data acquisition was performed by a
microcomputer equipped with Windows environment and running a software written in
Delphi 7.0. A LED (A =625 nm), as radiation source, was used for As determinations by
using the same detection system used for fluoride determination. The method for As
determination was based on the color bleaching of methylene blue in micellar media by
AsH3 produced from inorganic As and NaBH4. The color bleaching of methylene blue
was proportional to As concentration in the sample. The proposed method provided
linear response in the 2.5 to 40 pg L™ range, limit of detection of 0,3 ug L™, coefficient of
variation lower than 6.5 %, and sample throughput of 25 determinations per hour.

Keywords: Fluoride. Arsenic. Flow injection analysis. Multicommutation. Mini-pumps.
Water. Microcontroller.
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1.1 INSTRUMENTAGAO ANALITICA E SISTEMAS DE ANALISE EM FLUXO

O recente desenvolvimento dos procedimentos e instrumentagdo analitica
tem permitido um avanco dos métodos de analise, reduzindo o tempo integral de
analise, possibilitando alcangar limites de deteccdo mais baixos e tornando-os mais
eficientes (GUIOCHON; BEAVER, 2004). Em virtude deste avango tecnologico, novas
vertentes foram surgindo e passaram a ser alvo das pesquisas na atualidade. Dentre
estas, inclui-se a busca por melhor sensibilidade e a redugdo na geragédo de residuos
(GRASSI, 2008).

Embora concebido na Dinamarca por Ruzicka e Hansen em 1975, foi em
Piracicaba-SP, Brasil, durante os anos 70, no Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(CENA), que o Sistema de Analise por Injecdo em Fluxo (FIA — do nome em inglés:
Flow Injection Analysis) foi demonstrado como uma ferramenta pratica e util de analise.
(RUZICKA; HANSEN 1998). Inicialmente, o modulo de analise era constituido por uma
bomba peristaltica, pelo dispositivo de insergdo da seringa e por reator helicoidal. Uma
seringa sem agulha para coleta e insergdo da aliquota da amostra no sistema de
analise. O uso da seringa perdeu a fungdo com o surgimento de novos dispositivos para
inser¢cao de amostra, tais como valvula rotatéria (RUZICKA; HANSEN, 1975) e o injetor

comutador (BERGAMIN et al., 1978), o qual € mostrado na Figura 1.1.
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Figura 1.1 — Injetor comutador desenvolvido por Bergamin et al., (1978).
Onde: a = pivd para locomocdo da alavanca; b = borracha de vedacgao; ¢ =
orificios para encaixe dos tubos e passagem de solugées; p = parafusos de

fixagcdo; F = parte fixa; M = parte mével.

No fim da década de oitenta, foi proposto o emprego de valvulas solendides
de 3 vias para manipular amostras e solu¢gdes de reagentes em sistema FIA
(MALCOLME-LAWES; PASQUINI, 1988). Até a metade da década de noventa, a
bomba peristaltica era, praticamente, o uUnico dispositivo utilizado para bombear as
solugbes em sistemas FIA, quando foi proposto o emprego de mini-bombas solendide
(LAPA et al., 2002).
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O funcionamento de uma mini-bomba solendide consiste de movimentos
sequenciados que promovem movimentos consecutivos de admissdo e compressao.
Com o movimento de admissdo, a solucdo entra no interior do cilindro através da
valvula de entrada (Ve). Com o movimento de compresséao, a solucao é forgada para o
interior da linha de descarga através da valvula de saida (Vs). E mostrado na Figura
1.2a é mostrado os principais componentes internos de uma mini-bomba solendide e,
na Figura 1.2b é mostrado uma foto de uma mini-bomba solendide utilizada para

bombear solugcdes em sistemas FIA.

\

Mola
@) | (b) :
a 4 _ B 3
y 'L Solenodide E

==
7] eV E
(/] 10-.CH 2
\etu.vt E
P, =
18 ool :
—4/ 11/ /I-l| / Diafragma s ;
]
£
Entrada Saida =
de fluido 1 L—-—-‘ de fluido -
—> —> ‘.

\ -'
Ve Vs
Figura1.2 — Ilustra(;é\o1 de mini-bomba solendide, onde: (a) visédo

componentes internos; (b) visdo externa; ¥, = valvula entrada; V, = valvula

saida.

! llustragcbes adaptadas de www.biochemfluidics.com. Disponivel via acesso em 09 de janeiro 2010.

https://lwww.biochemfluidics.com/cart/store/comersus_listOneCategory.asp?idCategory=51
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Na Figura 1.3 sdo mostrados alguns modelos de valvulas solendides de 3

vias e valvulas solendides de estrangulamento utilizadas em sistemas FIA.

6) (2) 3)

L1
SR
\_L -
n |

|
— %

_—

Q) )

tﬁ

MOMCHE
AWVE

188P03

Fontes: www.biochemfluidics.com e www.nresearch.com

,"/,
.7

Figura 1.3 — Valvulas solendides®® utilizadas para manipular amostras e
solu¢des de reagentes em sistema FIA. Onde de (1) até (4) séo valvulas de
estrangulamento do tipo: Unica via N/A4; multivias N/AF5; Unica via — N/FG;
multivias N/AF*, respectivamente; e (5) e (6) valvulas de 3 vias e de isolagao,

respectivamente.

2 llustracdes adaptadas de www.biochemfluidics.com. Disponivel via acesso em 09 de janeiro 2010.
https://www.biochemfluidics.com/cart/store/comersus_listOneCategory.asp?idCategory=51

3 llustragdes adaptadas de http://www.nresearch.com. Disponivel via acesso em 09 de janeiro 2010.
http://www.nresearch.com/Products/Valves/isolation-valves.html

4 N/A = normalmente aberta;

5 N/AF = normalmente aberta e normalmente fechada simultaneamente;

6 N/F = normalmente fechada.
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Na propulsdo dos fluidos em sistemas FIA, os dispositivos mais utilizados
sdo: bomba peristaltica em maior escala, seringas motorizadas (MAYA; ESTELA;
CERDA, 2010) e mini-bombas solendide Lapa et al., (2002).

Segundo Ruzicka e Hansen 1998, o FIA se tornou uma importante técnica
analitica, tendo como comprovante a existéncia de mais que 8.000 artigos publicados
até 1998, e atualmente passa dos 17.000 artigos. Estes resultados refletem a
simplicidade de operagdo, a versatilidade em acomodar cada método, a eficacia do
controle temporal, a minimizagado do consumo de reagentes e amostras, etc. Desta
forma, estes sistemas tém sido considerados como uma das principais ferramentas
para a mecanizagao e/ou automacao em quimica analitica.

O desenvolvimento de instrumentacdo analitica, cada vez mais sensivel e
principalmente mais seletiva € de grande importancia para uma melhor determinagao
das espécies quimicas de interesse e, consequentemente, para aumentar a
confiabilidade dos resultados analiticos. Os sistemas FIA, nos ultimos 25 anos, tém
contribuido significativamente para o avango da instrumentagdo analitica, no Brasil e no
mundo, viabilizando a implantagdo dos métodos de monitoramento on-line de
processos industriais, onde robustez, estabilidade por longos periodos, baixa
necessidade de manutengdo, calibragdo automatica e automacdo sao requisitos
essenciais (RUZICKA, 1992).

A associagdo de um sistema de analise em fluxo construido em laboratério,
com mini-bombas solendides, resultou em equipamento compacto, com as seguintes
vantagens: a) portabilidade (pequeno tamanho e peso), robustez (alta confiabilidade na
dispensa de volumes de reagente), baixo consumo de reagentes (amostragem discreta
dos volumes) e energia, bem como geracdo minimizada de efluentes. Estas
caracteristicas tém tornando esses sistemas atraentes para utilizagdo em laboratorios
(ROCHA et al.,2005).
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1.1.1 A espectrofotometria

Os métodos espectrofotométricos podem ser considerados os mais usados
dentre todas as técnicas de analise quantitativa nos laboratérios quimicos e clinicos em
todo o mundo (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 1998). Analises espectrofotométricas
baseadas em absorgdo de radiagdo na regido do ultravioleta (UV), visivel (Vis) e
Infravermelho préximo (NIR) encontram vasta aplicacdo para identificagcdo e
determinacdo de uma grande variedade de espécies inorganicas e organicas
(WEINERT, 2008). Entretanto, existem espectrofotdbmetros muito caros, mas a
sensibilidade depende do método e do procedimento, portanto ndo se deve generalizar.

O desenvolvimento dos métodos espectrofotométricos em sistemas FIA tem
se mostrado versatil em fungdo da seletividade e sensibilidade atingidas, da facilidade
de operar etapas de separagdo e/ou pré-concentracdo em condigdes altamente
repetitivas (OLIVEIRA et al., 2001).

1.1.2 LED como fonte de radiagao em instrumentagao fotométrica

O uso dos Diodos Emissores de Luz (LED) teve sua primeira utilizagao na
instrumentacdo fotométrica ha trés décadas (FLASCHKA; MCKEITHAN; BARNES,
1973; BETTERIDGE et al., 1978). Desde entdo, tem proporcionado muitas vantagens,
especialmente para espectrofotometria de absorgdo molecular UV-VIS (BETTERIDGE
et al., 1978; PASQUINI; RAIMUNDO, 1984; SILVA et al., 2005; SILVA et al., 2009).

O principio conhecido como eletroluminescéncia permite com que os LEDs
emitam radiagdo luminosa em diversas faixas de comprimento de onda, onde a
variagdo da faixa de emisséo é fungédo do tipo de semicondutor utilizado na dopagem
do silicio. A Tabela 1.1 apresenta algumas das composi¢bes mais conhecidas da
dopagem para a producao de LEDs, e as respectivas faixas de emissdo (DASGUPTA et
al., 2003).
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Relatos dos artigos publicados ao longo dos ultimos 30 anos mostram que o
uso de LED na instrumentagao analitica tem sido crescente, apresentando as seguintes
caracteristicas que viabilizam sua utilizagdo, onde se destacam: pequena dimenséo;
alta eficiéncia para a conversdo de energia elétrica em radiacdo eletromagnética;
desprezivel dissipagao de calor em fungdo do consumo de energia; vida util longa (=
100.000 h); e, resposta rapida, uma vez que ndo necessita esquentar para emitir

radiacao.

Tabela 1.1 — Composicdo simplificada de alguns LEDs utilizados na

instrumentagao analitica.

Tonalidade (luz) Composi¢do  Ama (7m) Banda Emissao (nm)

Azul GaN 435; 482 418 - 510
Verde GaP 565 548 — 576
Vermelho GaAsP 655 643 — 667
Infravermelho GaAs 940 929 - 978

FONTE — Relatos literarios de Dasgupta et al., 2003(")

Neste sentido, diversos grupos de pesquisas tém se dedicado ao
desenvolvimento de protétipos de equipamentos que, em muitos casos, apresentam
desempenho compativel aos fotdmetros comerciais (DASGUPTA et al.,, 2003;
FONSECA; RAIMUNDO, 2004). Na Figura 1.4 € mostrada em corte a estrutura interna

de um LED do tipo utilizado em instrumentacao analitica.

7 DASGUPTA, P. K.; EOM, [; MORRIS, K. J.; LI, J. Light emitting diode-based detectors
Absorbance, fluorescence and spectroelectrochemical measurements in a planar flow-through cell.
Analytica Chimica Acta, Inglaterra, v.500, 2003, p. 337-364.
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Semicondutor
(diodo)

Copo refletor

Lente
(invéculo)

Contatos elétricos <

Figura 1.4 — Vista em corte de um LED.

1.2 MODALIDADES DOS SISTEMAS DE ANALISE EM FLUXO

Ao longo do tempo, outras modalidades do processo de analise em fluxo
foram desenvolvidas, e sdo conhecidas pelas seguintes denominagdes: Analise por
Injecdo Sequencial (SIA — do nome em inglés: Sequential Injection Analysis)
desenvolvida por Ruzicka e Marshall em 1990 (RUZICKA; MARSHALL, 1990);
Multicomutacdo em Analise em Fluxo (MCFA) desenvolvida por Reis et al., (1994),
Sistemas Multiseringas desenvolvida por Cerda et al., (1999) [apud DIAS, 2006, p. 1] 8e
o Sistema de Multi-impulsdo desenvolvido por Lapa et al, (2002) [apud
DIAS, 2006, p. 11°.

® CERDA, V.; ESTELA, J. M.; FORTEZA, R.; CLADERA, A.; BECERRA, E.; ALTIMIRA, P.; SITJAR, P.
Flow techniques in water analysis, Talanta, Amsterdam, v. 50, p. 695-705, 1999.

S LAPA, R. A. S;; LIMA, J. F. C.; REIS, B. F.; SANTOS, J. L. M.; ZAGATTO, E. A. G. Multi-pumping in
flow analysis: concepts, instrumentation, potentialities, Analytica Chimica Acta, Amsterdam, v. 466,
p. 125-132, 2002.
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1.2.1 Multicomutacao em Analise em Fluxo

O processo de multicomutagdo e amostragem binaria, proposto em 1994 por
Reis et al., (1994) tem como conceito basico a insercdo sequencial de pequenas
aliquotas das solugdes de amostra e de reagentes no percurso analitico. Segundo
esses autores, o moédulo de analise é constituido por um conjunto de valvulas
solendides, as quais sob o controle de um computador, funcionam com unidades de
comutacgédo discreta. Em fungédo do software de controle, a forma de funcionamento do
modulo de analise pode ser alterada, sem mudang¢a na estrutura fisica do mesmo.
Conforme mostra a Figura 1.5, as aliquotas de amostras e de reagentes sao inseridas
no percurso analitico de forma alternada, sendo que o volume de cada aliquota e a
ordem de insercao sao definidas por software. Esta ferramenta permitiu a manipulacao
de varias solugbes de reagente, empregando apenas um canal de bombeamento,
possibilitando as determinagdes sequenciais de niquel, ferro e cromo em ligas de aco
(REIS et al., 1995); ambnio e fosfato em digerido de plantas (KRONKA; REIS;
BERGAMIN, 1996). Em ambos os casos, ndo houve a necessidade de se alterar a

estrutura fisica do mdédulo de analise.

r— | B |
n— [l Bl e X6 |
m— HHEN]

Legenda:
. Reagente D Amostra D Transportador % Produto

Figura 1.5 - Modelo de inser¢cdo sequencial de aliquotas das solugdes de
amostra e reagentes conforme do processo de multicomutacdo em fluxo
proposto por Reis et al., (1994). Onde |, Il e Ill representam o numero de

inser¢des seqlenciais.
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O processo de MCFA permite a insergao sequencial de pequenas aliquotas
da amostra e das solugbes de reagentes no percurso analitico, portanto a reacgao
quimica para produzir o composto a ser detectado, tem inicio durante a amostragem.
Situacdo esta que néo é viabilizada pelos sistemas FIAs usuais, onde o reagente é
adicionado a amostra apds sua inser¢cao no percurso analitico. Em principio, em um
modulo de analise baseado no processo MCFA, ha um melhor aproveitamento do
tempo, o que pode resultar em um aumento da velocidade analitica (REIS et al., 1997).

Em complemento a isto, a MCFA tem se destacado, principalmente por sua
facilidade na manipulacdo de pequenos volumes das aliquotas e das solugdes dos
reagentes e das amostras, com boa precisdo. Volume na ordem de 5 pL é
perfeitamente viavel, tendo como impacto favoravel a diminuicdo do consumo de
reagentes. Por esse motivo, o processo MCFA é caracterizado pelo baixo consumo de
reagente, alta frequéncia de amostragem, versatilidade, etc. Outro fator importante, é
que as reagdes ocorrem em um ambiente fechado, o que diminui o risco de
contaminacgao, tal qual um sistema FIA usual.

O processo de multicomutacdo em fluxo possibilita a automacdo de
metodologias analiticas envolvendo diferentes técnicas de detecgdo, onde o
computador pode ser programado para realizar a tomada de decisdo a partir da
avaliagcao do resultado obtido durante o processamento da amostra, por exemplo, variar
o volume das aliquotas da amostra e da solugdo do reagente (SILVA, 2008).

Segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC — do
nome em inglés: International Union of Pure and Applied Chemistry), o conceito de
automacgao, em quimica analitica, é definido como: o uso da combinagdo de mecanica e
instrumental com a capacidade de substituir, refinar, ou complementar o esforco
humano, em um determinado processo, onde, em pelos menos em uma das etapas, a
tomada de decisao € realizada sem a intervengao humana em fung¢ao da alteragao de
algum parametro do procedimento (KINGSTON; KINGSTON, 1994).

Os processos MCFA tém sido empregados de modo a desenvolver
procedimentos analiticos que atendam a definicdo de conceito de automacgao

estabelecido pela IUPAC. Processos baseados em titulagdo fotometria empregando o
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conceito de procura binaria foram desenvolvidos de acordo com esta definicdo (KORN
et al.,, 1995; MARTELLI et al., 1999). Nestes sistemas, apés a programagao do
computador, todas as decisbes de controle das etapas foram realizadas sem
intervengao do operador.

Em complemento as definicdes e conceitos apresentados sobre MCFA, as
mini-bombas solendide integram no mesmo dispositivo a unidade de propulsao de
fluido e comutacdo. Estas propriedades permitem a miniaturizacdo do mddulo de
analise, ja que, o fluxo pulsado, caracteristico das mini-bombas solendide, tem sido
estudado no sentido de permitir uma melhor condi¢ao de mistura, tendo em vista que
cada mini-bomba solendide libera um volume fixo de solugéo, cerca de 8uL para cada
pulso de corrente elétrica aplicado (DIAS et al., 2007).

As mini-bombas solendide tém sido empregadas para desenvolver
procedimentos analiticos de baixo consumo de reagentes (LAVORANTE, 2006). O
modulo de analise baseado em mini-bombas solendide tem estrutura semelhante ao
baseado em valvulas solendide. A forma de funcionamento € semelhante. Uma vez que
em sistemas MCFAs usuais, o volume de cada aliquota de solugdo inserida no percurso
analitico é funcdo da vazdo de bombeamento e do tempo de permanéncia da valvula
ligada, no emprego de mini-bombas solendide, o volume da aliquota é proporcional ao

numero de pulsos elétricos aplicados a mini-bomba.

1.3 MICROCONTROLADORES NA INSTRUMENTAGAO ANALITICA

A utilizacdo de microcontroladores na construgao de aparelhos utilizados em
instrumentacado analitica tem sido uma 6étima alternativa para o desenvolvimento de
equipamentos de pequena escala e portateis. Autores como Cantrell e Ingle (2003),
Silva et al., (2005), Araujo et al.,, (2008) e Veras et al.,, (2009), tém desenvolvido

fotdmetros de baixo custo (cerca de U$ 30,00) com aplicagdo analitica. Estes autores
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determinaram corantes alimenticios como tartrazina, amarelo crepusculo, azul brilhante
entre outros; e a adulteragdo de gasolina em cidades brasileiras.

Segundo Silva et al., (2005) o uso de um microcontrolador, Microchip®, da
série PIC 16F877 (Controlador Programavel por Interrup¢do, do nome em inglés:
Programmable Controller of Interruption) permitiu a aquisicdo automatica de sinais
dispensando o uso de um computador, apresentando caracteristicas compativeis aos
equipamentos de grande porte, além se ser portatil, o que facilita a realizagdo de

analises quimicas de campo.

1.4 OBJETIVOS

Neste trabalho, tem-se como objetivo o desenvolvimento de instrumentagao
e procedimentos analiticos para a determinacdo espectrofotométrica de arsénio e
fluoreto em &guas servidas para consumo humano. Para isso, desenvolveu-se
fotdmetro para determinacdo fotométrica, mdédulos de analise empregando valvulas
solendide e mini-bombas solendide, e procedimentos analiticos automaticos
microcontrolados empregando o processo de multicomutacdo em fluxo. Tendo em vista
que os métodos para determinacdo os dois analitos sdo distintos, a instrumentacao
analitica empregada sera desenvolvida em fungdo de cada metodologia, entdo os

mesmos serao apresentados separadamente.
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2.1 Aspectos gerais sobre aguas

A contaminagdo de corpos de agua, utilizados para o abastecimento
humano, por elementos que podem ser nocivos ou prejudiciais aos organismos e
plantas, podem ocorrer pela atividade humana ou, também, pelo contado prolongado
com rochas enriquecidas com elementos nocivos (PANAGOULIAS; SILVA, 2002).

A contaminagédo dos corpos d’agua servidos para consumo humano € um
problema global, que afeta tanto paises ricos e como pobres, mas, de modo geral, sao
0s paises subdesenvolvidos os mais afetados. De acordo com a Organizagdo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO), mais de um bilh&o de pessoas,
ou seja, quase um quinto da populagdo mundial ndo tém acesso a agua potavel, e 40
por cento ndo tém acesso ao saneamento basico (WEST, 1992).

Segundo Motta(1993), a agua destinada para o consumo humano deve
atender a certos requisitos de qualidade, os quais variam de acordo com diferentes
realidades. Naturalmente, a agua contém impurezas que podem ser caracterizadas
como: de ordem fisica, quimica ou bioldgica. Os teores dessas impurezas devem ser
limitados até um nivel ndo prejudicial ao ser humano, sendo estabelecidos pelos 6rgaos
de saude publica, com padrdes de potabilidade.

No Brasil, a Portaria 36/1990 e mais recentemente a portaria 518/2004 do
Ministério da Saude define os padrbes de potabilidade da agua com base nas
exigéncias da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), bem como os padrbes de
monitoramento de sua qualidade. Nesta portaria, é definida como potabilidade da agua
0 conjunto de valores maximos permissiveis das caracteristicas de qualidade da agua
destinada ao consumo humano (BRASIL, 1990 p. 02; 2000); (BRASIL, 2000 p. 03;
2004).
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No artigo décimo quarto da Portaria 518/2004 do Ministério da Saude, é
estabelecida a potabilidade da agua em conformidade aos padrdes das substancias

quimicas que representam risco para a saude, expresso conforme Tabela 2.1, a seguir:

Tabela 2.1 — Padrédo de potabilidade para substancias quimicas inorganicas

que representam risco a saude humana.

PARAMETRO UNIDADE vMmp™
Antiménio ug L™ 5,0
Aluminio mg L 0,2
Arsénio mgL™” 0,01
Bario mg L 0,7
Cadmio ug L™ 5,0
Cianeto mg L™ 0,07
Chumbo mg L™ 0,01
Cobre mg L™ 2
Cromo mg L™ 0,05
Ferro mg L™ 0,3
Fluoreto"" mg L 1,502
Mercurio Mg L’ 1,0
Nitrato (como N) mg L™ 10
Nitrito (como N) mg L™ 1
Selénio mg L™ 0,01

Fonte: Portaria 518/2004 do Ministério da Saude.

10 - .
Valor maximo permitido.

1 ~ ; . o
Os valores recomendados para a concentragcdo de ion fluoreto devem observar a legislacdo

especifica vigente relativa a fluoretagdo da agua, em qualquer caso devendo ser respeitado o VMP

desta Tabela.

2 valor dependente da temperatura média anual de cada municipio.
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3.1 Introducéo

A fluoragédo de aguas para abastecimento humano é considerada uma agéao
de interesse coletivo, pois tem efeito benéfico para a Saude Publica, tendo em vista sua
agao na prevencgao da carie dentaria. A Organizagao Mundial de Saude (OMS) sugere o
consumo de aguas com o teor de flior entre 0,7 a 1,2 mg L', dependendo da
temperatura média anual (FAWELL, et al., 2006; WHO, 2008). Para o Brasil, por se
tratar de um pais de clima tropical, a OMS recomenda concentracdes de fluoreto em
aguas proximo a 0,8 mg L. Atualmente, ions fluoreto sdo largamente utilizados na
manutencdo da saude bucal, sendo também considerado um micronutriente essencial,
com concentragdo recomendada para ingestao esta compreendida na faixa de 0,05 a
0,07 mg kg'1 de peso corporal.

Em casos de ingestao, o consumo elevado de fluor pode provocar patologias
como a fluorose dentaria e 6ssea (WANG et al.,, 2009). Segundo Peixoto (1998),
concentragdes de fluoreto entre 2 e 3 mg L em agua potavel causam escurecimento
dos dentes, e em concentragdo acima de 50 mg L pode causar intoxicagao. A ingestao
de 150 mg de NaF pode causar nauseas, vomitos, diarréia e dores abdominais agudas.
No mesmo sentido, relatos de pesquisas realizadas em mamiferos demonstraram que a
ingestdao excessiva de NaF pode diminui a qualidade espermatica de animais de
pequeno e médio porte (PUSHPALATHA; SRINIVAS; SREENIVASULA, 2005; CHINOY
et al., 1997; FILAPPI et al., 2008).
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A fluorose dentaria é provavelmente tdo antiga quanto a raga humana. Isto
porque, dentes com manchas escuras e desfiguradas foram encontrados em créanios
com milhares de anos de idade. Todavia os primeiros relatos da literatura cientifica s&o
datados de uma centena de anos atras (FEJERSKOV et al.,1994). Esta patologia se
caracteriza por uma alteracdo na estrutura do esmalte dentario, provocada pela
intoxicacao sistémica de fluoreto, durante a fase de formagéo do esmalte, sendo desta
forma uma alteragédo de carater irreversivel (ANZAI, 2003). A Figura 3.1 apresenta foto
desta patologia em seu estagio inicial (a) e avangada (b), caracterizada pela manchas

brancas distribuidas ao longo do esmalte dentario.

Figura 3.1 — Fotos da patologia fluorose dentaria; (a) estagio inicial; (b)
estagio avancado. Caracterizadas pelas manchas brancas distribuidas ao logo

dos esmaltes dentarios.

O fluoreto € um elemento que ocorre naturalmente nas aguas, onde
geralmente ocorre em pequenas quantidades, originando-se das intempéries dos
minerais dos quais ele € um dos elementos (KOMATI, 2008). Os fatores que controlam
a concentragdo de fluor nas aguas naturais sdo: temperatura, pH, presenca ou
auséncia de ions coléides complexantes, solubilidade dos minerais que contém fluor,
tamanho e tipo das formagdes percoladas pelas aguas, e o tempo de contado das
aguas com uma formagao em particular (AMPABIRE; BOYLE; MICHEL,1997).

A concentracéo de fluoreto em aguas naturais pode variar de 0,0 a 4,4 mg L™
em fungdo do tipo de rocha que essas aguas mantém contado, podendo causar
fluorose severa. Estudo geoquimico realizado no Estado de S&o Paulo em 2008,
constatou teores elevados de fluoreto em aguas subterrdneas em municipios como:

Amparo, Aragatuba, Campinas, Cesario Lange, Ibitinga, Jaboticabal, Lins, Paraguacgu
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Paulista, Piracicaba, Presidente Prudente, Ribeirdo Preto, Sdo Jodo da Boa Vista,
Sorocaba e Tuiuti (KOMATI, 2008).

Segundo Komati, 2008, foram encontrados casos de fluorose dental
moderada e/ou severa nos municipios de Amparo, Bebedouro, Campinas, Itapirapua
Paulista, Itatiba, Jaboticabal, Mairipora, Paulinia, Pedreira, Piracicaba, Rosana, Santos,
Sertdozinho, Sorocaba, Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Tabodo da Serra e Varzea
Paulista.

Por outro lado, autores como Newbrun (1988)", Cury (1992)'* e Pinto
(2000)15, realizaram estudos em comunidades cujo sistema de abastecimento de agua
potavel disponibilizava agua fluorada em niveis ideais para ingestdo, sem interrupgdes,
concluiram que a presencga de fluoreto tem ajudado a reduzir os niveis de carie entre 50
a 60% [apud Toassi et al., 2007]. Um paradigma da realidade brasileira € apresentado
por Bellé et al., (2009), pois, uma vez que o Brasil ja alcangou os indices preconizados
pela OMS em relacdo ao indice de carie aos 12 anos, a carie dentaria ainda é
considerada um problema de saude publica nacional.

A primeira cidade do mundo a implantar um sistema de fluoragdo de aguas
foi o municipio de Grand Rapids, nos Estados Unidos, em 1945, produzindo reflexos
positivos na saude publica (TOASSI et al., 2007). Posteriormente, programas de
fluoragdo das aguas servidas para consumo humano foram estabelecidos em 40
paises, atingindo mais de 200 milhées de pessoas. No Brasil, a fluoragdo de aguas teve
inicio em 1953, em Baixo Guandu, no Espirito Santo, e tornou-se obrigatéria por meio
da Lei 6.050 e do Decreto 76.872 de 1975 (PAULETO; PEREIRA; CYRINO, 2004).

13 CURY, J. A. Fluoretagdao da agua: beneficios, riscos e sugestdées. Revista Odontologica do
Brasil-Central, Goiania, v. 2, 1992, p. 32-33.

“ NEWBRUN E. Cariologia, 2* Edigéo, Editora Santos, Sdo Paulo, 1998.

® PINTO VG. Saude bucal coletiva. 42 ed. Sao Paulo, Editora Santos; 2000.
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3.2 Determinacgéao de Fluoreto

Muitos procedimentos para determinagdo de fluoreto em aguas tém sido
propostos empregando espectrofotometria (CARDWELL; CATTRAL, MITRI, 1988;
SANDULESCU et al., 1996; FARAJ-ZADEH; KALHOR, 2001; CARDWELL; CATTRAL,
MITRI, 1994), extracdo em fase sdlida (GARRIDO et al., 2002; MENON et al., 20006),
cromatografia de troca iénica (JONES, 1992; MOSKVIN; KATRUZOV; NIKITINA, 1998),
eletroforese capilar (HOOP, et al., 1996), fluorescéncia atémica (MATSUNAGA et al.,
2006; YANG et al., 2009), espectroscopia de emissao Optica com acoplamento de
plasma induzido (KOVACS et al., 2009), potenciometria (HOOP, et al., 1996; NOLLET,
20006), etc.

Os métodos espectrofotométricos para determinagdo de fluoreto
normalmente sao indiretos, onde o ion fluoreto retira 0 metal da estrutura metal/ligante
da estrutura do complexo colorido. Baseados neste tipo de interacdo, tais métodos sao
normalmente simples e convenientes, devido a relativa rapidez com que ocorre a
reacao para a formacgao do novo complexo, normalmente incolor, dependendo do meio
reacional. Dentre os complexos da estrutura metal/ligante, que reagem com fluoreto,
encontrados na literatura, temos o complexo de ferro(lll)/salicilato de metila
(SANDULESCU et al., 1996), e os complexos de metais e alizarina, como: zirconio
(MEYLING; MEYLING, 1963; CARDWELL; CATTRAL, MITRI, 1988; CARDWELL;
CATTRAL, MITRI 1994), lantanio (XU et al., 2004); aluminio (SATHISH, et al., 2007),
entre outros.

Séndulescu et al., (1996), determinaram indiretamente o ion fluoreto
presente em creme dental por espectrofotometria. Os autores utilizaram o complexo de
coloracdo vermelho-violeta formado entre Ferro (lll) e salicilato de metila, onde o

fluoreto presente em solugéo retirava o Ferro (lll) do complexo colorido, formando o

complexo incolor [FeF,]*. O complexo colorido foi monitorado a 525 nm, utilizando uma

cela com 10 mm de caminho Optico. Na avaliagdo destes autores, o procedimento
apresentou resposta linear na faixa de 0,01 a 0,08 mg mL™" de NaF e concluiram que o
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método apresentava boa precisdo (100,16 + 2,33%) quando comparado com outros
métodos analiticos.

Cardwell, Cattral e Mitri (1994), propuseram a determinagao
espectrofotométrica (A = 520 nm) de fluoreto em aguas empregando um procedimento
FIA. Estes autores utilizaram como agente colorimétrico o complexo vermelho de
zircOnio/alizarina em meio acido. Foi empregada uma etapa de difusdo gasosa para
contornar os principais interferentes. A tolerancia aos ions Fe (lll) e Al (lll), ditos como
principais interferentes, chegou a 500 e 200 vezes a concentragdo de fluoreto,
respectivamente. Segundo os autores, foi obtiveram resposta na faixa linear de 0,1 a
10,0 mg L' de NaF, limite de detecgao de 0,055 mg L' e detecgao quantificacao de
0,18 mg L.

Faraj-Zadeh e Kalhor (2001), também desenvolveram um novo método de
determinacao indireta de fluoreto em aguas naturais empregando extracdo em fase
solida e determinacdo espectrofotométrica. Os autores utilizaram como estrutura de
extracdo uma coluna de silica quimicamente modificada, onde acumulavam inicialmente
oxinato de aluminio. Posteriormente, agua contendo fluoreto passava pela coluna e o
fluoreto trocava com o oxinato de aluminio, liberando-o em solucédo, o qual em meio
tampao acetato e etanol era monitorado a 375 nm. Segundo os autores, a faixa de
resposta linear situava entre 0,1 a 2,0 ug mL™" de NaF e o limite de deteccdo foi de
80 ng mL™.

Garrido et al., 2002 propuseram um método simples para a determinacao de
fluoreto em aguas por florescéncia. O método era baseado na fluorescéncia do
complexo de Zr(IV)/quercitina quando o ion fluoreto esta presente na amostra. Os
autores utilizaram uma coluna de resina de troca ionica fortemente acida (Dowex 50W
X8) para a remogao de aluminio das amostras e integraram dois sistemas FIA para
preparar as amostras de agua e os padrdes de fluoreto. Na avaliagdo destes autores, a
faixa linear situava-se entre 0,1 a 3,0 yg mL™" de NaF com (r = 0,999) e limite de
detecgédo de 0,06 pg mL™. Relataram, também, que seu método apresentou desvio
padrdo de 2,5%, frequéncia analitica de 52 determinagdes por hora e freqiéncia de

preparo de 10 amostras por hora.
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3.2.1 Vermelho de alizarina em reagdes de complexacao

O 1,2 dihidoxiantraquinona-3-sulfonato de sodio, também denominado
vermelho de alizarina S (VAS) ou alizarina S, pertence ao grudo dos corantes
hidroxiantraquinonas. Em sua forma monossddica (cristalina), o VAS apresenta

coloragdo amarelo-alaranjado com boa solubilidade em agua e etanol. Apresenta pK,,
=5,39 e pK,, =10,72 a 25°C (UENO; IMAMURA; CHENG, 1992).

Segundo Parissakis e Kontoyannakos (1963), zircénio (Zr) reage com
Alizarina S a 25°C, formando um complexo de estrutura metal/ligante, tendo duas
bandas de absorgao, uma a 420 nm e a outra a 520 nm. Estudos posteriores realizados
por Zittel e Florence (1967), apresentam trés provaveis estruturas em fungdo do pH,
onde: a primeira pode existir em solugdes fortemente acidas; a segunda sendo a mais
provavel para um pH moderado, em meio acetato, com pH préximo a 5,5; e, a terceira
para valores de pH superiores a 10,5. A Figura 3.2 representa as férmulas estruturais

do complexo zircdnio/vermelho de alizarina S em fungéo do pH.

@ Zr (b) Zr
O/ \O Oﬁ \O
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Figura 3.2 — Foérmulas estruturais do complexo de zirconio/ vermelho de
alizarina S existentes em fungédo do pH. Onde: (a) para meio fortemente acido;

(b) para meio moderado; e, (c) para meio alcalino.
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Os ions fluoreto presente em solugdo aquosa retiram o metal da estrutura do
complexo metal ligante formando o complexo incolor. O método selecionado para
desenvolver o procedimento analitico foi baseado na reagdo do ion fluoreto com o
zircbnio presente no complexo zirconio/vermelho de alizarina S, o qual tem como
caracteristica a reducdo da absorcdo de radiagcdo do complexo em 525 nm
(CARDWELL; CATTRAL, MITRI, 1988 e 1994). Segundo estes autores, o ion fluoreto
presente em agua retira o zircbnio do complexo colorido de Zr/VAS formando um
octaedro regular de [ZrFs]” em meio acido. A reagao de determinacgéo indireta dos ions
fluoreto pela remocao do zirconio presente no complexo zirconio/vermelho de alizarina

S € apresentada na Figura 3.3
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Fonte: Adaptado de Zittel; Florence, (1967).

Figura 3.3 — Reacgao entre os ions fluoreto e o zircdnio presente no complexo

zirconio/vermelho de alizarina S para a formacgao fluoreto de zirconio.

3.3 Objetivos

No presente trabalho, foi proposto o desenvolvimento de instrumentagéao e
procedimento analitico automatico para a determinagdo fotométrica de fluoreto em
aguas. Visando a miniaturizagcédo do sistema, a minimizagédo do consumo de reagentes

e a reducgao do volume de efluente gerado, o médulo de analise e o detector fotométrico
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foram integrados na mesma unidade, e o procedimento analitico foi implementado
empregando MCFA (REIS et al., 1995; REIS et al., 1997).

A seguir, sdo descritos o desenvolvimento de instrumentacédo de
procedimentos automaticos para a determinagao de fluoreto em aguas servidas para

consumo humano empregando multicomutagdo em fluxo e determinagao fotométrica.

3.4 Equipamentos e acessorios

Para o desenvolvimento da instrumentacdo e procedimentos automaticos
para a determinagido das espécies quimicas de interesse desse trabalho, empregando
multicomutacdo em fluxo e detecgdo fotométrica, utilizou-se os seguintes materiais e
acessorios:

e Vidrarias de afericao classe A;

e Micropipetas de 20-200 pL, 100-1000 pL, 1000-5000 pL (Nichiryo©, modelo
Nichipet EX, Jap&o);

e Balanga analitica (Mettler-ToIedo©, modelo AX304, Portugal);

e Banho de ultra-som (Thornton©, Brasil);

e Espectrofotdmetro (Femto©, modelo 700 plus, Brasil) com faixa espectral 195

a 1100 nm e largura de banda de 5 nm;

e Espectrofotbmetro de varredura multicanal (Ocean Optics©, USB2000,
Estados Unidos), com 2048 canais linhas, para medicdo da banda de
radiacao dos LEDs de auto-brilho para as determinacgdes fotométricas;

e Tubos de polietileno (PE) de diametro interno (d. i.) 0,8 mm foram utilizados
para a confecgao das linhas de fluxo.

e Uma fonte simétrica estabilizada (+12 e —-12 Volts) foi utilizada para

alimentacgao do fotdmetro.
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e Uma fonte estabilizada 12 Volts, corrente de 1 A para alimentar as mini-
bombas solendides.

e Uma interface digital baseada no circuito integrado ULN2803A, empregada no
acionamento das mini-bombas solendides através da porta paralela do
computador.

e Mini-bombas solenoides (BIO-CHEM FLUIDICS®), com vazao de 8 uL por
pulso;

e Fotodetector o Cl OPT301, (Burr-Brown© Instruments, modelo hermético TO-
99), com resposta espectral na faixa de 300 a 950 nm;

e Multimetro digital (Minipa®, modelo ET-2231) com saida serial RS-232;

3.5 Limpeza de materiais

Todos os materiais utilizados para o preparo das solugdes foram lavados
conforme sequéncia apresentada a seguir: deixados imerso em solugao 1:10 (v/v) de
detergente Neutro livre de fosforo (SPLL®), por 30 minutos; 5 enxagiies com agua
corrente; banho acido com solugéao de acido cloridrico com diluicdo 1:4 (v/v) com agua
destilada; 5 enxagues com agua destilada e deionizada. As vidrarias n&o volumetrias
eram secas em estufa a 60 °C, por uma hora e as volumétricas a temperatura ambiente.
Nos casos de vidrarias especiais como baldes volumétricos e pipetas, um banho de

ultra-som e solugéo SPLL® por 15 minutos no inicio da etapa.

3.6 Amostras

As amostras (agua potavel) foram coletadas em diversos pontos da cidade

de Piracicaba-SP. Apos a coleta, foram filtradas utilizando filtro 0,42 pm (Whatman)
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para remogao dos solidos em suspensao e estocadas em frasco ambar a temperatura
de 4°C. Antes de serem processadas, as amostras eram acondicionadas de modo a

atingir temperatura ambiente, e processadas no mesmo dia.

3.7 Reagentes e solugbes

Para o desenvolvimento dos diversos procedimentos analiticos descritos
neste trabalho, todas as solugbes foram preparadas com agua destilada e deionizada
com condutividade elétrica menor do que 0,1 uScm™, utilizando reagentes de grau

analitico com pureza superior a 99,5 % (Merck, Sinth, Fluka, Carlos Erba).

3.7.1 Solugdes empregadas para a determinagao de fluoreto

e Solugao-padrao estoque de fluoreto 1000 mg L™, preparada dissolvendo 0,2639
g de fluoreto de sédio (NaF) em agua e completando o volume para 100 mL.

e Solucio-estoque zircénio 0,5 mmol L preparada dissolvendo previamente
0,0885 g de Oxicloreto de Zirconio (V) octahidratado (ZrOCl, . 8H,0) em 10 mL
de agua, adicionando-se 2 mL de HCl e 1 mL de H,SO4 concentrados. O volume
foi completado para 500 mL com agua.

e Solugdo-estoque alizarina S 3,14 mmol L™, preparada dissolvendo 0,3773 g de
vermelho de alizarina S sal monossdédico (C14H707;SNa) em 500 mL de agua.

e Solucdo-padrao estoque de ferro(lll) 1000 mg L™, preparada dissolvendo-se
0,4841 g de cloreto de ferro(lll) hexa-hidratado (FeCl; . 6H,O) em agua e

completando o volume para 100 mL.
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e Solugdo-padréo estoque de aluminio 1000 mg L™, preparadas dissolvendo-se
0,8941 g de cloreto de aluminio hexa-hidratado (AICI; . 6H,O) em agua e
completando o volume para 100 mL.

e Solugdo-padréo estoque de fosfato 1000 mg L™, preparadas dissolvendo-se
0,1560 g de fosfato de sdédio monobasico di-hidratado (H,NaPO4 . 2H,0) em
agua e completando o volume para 100 mL.

e Solugao-padrao referéncia de fluoreto 10,0 mg L™, previamente preparada a
partir da solugao estoque de 1000 mg L.

e Solugao-padrao referéncia de fluoreto de 0,0 a 5 mg L™ de NaF, preparados por
diluicdo da solugao estoque de fluoreto 10,0 mg L™ acima.

e As solugdes de trabalho de vermelho de alizarina S (2,07 mmol L™) e zircénio
(IV) (0,25 mmol L"), preparadas por diluicdo na proporcdo 1:1 (v/v) com agua
destilada a partir da solugao estoque.

e As solugdes para potencial interferéncia de ferro(lll) contendo 0,1; 10,0 e 50,0
mg L' de Fe*, preparadas por diluicdo a partir da solucdo estoque de
1000 mg L.

e As solugdes para estudo de potencial interferéncia do aluminio contendo 0,2; 0,5
e 5,0 mg L' de AI*", preparadas por diluicdo a partir da solugdo estoque
1000 mg L™,

e As solugdes para potencial interferéncia de fosfato contendo 0,2; 0,5; 5,0 e

10,0 mg L' de PO* foram preparadas por diluigdo a partir da solugdo estoque.

3.8 Fotometro

O fotdmetro desenvolvido neste estudo, utilizou como fotodetector o CI
OPT301, com resposta espectral na faixa de 300 a 950 nm. Este dispositivo
apresentava embutido em um unico chip, todo o circuito eletrénico de transducgao do

sinal luminoso em diferenca de potencial, ganho e amplificacdo de sinal, necessarios
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para gerar os sinais transientes obtidos nos estudos realizados. A arquitetura interna do
fotodetector OPT301 e a montagem do fotdbmetro € apresentada na Figura 3.4.
Segundo Dasgupta et al.,, (2003), este Cl apresenta algumas caracteristicas
interessantes para instrumentagao analitica, tais como: alta performance (0,47 A/W),

baixo ruido durante a leitura de escuro (1mV) e janela de quartzo de 2,29 x 2,29 mm.
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Figura 3.4 —

Fonte: Adaptado de Burr-Brown Corporation

Diagrama eletrénico, embutido em um unico chip, do sistema

fotométrico utilizando o Cl OPT301'® como fotodetector. Onde: A = entrada de

radiagdo proveniente do LED (A = 525 nm); pinos: 1

entrada de tensao

(+12V); 2 = ndo utilizado; 3 = entrada de tenséo (-12V); 4 = referéncia interna;

5 = saida de sinal; 6 = ndo utilizado; 7 = ndo utilizado; 8 = comum.

16 Componente eletrénico produzido pela Burr-Brown Corporation. Integrated photodiode and ampilifier,

1994, Tucson, 12 f.
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3.9 Interface de controle do modulo de analise

As mini-bombas funcionam com uma diferenca de potencial de 12 V e
intensidade de corrente da ordem de 200 mA. Os sinais de controle enviados pelo
computador através da porta paralela tem diferenga de potencial entre 3 e 5 V e
intensidade de corrente de alguns miliampéres, portanto é necessario empregar uma
interface de poténcia para fazer a compatibilizagdo. A Figura 3.5 apresenta o diagrama

da interface empregada para esta finalidade.
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Figura 3.5 — llustragdo do moddulo de controle utilizando o ClI ULN 2803
conforme descrito por Rédenas-Torralba, et al., (2006). Onde: P, a Pg sdo mini-

bombas solendides, DB25 corresponde a saida paralela computador.
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3.10Cela de fluxo

A cela de fluxo de longo caminho optico, tendo 60 mm de comprimento,
desenvolvida para este projeto € mostrada na Figura 3.6. Na cela foram incorporados
dois cilindros de vidro (Cv) que funcionam como guia de onda, facilitando a chegada da
luz emitida pelo LED até o detector, apés ter percorrido o caminho éptico. O empregou
de um LED de alto brilho (A4 =525 nm, intensidade 10.000 mili candelas, mcd ) permitiu
o0 uso da cela de fluxo com caminho o6ptico 5 vezes maior do que o usual em
equipamento comercial. A geometria cilindrica dos guias de onda permite melhor
aproveitamento do feixe de radiacido, pois minimiza as perdas por espalhamento, que
ocorrem nas celas de fluxo em formato de “U” quadrado, Morales-Rubio et al., (2007).
Do mesmo modo, para um melhor aproveitamento dos sinais transientes, a cela de
fluxo foi instalada na posigao vertical com o objetivo de evitar a retencéo de pequenas

bolhas que possam surgir na linha de fluxo.
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Figura 3.6 — Vista lateral da cela de fluxo de longo caminho 6ptico montada
no laboratério. Onde: Cv = cilindro de vidro; Tv = Tubo de vidro com 3 mm de
didmetro interno, caminho 6ptico L = 60 mm e volume interno de 423 uL; PVC =

Bloco de cloreto de polivinila; O = anel de borracha; b = junta de borracha; E =
entrada de fluxo; S = saida de fluxo; LED = diodo emissor de luz, 4 =525 nm;

D = distancia caminho optico.

3.11Mébdulo de aquisi¢cao de dados

O sinal analitico, depois de condicionado pelo sistema eletrénico de deteccao
foi monitorado por um multimetro digital, e a leitura digitalizada era encaminhada, via
comunicacao serial RS-232, a um computador. Nesta etapa, o software escrito em
linguagem QuickBasic 4.5, em plataforma MS-DOS 6.0, fazia o tratamento dos dados, o

respectivo armazenamento e apresentava-os no monitor de video do computador,
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permitindo a visualizagdo em tempo real, possibilitando o acompanhamento da reagao

pelo analista.

3.12Modulo de analise

O moddulo de analise desenvolvido para a determinagcdao de fluoreto,
mostrado na Figura 3.7, foi elaborado empregando mini-bomba solendide como
propulsor de fluidos. Os reatores helicoidais B4 e B, foram utilizados para promover a
formacdo do complexo zircénio/ vermelho de alizarina S, e posteriormente permitir a
interacdo do zirconio presente no complexo com o ion fluoreto, formando um novo
complexo. Este mddulo de analise foi projetado de modo a minimizar o uso de
reagentes, a sensibilidade na determinagdo de fluoreto e aumentar a frequéncia

analitica.
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Figura 3.7 — Diagrama do médulo de andlise e diagrama de tempo de

acionamento da determinagcédo de fluoreto em aguas servida para consumo

humano. A = amostra; T = agua; B, B, e B3 = reatores helicoidal com 25, 50 e

10 cm, d. i. 0,8 mm, respectivamente; x4, Xo € X3 = pontos de confluéncia;

solugdes de vermelho de alizarina S (2,07 mmol L‘1), zircénio (0,25 mmol L'1);

respectivamente; Py, P,, P3;, P, € Ps = mini-bombas solendides; D = descarte;

DET = detector; t4, 1o, t3, 14, € t5 = tempos de acionamento de P, P,, P3, P4 € Ps,

respectivamente.
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Ao selecionar o programa de controle, o computador solicitava os valores
das variaveis de controle do modulo de analise, tais como: volume (8 pL por pulso da
mini-bomba solendide) a ser inserido de amostra, dos reagentes, solugdo
transportadora ou solugéo de limpeza; numero de ciclos para definir a zona de amostra;
numero de replicatas; tempo de leitura de sinal. Apds fornecer estes parametros de
controle, o computador assumia o controle do processo.

Inicialmente, as solugdes dos reagentes de zircénio IV (R1) e vermelho de
alizarina S (R2) sdo bombeadas na propor¢cado de 1:1 até o preenchimento do reator
helicoidal de 25 cm (B4) para a formagdo do complexo cromogénico de zircénio /
vermelho de alizarina S. Ap0s esta etapa, bombeava-se sequencialmente, 8 pL zirconio
IV (R1), 40 pL solugédo da amostra (A), 8 uL vermelho de alizarina S (Ry), até o
preenchimento do reator helicoidal de 50 cm (B,), de modo a manter a razdo 1:1 entre
os reagentes e 5:1 entre a amostra e o complexo zircénio/ vermelho de alizarina S,
respectivamente.

Finalmente, o produto da reacdo entre a amostra e o complexo zircénio/
vermelho de alizarina S era transportado até o detector pela solugado transportadora
(agua). O sinal analitico era lido pelo computador através do multimetro digital via saida
serial RS-232. Os arquivos eram salvos no computador para processamento posterior.
Enquanto a etapa de leitura estava em curso, um grafico do sinal em fung&o do tempo

era mostrado na tela do monitor de video, permitindo sua visualizagdo em tempo real.

3.13Estratégias empregadas na determinacgao de fluoreto

Dentre as diversas técnicas espectrofotométricas citas, inicialmente
selecionou-se a que apresentava menor numero de etapas, maior sensibilidade e,
também, maior facilidade na aquisicdo dos reagentes necessarios. Como ja descrito

anteriormente neste capitulo, os métodos espectrofotométricos para determinacao de
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fluoreto normalmente sdo indiretos, onde o ion fluoreto retira o metal da estrutura

metal/ligante da estrutura complexo colorido.

3.131 Estudo da estabilidade do complexo zircénio/vermelho de

alizarina S e comprimento do reator helicoidal B,

O complexo zircénio/ vermelho de alizarina S apresenta duas configuragdes
estruturais em equilibrio, sendo uma de coloracdo vermelha e a outra de coloracéo
amarela, conforme descrito por Cardwell, Cattral e Mitri (1988). Neste sentido,
monitorou-se a estabilidade cinética do referido complexo utilizando o fotdmetro e a
cela de fluxo apresentados anteriormente nas Figura 3.4 e Figura 3.6.

No estudo cinético abaixo, preparou-se em bancada a mistura das solugdes
de trabalho de zircébnio e vermelho de alizarina S formando o complexo
zirconio/vermelho de alizarina S (Zr/VAS), na propor¢do 1:1 (v/v). No inicio do
experimento, a cela de fluxo foi lavada e mantida cheia com agua para se fazer a
calibracido do fotdbmetro. Posteriormente, a cela de fluxo foi lavada e mantida cheia com
a solucao de complexo Zr/VAS. A partir desse momento, leituras sucessivas foram
armazenadas no computador, com intervalo de aproximadamente 2,5 segundos.
Resultando em uma matriz de dados de leitura por tempo. Estipulou-se como o tempo

limite de leitura 90 minutos.

3.13.2 Comprimento do reator helicoidal B,

Para o estudo do comprimento do reator helicoidal B, foi utilizado solugéo
padrao de fluoreto 1, mg L™ solugdes de trabalho de zirconio e vermelho de alizarina S
com concentracdes de 0,25 mmol L' e 1,5 mmol L™, respectivamente. O estudo foi

efetuado afixando os volumes de padrao, reagentes e solugao transportadora, alterando
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apenas o comprimento do reator helicoidal. Iniciaram-se os estudos com 20 ciclos de
amostragem (960 L) para garantir que o percurso analitico e a cela de fluxo fossem
completamente preenchidos com a zona de amostra. Nesta etapa, as mini-bombas
solendides P e P, foram acionadas de forma alternada. Neste estudo, utilizaram-se os

seguintes comprimentos do reator helicoidal: 25; 50; 75 e 100 cm, respectivamente.

3.13.3 Estudo do volume da zona de amostra

Para o estudo do volume da zona de amostra, utilizou-se solugao padrao de
fluoreto 1,0 mg L™ e as solugdes de trabalho de zirconio e vermelho de alizarina S com
concentracées de 0,25 mmol L' e 1,5 mmol L, respectivamente. Tomando-se como
condigdo inicial, foi adotado como comprimento inicial da zona de amostra o
equivalente a 15 ciclos de amostragem, ou seja, 840 uL. Os experimentos adicionais

foram realizados programando: 20; 25 e 30 ciclos de amostragem.

3.13.4 Estudo das proporgdoes entre amostra e os reagentes

Para o estudo das propor¢des entre os volumes inseridos das amostras e
dos reagentes, foi utilizado padrées de fluoreto de sédio nas seguintes concentragoes
0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mg L™ e solucdes de trabalho de zircdnio e vermelho de alizarina S
com concentracdes de 0,25 mmol L™ e 2,75 mmol L, respectivamente. No estudo em
questdo, fixando-se, inicialmente, o volume da amostra em 8 pUL e em seguida
aumentava-se gradativamente o volume dos reagentes (multiplos de 8 uL). Iniciaram-se
os estudos com 10 ciclos de amostragem (560 pL) para garantir que o percurso
analitico e a cela de fluxo fossem completamente preenchidos com a zona de amostra.

Neste estudo, utilizou-se um reator helicoidal de 25 cm para By e 50 cm para B,. Os
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volumes inseridos das solugdes de trabalho de zircénio e vermelho de alizarina S foram

variados conforme descrito nos itens 3.13.4.1 e 3.13.4.2, a seguir.

3.13.4.1 Estudo dos volumes de zirconio

Mantendo-se constante o volume inserido do reagente de vermelho de
alizarina S em 8 pL no reator helicoidal B4, os volumes inseridos do zirconio no reator
B1 foram: 8, 16 e 24 L.

3.13.4.2 Estudo dos volumes de vermelho de alizarina S

Mantendo-se constante o volume inserido do zircébnio em 8 pL no reator
helicoidal B4, os volumes inseridos do reagente vermelho de alizarina S no reator B

para os seguintes volumes: 8, 16 e 24 pL.

3.13.5 Estudo das concentragoes dos reagentes

Para o estudo das concentragbes dos reagentes, as propor¢des entre os
padrées e reagentes foi mantido constante ( 8 yL para padrées e 8 pL do complexo
zircOnio/vermelho de alizarina S). Neste estudo, utilizou-se um reator helicoidal de 25
cm para By e 50 cm para By, 40 ciclos de amostragem (960 L) para garantir que o
percurso analitico e a cela de fluxo fossem completamente preenchidos com a zona de
amostra Foram usados solugbes padroes de fluoreto de sodio nas seguintes

concentragées 0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mg L' As solucbes de trabalho de zircbnio e
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vermelho de alizarina S foram variadas conforme descrito nos itens 3.13.5.1 e 3.13.5.2,

a seguir.

3.13.5.1 Estudo das concentrac¢oes de zirconio

Mantendo-se constante a concentracido de vermelho de alizarina S em 1,5
mmol L, a proporcdo dos volumes entre os reagentes e os padrdes preparados, e
mantendo o pH do meio reacional, preparou-se solugdes de zircbnio nas seguintes
concentracdes: 0,30; 0,60; 1,25 e 2,50 mmol L,

3.13.5.2 Estudo das concentrac¢oes de vermelho de alizarina S

Mantendo-se constante a concentracdo de zircbnio em 1,0 mmol L', a
proporgao dos volumes entre os reagentes e os padroes preparados, e mantendo o pH
do meio reacional, foram preparadas solugdes de vermelho de alizarina S nas seguintes

concentracdes: 0,20; 0,40; 0,75 e 1,5 mmol L.

3.13.6 Estudo do meio reacional

No estudo do meio reacional se mantiveram fixas as proporcdes entre os
padrées e reagentes foi mantido constante, 8 yL para padrbes e 8 yL do complexo
zirconio/vermelho de alizarina S) e, ainda, as concentragdes dos reagentes, fixadas em
0,25 mmol L para zircbnio e 1,5 mmol L™ de vermelho de alizarina. Neste estudo,
utilizou-se um reator helicoidal de 25 cm para By e 50cm para By, 40 ciclos de

amostragem (960 L) para garantir que o percurso analitico e a cela de fluxo fossem
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completamente preenchidos com a zona de amostra. Foram utilizados solugdes
padrées de fluoreto de sodio nas seguintes concentragdes 0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mg L,
Manteve-se, também, a razdo de proporc¢ao entre os acidos estudados (HCI e H2SOy4)
conforme descrito por Cardwell; Cattral, Mitri, (1988). No estudo do meio reacional
foram variados os seguintes valores dos seguintes acidos: 6,0; 12,0; 18,0 e 24,0 mmol
de HCI; e, 1,5; 3,0; 6,0 € 12,0 mmol de HySO4.

3.13.7 Estudo da faixa linear da reagao

Para o estudo da faixa de resposta linear utilizou-se solucbes padrdes de
fluoreto de sddio nas seguintes concentragdes: 0,00; 0,13; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,25;
1,50; 1,75; 2,00 e 4,00 mg L™". A proporcéo entre os volumes das solugdes padrdes e
dos reagentes foi mantida em 5:1 (v/v), ou seja, 40 uL para solugdo padrdo e 8 L para
o complexo de zirconio/vermelho de alizarina S. As concentracbes dos reagentes
utilizadas neste estudo foram: fixadas em 0,25 mmol L™ para zirconio e 0,75 mmol L™
de vermelho de alizarina. Neste estudo, utilizou-se um reator helicoidal de 25 cm para
B4 e 50 cm para By, e 25 ciclos de amostragem. O meio reacional para desse estudo foi
fixado em 18,0 mmol L™ para HCI e 6,0 mmol L' para H,SO4

3.13.8 Estudo das espécies potencialmente interferentes

O estudo seguinte foi realizado para avaliar possiveis efeitos de interferéncia.
Autores como Cardwell, Cattral e Mitri (1988 e 1994) e Matsunaga et al., (2006)
apontam Fe¥*, AP e PO,*, como algumas das espécies quimicas potencialmente
interferentes. Assim, estas espécies quimicas foram adicionadas as solugdes padroes
de fluoreto.
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No estudo das espécies quimicas potencialmente interferentes, utilizou-se as
seguintes solucdes de fluoreto: 0,0; 0,50; 1,0; 1,5; e 2,0 mg L. As concentracdes dos
reagentes utilizadas neste estudo foram fixadas em 0,25 mmol L™ para zircénio e 1,5
mmol L™ de vermelho de alizarina. Neste estudo, foi utilizado um reator helicoidal de 25
cm para By e 50 cm para By, e 25 ciclos de amostragem. Os experimentos foram
realizados empregando solucdes de 0,1; 10,0 e 50,0 mg L™ Fe(lll); 0,2; 0,5e 5,0 mg L™
Al(lll) ; € 0,2; 0,5, 5,0 e 10,0 mg L™ PO,%, respectivamente.

3.13.9 Outros estudos

Outros parametros, tais como, temperatura, tempo de reacdo e pH, nao
foram avaliados, pois foram mantidas as condicdes relatadas na literatura
(PARISSAKIS; KONTOYANNAKOS, 1963 MEYLING; MEYLING, 1963).

3.13.10 Processamento das amostras

As amostras de agua potavel foram processadas empregando as condi¢des
operacionais estabelecidas a partir da analise dos resultados otimizados obtidos nos
experimentos descritos previamente. Foi utilizado o teste-t de Student para a

comparagao entre médias.

3.13.11 Adicao de padrao e recuperacgao

Com o propodsito de se avaliar o efeito de matriz, foram adicionados a

algumas amostras os seguintes valores de solugcéo padrao de fluoreto de sédio. Nesta
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adicao volumes conhecidos das solugdes padroes de fluoreto foram adicionadas a um
baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com amostras previamente

coletadas, filtradas e acondicionadas a temperatura de 25 °C.

3.13.12 Validagao do procedimento

Com o proposito de verificar a exatiddo do procedimento proposto, a
determinacdo de fluoreto também foi realizada por Cromatografia de Troca |6nica, no

mesmo dia que as amostras processadas com sistema proposto neste trabalho.

3.14 Resultados e discussao

Diferentes meétodos para determinacdo de fluoreto em aguas foram
pesquisados na literatura. Dentre os métodos pesquisados, o baseado no complexo de
zirconio(IV)/vermelho de alizarina S aparece como o mais interessante, pois é
reconhecida como um dos métodos oficiais (colorimétricos) para determinagdo de
fluoreto em aguas (BRASIL, 1976). Sendo esta, uma alternativa que n&o necessita de
muito preparo de amostra, apresentando velocidade de reacao razoavel e, também,
apresenta baixo indice de interferéncia uma vez que o cloreto, um dos potenciais
interferentes mais severos em outras reagdes, nao participar da reacdo. Desta forma, a
melhor das alternativas para contornar essas situacdes foi 0 método descrito Cardwell;
Cattral, Mitri (1994), que apresentou melhor limite de detecgéo e maior faixa linear, com
boa velocidade cinética de reacéo.

Nos itens seguintes sdo apresentados e discutidos os resultados referentes
as variaveis estudas: comprimento dos reatores helicoidal B1 e By, volume da zona de
amostra, propor¢des entre os volumes das aliquotas da amostras e dos reagentes,

concentracdo dos reagentes, estudo do meio reacional, faixa de resposta linear,
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espécies potencialmente interferentes, processamento das amostras, adicdo e
recuperacao, e exatidao.

Testes quantitativos demonstraram que a reacgao entre fluoreto e o complexo
zirconio/ vermelho de alizarina S ocorre rapidamente a temperatura de 30°C, portanto

nao foi necessario empregar uma etapa de aquecimento.

3.14.1 Efeito da estabilidade <cinética do complexo
zirconio/vermelho de alizarina S e comprimento do reator

helicoidal B

No inicio deste trabalho, foi comentado que método selecionado tem como
base a reacao competitiva, onde o fluoreto captura o ion zircénio do complexo zirconio/
vermelho de alizarina S. O decréscimo da coloragdo do composto inicial guarda uma
relagdo direta com a concentracdo de fluoreto, a qual foi monitorada neste trabalho
quantificando a variacdo da absorbancia. Entdo, € necessario a formagao prévia do
composto zirconio/ alizarina. Tendo em vista que a estabilidade do composto ao longo
do tempo poderia afetar o procedimento analitico, um experimento com esta finalidade
foi realizado. A curva mostrada na Figura 3.8 indica que nos primeiros 30 min, a
variagédo da resposta ndo significativa, entretanto para tempos maiores o decréscimo de

sinal torna-se mais acentuado.
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Figura 3.8 — Estudo de estabilidade cinética do complexo zirconio/vermelho

de alizarina S. A 535 ,n = absorbancia (A =525 nm).

Em funcao deste resultado, médulo de analise foi projetado para permitir a
formacdo do composto zirconio/alizarina em linha. Assim, o primeiro reator helicoidal
(B1) deveria conter um volume suficiente do complexo Zr/VAS para permitir a reagao
com fluoreto, e o tempo de residéncia do composto no interior do reator (B) nao
deveria exceder 40 s. Entao, foi estabelecido um reator com 25 cm de comprimento.
Considerando-se que o didmetro interno do tubo de polietileno era de 0,8 mm, entédo o
volume do reator era de 125 uL. Tendo em vista que cada mini-bomba liberava 8 uL de
solugéo por pulso, entdo foi programado a aplicagdo sequencial de 8 pulsos elétricos
nas mini-bombas P4 e P, necessarios para encher o reator com mistura das duas
solucdes.

Considerando ainda, que a cada novo ciclo de amostragem era renovada a

adicdo dos reagentes no inicio do reator (B1), o volume de complexo Zr/VAS se mantém
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constante durante o decorrer das anadlises, e também, o tempo de permanéncia no

interior do reator.

3.14.2 Comprimento do reator helicoidal B,

O comprimento do reator pode afetar a magnitude do sinal analitico, entdo
para verificar este efeito, alguns experimentos foram realizados e os resultados sdo
mostrados na Figura 3.9, onde se observa que para comprimentos superiores a 50 cm,
o acréscimo do sinal ndo foi significativo, portanto o reator de 50 cm foi selecionado.
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Figura 3.9 — Estudo do comprimento do reator helicoidal B,. Reagédo entre

complexo Zr/VAS com solugdo padrdo 1 mg L' de fluoreto. A 525 nm =

absorbancia (A =525 nm).
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Neste estudo, foram aplicados 25 ciclos de amostragem nas mini-bombas P.
P, e P3. O volume da zona da amostra era de 1200 uL, portanto o efeito da dispersao
era compensado, e 0 aumento nao significativos do sinal indicava que o reator de 50

cm, era suficiente para o desenvolvimento da reagao.

3.14.3 Efeito do volume da zona de amostra

O volume da zona pode afetar a magnitude do sinal analitico, entdo para
verificar este efeito, experimentos foram realizados variando o numero de ciclos de
amostragem. O padrdo de acionamento das mini-bombas foi 0 mesmo empregado no
item precedente. Observa-se na Figura 3.10, que ndo houve aumento significativo dos
valores de absorbancia para volumes superiores ao de 25 ciclos de amostragem

(1200pL), sendo este valor selecionado para os demais experimentos realizados.
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Figura 3.10 — Estudo do comprimento da zona de amostra representada pelo
numero de ciclos; Onde: —m— 15; —e— 20; 25 e -V¥- 30 ciclos.

A 525 nm = absorbancia (A =525 nm).

3.14.4 Efeito das proporcoes entre amostras e os reagentes

Os resultados mostrados nos item precedentes foram obtidos se mantendo
em cada ciclo de amostragem um pulso em cada mini-bomba P4, P, e P3;. O efeito da
razao entre os volumes das aliquotas do reagente Zr/Vermelho de Alizarina S e da
amostra foi avaliado mantendo um pulso nas P4 e P, (16 pL) e variando o numero de
pulsos aplicados a mini-bomba P3. As curvas da Figura 3.11 mostram que o exceto de
volume a 16 uL, as outras 3 curvas sao quase paralelas, indicando praticamente a

mesma sensibilidade. Observa-se que nestas curvas houve uma diminuicdo do valor da
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leitura do branco, causado pelo aumentado do volume da aliquota da amostra, o seria
equivalente a uma diluicdo do reagente. Entretanto, ndo houve diminuicdo da
sensibilidade, o que seria observado pela diminuicdo do declive da curva
correspondente. Portanto, nestas condigbes havia reagente suficiente para atender a

estequiometria da reacéo.

0,6
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031 \\
0,2 H \

0,1
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0,0 , . , . , . , . , .
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Figura 3.11 — Efeito do volume de amostra sobre o volume fixado do complexo
Zr/Vermelho de Alizarina S (8 pL™”). Onde: —m— 40 pL™"; —e— 32 pL™; 24
ML -¥—16 pL™". A 525 nm = @absorbancia (A =525 nm).

3.14.5 Faixa linear da reagao

Empregando os parametros definidos a partir dos resultados discutidos nos

itens precedentes, foi processado um conjunto de solug¢des de referéncia, os resultados
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sdo mostrados na Figura 3.12. Observa-se uma resposta linear (r = —0,997) na faixa de

0,25a1,75mg L™

A 525 nm

0,00 1 . , . , ; , . ,
0,0 05 1,0 1,5 2,0

C (mgL™

Figura 3.12 — Curva analitica dos padrbes preparados de fluoreto. As linhas

tracejadas, superior e inferior, representam o nivel de confianca a 95%. A linha

vermelha representa a regresséo linear (r = -0,997). A = absorbancia (4 = 525

nm).

3.14.6 Efeito da adicdo e recuperagao de fluoreto em amostras

de agua

Visando verificar se havia efeito de matriz, foi empregado o método de
adicdo e recuperagao. Os resultados da Tabela 3.1 mostram que a recuperacado se

situou na faixa de 98,5 a 102,9%, portanto indicando que n&o ha efeito de matriz.
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Tabela 3.1 — Valores do estudo de efeito de matriz do ion fluoreto.

Valores de Fluoreto (mg L")

Amostra Recuperagao %
adicionado encontrado

0,00 0,75

A 0,25 0,99 99,9
0,50 1,26 100,8
1,00 1,75 100,0
0,00 0,65
0,25 0,89 98,5

8 0,50 1,14 98,5
1,00 1,66 101,5
0,00 0,69

c 0,25 0,96 102,9
0,50 1,18 98,6
1,00 1,67 97,1
0,00 0,82
0,25 1,08 101,2

P 0,50 1,31 98,8
1,00 1,80 97,6
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3.14.7 Efeito das espécies potencialmente interferentes

Segundo a literatura, Fe(lll), Al(lll) e PO sdo os interferentes
potencias, entdo para verificar o efeito destes ions alguns experimentos foram
realizados e com os dados obtidos foram tragadas as curvas da Figura 3.13,

Figura 3.14 e Figura 3.15, mostradas a seguir.
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Figura 3.13 — Efeito da adicdo de ferro nas solugdes de referéncia de fluoreto.
Concentragdes de cloreto de ferro Ill, onde: —m— 0,0 mg L™'; —e— 0,1 mg L™

10,0mg L™; —=¥—50,0 mg L. A 525 nm = absorbancia (4 =525 nm).
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Observa-se na Figura 3.13 que até 50 mg L’ de Fe(lll) ndo houve
interferéncia significativa. Tendo em vista que essa concentragao de ferro € 160 vezes
maior do que o limite maximo estabelecido pela portaria 518/2004 do Ministério da

Saude, nao foi realizados experimento com concentragéo maior.
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Figura 3.14 — Efeito da adigcdo de aluminio nas solugdes de referéncia de
fluoreto. Concentracbes de cloreto de aluminio, onde: —m— 0,0 mg L —e—0,2

mg L™; 0,5mgL";=¥-0,5mg L. A g5 o = absorbancia (4 =525 nm).

O conjunto de curvas mostradas na Figura 3.14 indica que a partir de
0,5 mg L™ de aluminio ocorre interferéncia. Entretanto, pra concentracdes de fluoreto a
partir de 1,5 mg L™ aparentemente o efeito de interferéncia foi minimizado. Observa-se
que para 5,0 mg L™ de aluminio, praticamente o sinal referente as solugdes de fluoreto

foi suprimido. A concentragdo maxima de aluminio permitida em aguas potaveis é
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0,2 mg L™ portaria 518/2004 do Ministério da Saude, entdo os dados desta figura
mostram que procedimento proposto pode ser utilizado para determinar fluoreto em

aguas potaveis.
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Figura 3.15 — Efeito da adicdo de fosfato nas solugbes de referéncia de
fluoreto. Concentragdes de fosfato de sédio monobasico, onde: —m— 0,0 mg L™
—e—0,2mg L"; 05mgL"-v—10mgL"'e 10,0 mg L™, A 525 im =

absorbancia (A =525 nm).

As curvas da Figura 3.15 indicam que na faixa estuda, o fosfato néo
apresentou interferéncia significativa. Convém lembrar que a ANVISA (BRASIL, 2004)
ndo faz referéncia ao fosfato em aguas potaveis, entretanto o CONAMA (BRASIL,
2005) estabelece 0,020 mg L™ para ambiente lento e 0,1 mg L" para ambientes

intermediarios e loticos. Tendo em vista as recomendacées do CONAMA neste estudo
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foi avaliado concentragdo 100 vezes maior do que o limite maximo estabelecido para

fosfato em aguas de superficie. Nao foi realizado experimento com concentragdo maior.

3.15Aplicacdo analitica do método desenvolvido

Visando demonstrar a viabilidade do sistema do procedimento proposto, um
lote de amostras de aguas coletadas em varios pontos da cidade de Piracicaba foi
processado e os resultados sdo mostrados na Tabela 3.2 Visando comprovar a
exatiddo dos resultados, as amostras também foram processadas empregando
cromatografia de troca idbnica. Aplicando-se o teste-t pareado observou-se que néo ha

diferenca significativa em nivel de confiangca de 95 %.

Tabela 3.2 — Analise comparativa do sistema proposto com cromatografia de

troca ibnica.

Amostra Método Proposto Cromatografia troca idnica  Limites (mg L™')* Razdo

A 0,804 0,769 0,7a1,5 0,957
B 1,336 1,366 0,7a1,5 1,022
C 0,619 0,634 0,7a1,5 1,026
D 0,718 0,684 0,7a1,5 0,954
E 1,289 1,310 0,7a1,5 1,016
F 1,332 1,273 0,7a15 0,955

* Limites inferior e superior estabelecido pela Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS).

Na Figura 3.16 sado apresentados os registros dos sinais referentes as
solugbes padrbes e algumas amostras. Observa-se nesta figura que ha boa
repetibilidade entre os registros da mesma solugao de referéncia, os perfis dos registros

sao semelhantes, portanto indicando que o mddulo de analise, o fotdmetro, bem como
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software de controle e aquisigdo de dados nao apresentaram falha durante o periodo de

operacao e apresentaram 6timo desempenho.
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Figura 3.16 — Sinais transientes das solugdes padrdao de fluoreto e das
amostras estudadas. Da esquerda para direita: solugbes padrao de fluoreto, em
triplicata. Onde: I, 1I, lll, IV e V, correspondem as concentragdes de 0,00; 0,25;
0,75; 1,25 e 1,75 mg L"; oito amostras de agua de abastecimento (A, B, C, D,

E, F, G e H), em ftriplicata, e, novamente, as solugcbes padrdao de fluoreto, em

concentragdes decrescentes. A sp5 ,m = absorbancia (A =525 nm).

Analisando esta figura observa-se que 54 determinagdes foram realizadas
em um intervalo de tempo de 3500 s, portanto o sistema proposto tem capacidade para

fazer 64 determinacdes por hora.
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3.16 Figuras de mérito

Para avaliar o desempenho global do procedimento (Prichard; Barwich,
2007) desenvolvido foram avaliados alguns parédmetros considerados importantes:
exatidao, precisao, faixa de resposta linear, limite de detecgao, limite de quantificagao,
desvio padrao do branco (SD), sensibilidade, recuperacgéao e repetibilidade, os quais sao
mostrados na Tabela 3.3. A precisdo e exatiddo foram avaliadas aplicando o test-t
student. Os limites de detecgao (LD) e quantificagdo (LQ) foram avaliados utilizando as
equacdes apresentadas, a seguir:
e Para a equacgéo da reta
y=ax+b (Equacgéao 01)
Onde:
e “a” coeficiente angular;
e “b” ponto de intersecao;
Os valores de LD e LQ foram calculados conforme apresentado nas
equacoes 02 e 03.
_ 3.-SD
a
_ 10-SD
a

LD (Equacéo 02)

(Equacéao 03)

LQ
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Tabela 3.3 - Figuras de mérito para o método proposto para a determinagéo

de fluoreto em aguas.

Parametro'’ Procedimento Proposto Referéncia' Referéncia'

Massa de ZrOCl, . 8H,0 0,0354 mg ** **
Massa de vermelho de alizarina S 3,14 ug o o

Volume de amostra 40 pL 125 uL 60 uL

Volume de efluente gerado 0,4 mL 0,7 mL 0,6 mL

Faixa resposta linear 025a1,75mgL” 0,03a10mgL”’ 0,03a125mgL"

Freqguiéncia analitica 45n" 100 h™ 24 h"
Coeficiente de correlagdo (r) -0,99766 o o
Coeficiente angular (a) -0,18921 > >
Ponto de intersecéo (b) 0,46475 > >
LD 0,06 mg L™ *x *x

** valores ndo encontrados ou nao disponibilizados na referéncia pesquisada.

Em comparacdo com os procedimentos tomados como referéncia
(CARDWELL; CATTRALL; MITRI, 1988; WADA, MORI e NAKAGAWA ,1985), observa-
se que o procedimento proposto apresenta vantagens significativas, como frequéncia
de amostragem mais alta e limite superior de resposta linear ao trabalho publicado por
menor consumo de reagentes que Cardwell; Cattrall; Mitri, (1988); sem a necessidade
de preparo prévio da amostra como descrito por Zaporozhets; Tsyukalo (2007).
Também, observa-se que a faixa de resposta linear, embora mais estreita, atende aos

limites estabelecidos pela ANVISA para agua potavel.

v Resultados calculados por determinagao
18 Resultados estimados por determinagao conforme Cardwell; Cattrall; Mitri, 1988.

19 Resultados estimados por determinagédo conforme Wada; Mori; Nakagawa, 1985.
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3.17 Conclusobes

O uso do processo de multicomutagcdo em fluxo permitiu a determinagéo de
fluoreto em agua potavel empregando o método zircébnio/vermelho de alizarina S. O
método atende as determinagdes estabelecidas pela porta 518/2004 do Ministério da
Saude. As amostras de agua analisadas estdo em conformidade com os teores de
fluoreto estabelecido por Lei. O método desenvolvido é simples, robusto, compacto,
facil de ser executado, apresenta 6tima sensibilidade analitica (LD = 0,06 mg L), ndo
requer etapas de pré-tratamento da amostra.

O consumo de reagentes e, consequentemente, o volume de efluentes
gerado pelo método proposto é menor que os meétodos tomados como referéncia
(CARDWELL; CATTRALL; MITRI, 1988; WADA, MORI e NAKAGAWA ,1985). A
determinacao fluoreto em agua potavel permitiu demonstrar a aplicabilidade do
procedimento, robustez do fotdmetro e do mddulo de analise. Neste sentido podemos
concluir que o sistema proposto é uma alternativa viavel para a determinagdo e
monitoramento em empresas de saneamento.

A automacao do método através do processo de multicomutacéo possibilitou
maior versatilidade na insergdo dos reagentes e amostras, minimizando o consumo dos
mesmos e, por consequéncia, minimizou a geragdo de residuos. Além disto, o
procedimento desenvolvido minimiza o risco de contaminagao por se tratar de um

sistema fechado.
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4.1 Introducao

A evolugdo da eletrbnica digital que atualmente é incorporada aos
equipamentos utilizados em quimica analitica, tem como bom exemplo, o progresso das
maquinas fotograficas. Na década de 60 eram totalmente mecénicas. Ao fotografo
cabia selecionar o tipo de filme, a velocidade do obturador, o foco, etc. Ja na década de
70, com a evolugao dos circuitos integrados (Cls), permitiu facilidades como: motor para
rodar o filme; medidor de quantidade de luz que controlava automaticamente a abertura
do diafragma; contador eletronico de fotos batidas; medidor de distancia para ajuste do
foco; entre outras (ZELENOVSKY; MENDONCA, 1999). Hoje, apertamos somente um
botéo e todo o resto é feito automaticamente.

Mas esta simplicidade apresentada s6 é possivel devido a evolugéo da
microeletrénica. Ou seja, cada maquina fotografica moderna possui um circuito
integrado microprocessado ou microcontrolador, que ja contem toda a estrutura
necessaria para o funcionamento de um computador, ou seja, um microprocessador ou
Unidade Central de Processamento (CPU — do nome em inglés, Central Processing
Unit), memorias RAM e ROM (ambas do nome em inglés, Read-Only Memory; e
Random-Access Memory, respectivamente), osciladores com frequéncia de até 48
MHz, e uma série de outros periféricos de entrada e saida, como comparadores,
conversores analdgicos/digital, temporizadores, etc (ZELENOVSKY; MENDONCA,
1999; SICKLE, 2001).
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A evolucdo da microeletrénica e a reducdo dos custos de fabricagao dos
microcontroladores permitiram sua rapida expansdo em 30 anos, e viabilizou seu o
emprego nos mais diversos tipos de equipamentos. Em uma estimativa feita por Zanco
(2005), atualmente uma pessoa que vive em grandes centros urbanos, depara-se
diariamente com pelo menos 100 microcontroladores, os quais estao incorporados em
solucbes de problemas nas mais diversas areas: automobilistica, predial, industrial,
agricola, biomédica, robética, etc.

Hoje, a tecnologia do silicio permite o desenvolvimento de sistemas
eletrénicos de alta complexidade na escala nanométrica, o que permite a miniaturizagao
dos equipamentos utilizados para medir diversos parédmetros empregando
instrumentacdo analitica utilizando um unico chip. Segundo, Rocha (2009) a integragéo
de novas tecnologias, somada a facilidade de fabricagdo e montagem de sistemas
eletrébnicos em circuitos impressos (PCB) e componentes de montagem em superficie
(SMD), tem permitido se obter circuitos eletrdbnicos complexos baseados em
componentes discretos. A Figura 4.1 ilustra um microcontrolador de montagem em

superficie soldado em uma placa de circuito impresso.
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+5V » LTINS

Figura 4.1 — Microcontrolador de montagem em superficie (SMD) soldados

sobre uma placa de circuito impresso (PCB).

4.2 Microcontroladores versus Microprocessadores

Um microcontrolador difere de um microprocessador em varios aspectos. O
mais importante, pode ser considerado sua funcionalidade. Para que um
microprocessador possa ser usado, outros componentes externos devem ser
adicionados a sua estrutura, tais como: memoarias, clock, portas de entrada e saida de
dados, etc. Em resumo, isso significa que o microprocessador é o verdadeiro cérebro
do computador. Por outro lado, o microcontrolador foi projetado para ter todos os
componentes necessarios para seu funcionamento em uma unica estrutura, ou seja, em
um unico chip. De modo geral, ndo é necessario adicionar componentes externos para
seu funcionamento ou aplicagdes, uma vez que todos os periféricos necessarios ja

estao embutidos nele.
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4.2.1 Principais Caracteristicas dos microcontroladores

Os microcontroladores, também conhecidos como Computador em um Unico
Chip (MCU - do nome em inglés: MicroController Units), véem se tornando uma
poderosa ferramenta para os dispositivos de automagdo e controle (ZANCO, 2005;
ZELENOVSKY; MENDONCA, 1999). Isto porque, nas versbes mais recentes, 0s
microcontroladores apresentam uma grande variabilidade de dispositivos embutidos,
tais como: mddulos de Timer e PWM; conversores analégico digital (A/D) e digital
analdgico (D/A); osciladores interno; memodrias EEPROM, Flash, ROM, RAM; portas
bidirecionais (Input/Output - 1/0O) para leitura e controle; processamento em 8, 16 e 32
bits; interfaces TTL, serial (RS-232), 1°C, USB 2.0, CAN, etc.

Os microcontroladores da série PIC18F pertencem a uma classe de
microcontroladores de 8 bits. Sua estrutura genérica é apresentada na Tabela 4.1, que
nos mostra os seus blocos basicos. O PIC18F2553 possui um total de 28 pinos. Sendo
mais frequentemente encontrado no modelo DIP28 (do inglés, Dual In Package, com 28
pinos), podendo também ser encontrado em modelo SMD (do inglés, Surface Mount

Devices), que possui menores demissdes que a DIP.
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Tabela 4.1 — Estrutura genérica de um microcontrolador.

Componente Descrigao

Utilizada para armazenar o programa. Como a memdria fabricada
) com tecnologia FLASH se pode programar e apagar mais que
Memoria de programa (FLASH) )
10.000.000 vezes, tornando-se adequada para o desenvolvimento de
dispositivos.
Memoria dos dados que necessitam de alimentacdo de 7V para ser
apagada. Normalmente ¢ utilizada para guardar dados importantes
que ndo se podem ser perdidos quando microcontrolador for
desligado ou reiniciado. Um exemplo deste tipo de dados ¢ a
EEPROM ] ) ]
temperatura maxima ou minima de uma leitura em campo. Onde, se
durante uma quebra de alimentagdo, se perdessem estes dados, nos
precisariamos repetir um novo experimento quando a alimentagdo
fosse restabelecida. Assim, o nosso dispositivo, perderia eficacia.
Memoria de dados usada durante a sua execugdo de um programa.
RAM Na RAM, sdo guardados todos os resultados intermédios ou dados
temporarios durante a execugdo do programa e que nao sio cruciais
para o dispositivo, depois de ocorrer uma falha na alimentagéo.
sdo ligacdes fisicas entre o microcontrolador € o mundo exterior. O
PORT A e PORT B ] ) o
porto A tem cinco pinos e o porto B oito pinos.
E um registro de 8 bits no interior do microcontrolador que trabalha
independentemente do programa. No fim de cada conjunto de
quatro ciclos de maquina (oscilador), ele incrementa o valor
armazenado, até atingir o valor maximo (255), recomecando a
CONTADOR/TEMPORIZADOR )
contagem a partir de zero. Como nos sabemos o tempo exato entre
dois incrementos sucessivos do conteudo do temporizador, podemos
utilizar este para medir intervalos de tempo, o que o torna muito Util
em varios dispositivos.
UNIDADE DE Faz a conexao com todos os outros blocos do microcontrolador. Ele
PROCESSAMENTO CENTRAL coordena o trabalho dos outros blocos e executa o programa escrito

(CPU) internamente.
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4.2.1.1 Conversor Analogico Digital (A/D)

As duas caracteristicas importantes dos Conversores Analogico Digital (A/D)
sdo o tempo de conversao, e a resolugdo. O tempo de conversédo condiciona a taxa de
conversao, isto €, quantas vezes o sinal analdgico é convertido para digital por unidade
de tempo (MARTINS, 1996). Em um A/D com resolugcdo de 8 bits, significa que o
mesmo podera descriminar 256 (2°) intervalos distintos de diferenca de potencial. Neste
caso, considerando uma faixa de trabalho (fundo de escala) de 5 volts, as variagdes
seriam multiplas de 19,5 mV, que é conhecido por resolucdo. Entdo, uma variagao de
sinal menor que 19,5 mV néo seria detectada. Os A/Ds de 8 bits tem sido usado em
instrumentacédo industrial, mas em instrumentacéo analitica € recomendado os A/Ds de
12 bits, tendo em vista que nesse caso a resolucido € de 1 mV,

O uso de um A/D internamente incorporado a um microcontrolador possibilita
uma série de vantagens, tais como: taxa de transferéncia de dados paralela; menor
interferéncia externa; menor tempo de desenvolvimento de circuitos e firmwares; maior

eficiéncia no numero de instrugdes; e, reducéo nos custos de desenvolvimento.

4.3 OBJETIVOS

Neste trabalho, o A/D interno de um microcontrolador da série PIC 18F2553
foi utilizado para a aquisicdo de dados do sistema proposto para determinacdo de
arsénio em aguas. Neste sistema, foi utilizado um dos canais A/D de 12 bits para fazer
a aquisicao de dados, convertendo para digital a diferenga de potencial gerada pelo

fotébmetro (Figura 3.4).
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4.4 Equipamentos e acessorios

Para o desenvolvimento da instrumentagcdo e procedimentos automaticos

para a determinagédo das espécies quimicas de interesse desse trabalho, empregando

multicomutacdo em fluxo e detecgao fotométrica, utilizou—se os seguintes materiais e

acessorios, descritos a seguir:

Espectrofotdbmetro de varredura multicanal (Ocean Optics©, USB2000,
Estados Unidos), com 2048 canais linhas, para medicdo da banda de
radiacao dos LEDs de auto-brilho para as determinagdes fotométricas;

Tubos de polietileno (PE) de diametro interno (d. i.) 0,8 mm foram utilizados
para a confecgao das linhas de fluxo;

Uma fonte simétrica estabilizada (+12 e —-12 Volts) foi utilizada para
alimentacao do fotdmetro;

Drive de poténcia utilizando o circuito integrado ULN2803A;

Uma interface de programacgéo para microcontroladores (Microchip©, modelo
PicKit-02), através da porta USB 2.0 de um computador.

Software MPLabV8.43%.

Fotodetector, Cl OPT301, (Burr-Brown© Instruments, modelo hermético TO-
99), com resposta espectral na faixa de 300 a 950 nm;

Microcontrolador (Microchip®, modelo PIC 18F2553) com A/D interno de

resolucéo de 12 bits;

2 goftware disponibilizado pela Microchip©para desenvolvimento de circuitos para microcontroladores.

Disponivel via acesso em 10 de abril 2007: http://www.microchip.com/stellent/idcplg?ldcService=SS
_GET_PAGE&nodeld=1406&dDocName=en019469
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4.5 Interfaces microcontroladas para aplicagcao analitica

4.5.1 Médulo de aquisicao de dados e interface USB

O mddulo de aquisicdo de dados e interface USB desenvolvidos neste
trabalho, consiste em uma unidade portatil que retira sua alimentacao da interface USB,
dispensando o uso de fontes de alimentacdo externas, e que permitiria seu uso em
campo junto com um notebook. O uso de fonte externa de alimentagdo somente é
necessario para alimentagdo do fotdbmetro e o controle de valvulas solendides,
conforme ja descrito nos itens 3.8 e 3.9, respectivamente.

As principais caracteristicas que esse moddulo apresenta sdo: 02 canais
analdgicos de entrada com conversores A/D de 12 bits de resolugéo e capacidade de
operar com taxa de amostragem de até 100 000 amostragens por segundo. Possui 8
canais de entradas e 8 canais de saidas digitais, a nivel TTL, além de 1 canal de saida
analogico. A Figura 4.2 apresenta o diagrama da interface empregada para esta

finalidade.
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Figura 4.2 — llustracdo do modulo de aquisicdo de dados utilizando A/D

interno de 12 bits do microcontrolador PIC 18F2553. Onde A/D-01 e A/D-02
correspondem aos canais de entrada analogia e USB saida dos dados
digitalizados.

4.5.2 Dispositivos de controle modulado

Dispositivos de controle do tipo liga/desliga tém prevalecido por muitos anos,
entretanto, flutuagdes nas variaveis de controle sdo inerentes a esse tipo de sistema de
controle. Novas tecnologias tém surgido como alternativa para estes sistemas, tais
como sistemas de controle modulado. Os sistemas de controle modulado, quando
associado aos sistemas digitais de controle, tém apresentado caracteristicas
superiores, como no caso dos dispositivos de controle envolvendo por Modulagao por
Largura de Pulso (WILMSHURST, 2007).

O principio fisico de Modulagéo por Largura de Pulso (PWM do nome em inglés
Pulse Width Modulation), que tem como objetivo principal controlar o valor da
frequéncia de alimentagdo entregue a carga, otimizando a diferenga de potencial

elétrico (DDP). Ou seja, o fundamento basico do PWM é controlar o valor da
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transferéncia de poténcia entregue a uma carga sem as perdas ocorridas normalmente
devido a queda de tens&o por recursos resistivos (ZANCO, 2005).

Em um sistema controlado por PWM, a chave de poténcia usada para
controlar o fluxo de corrente: ora ndo conduzindo corrente, ora conduzindo, mas
provocando uma queda de tensdo muito baixa; como a poténcia instantanea dissipada
pela chave €& o produto da corrente pela tensdo elétrica a um dado instante, isso
significa que nenhuma poténcia € dissipada se a chave fosse uma chave "ideal". Uma

representacéo esquematica do principio de PWM é apresentada na Figura 4.3.

LEGENDA

|:| chave ligada ,:’ chave desligada = poténcia resultante

p=20ms
12Vemy — — _—
(a) t1< ty
ov
t1 >
12V =
8
= (b) b= t2
ov —»>
t1 ta
12V =
(C) t1> ty
ov ’

1 g Tempo

Figura 4.3 — Representacdo esquematica do principio de PWM. t; = tempo
ligado; t, = tempo desligado; p = periodo (t1+ ty). chave ligada ou fechada;
o chave desligada ou aberta; a) poténcia resultante entregue a carga para t;<ty;
b) poténcia resultante entregue a carga para t; = t;; ¢) poténcia resultante

entregue a carga para t;>t.
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Neste trabalho, o principio de PWM foi utilizado para o controle digital da

intensidade de luminosidade do LED, utilizado como fonte de radiacao para o fotdmetro

desenvolvido. O moédulo de controle de luminosidade do LED é apresentado na Figura

4.4.
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(b) Médulo de controle de brilho do LED

(@) Médulo de controle temperatura

Figura 4.4 — llustragdo dos moddulos de controle por PWM do moddulo de

andlise. Onde (a) Mddulo de controle de temperatura; (b) Modulo de controle do

brilho do LED.

O objetivo do uso da ferramenta de PWM aplicada ao controle do brilho do

LED no fotdmetro foi garantir um melhor gerenciamento do equipamento desenvolvido

neste trabalho, possibilitando o controle digital de luminosidade do LED, resultando em

um equipamento com controle automatico.
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5.1 Introducéo

O Arsénio esta presente no meio ambiente em uma grande variedade de
formas quimicas, tanto em compostos inorganicos e quanto em estruturas organicas;
nas formas trivalente e pentavalente, como resultado de sua participagdo em
complexos biologicos, processos quimicos e algumas aplicagdes industriais, tais como:
manufatura de vidros (ELLWOOD; MAHER, 2003), materiais semicondutores e
fotocondutores (DASGUPTA et al., 2003), preparados farmacéuticos e remédios
(FOWLER et al.,, 2007; BOLZAN, 2007), entre outros. Na agricultura, o arsénio &
utilizado na formulagcéo de herbicidas (BARRA et al., 2000), algicida, inseticida (NETO;
MONTES; CARDOSO, 1999), conservante de madeira (JANKOWSKY, 1990) e
desfolhantes (CAMPOS et al., 2007).

Alimentos provenientes da flora e fauna marinha contém compostos de
arsénio, pois nas vias metabodlicas desses organismos, o nitrogénio e o fosforo podem
ser facilmente trocados por ele (SANTOS, 2006). Altos niveis de toxicidade de arsénio
sdo muito bem conhecidos, pois compostos de arsénio sao facilmente absorvidos, tanto
oral quanto por inalagdo, sendo a absorcdo dependente da solubilidade do composto
(ELLWOOD; MAHER, 2003).

Barra et al.,, (2000) e Santos (2006) apresentam algumas espécies de

arsénio de interesse em estudos de especiacdo, com seus respectivos valores de pK,,

que proporcionam uma idéia das formas possiveis em fungdo do pH. Estas formas e

respectivos valores sdo apresentados na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1 — Estruturas quimicas de espécies organicas de arsénio e

correspondentes valores de pK

Composto Férmula rK,
H—As—H
Arsina \ -
H
Acido arsenioso 9,3
O=—As—OH
As (1)
H
. ] (‘) 2,3
Acido arsénico
O—As—OH 6,9
As (V) ‘
11,4
OH
OH
Acido monometilarsénico ‘ 3,6
O—As—OH
MMAA (V) ‘ 8,2
CH,
CH,
Acido dimetilarsinico ‘ 1,6
O—As—OH
DMAA (V) ‘ 6,2
CH,
CH,
Arsenobetaina ’
. 0
(AsB) CH;— As—CH,— C\ 4,7
OH
CH,
CH,

Arsenocolina | .
CH— As— CH,— CH,— OH -
(AsC)

CH,

FONTE - Barra et al., (2000).

Diferentes espécies de um mesmo elemento possuem diferentes
mobilidades, biodisponibilidades, impactos toxicoldgicos e ecotoxicolégicos (CAMPOS

et al., 2007). A distribuicdo de diferentes espécies quimicas de um elemento em um
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sistema significa que o mesmo estd presente em diferentes formas. Outro fator
importante € a relagdo existente entre as diferentes espécies quimicas de um
determinado elemento e a sua toxicidade, uma vez que esta é fortemente dependente
de sua forma quimica, pois possuem comportamento diferenciado, que pode ser devido
aos diferentes estados de oxidagdo do elemento ou grau de alquilagao (SANTOS,
2006).

Segundo Barra et al., (2000), a ordem decrescente de toxicidade dos
compostos de arsénio, € a seguinte: arsina > arsenito > arseniato > acidos alquil-
arsénicos > compostos de arsbnio > arsénio elementar. O arsénio trivalente (arsenito) é
60 vezes mais toxico do que a forma oxidada pentavalente (arseniato). Os compostos
inorganicos sao 100 vezes mais toxicos do que as formas parcialmente metiladas (MMA
e DMA).

As(lll) e As(V) sdo as espécies mais toxicas, enquanto arsenobetaina (AsB)

e arsenocolina ( AsC ) s&o relativamente ndo toxicas (BARRA et al., 2000). A LD, (dose

letal para 50% de uma populacéo) para As,O3; em ratos € de 20 mg kg'1 (PETROPULU;
VARSAMIS; PARISSAKIS, 1997), para KAsO, é de 14 mg kg™, para Cas(AsO,), é de
20 mg kg™, para acido monometilarsénico (MMAA) é de 700-800 mg kg™, para &cido
dimetilarsinico (DMAA) é de 700-2600 mg kg™, enquanto que para arsenobetaina e
para arsenocolina n&o foi observado sinal de toxicidade em camundongos apds dose
oral de 10 g kg™ e de 6,5 g kg™ respectivamente (LE; MA, 1997).

A quase totalidade do arsénio absorvido fica localizado inicialmente na fragao
eritrocita (globulos vermelhos) do sangue. O elemento deixa rapidamente a corrente
sanguinea e deposita-se nos tecidos, armazenando-se principalmente no figado, rins e
pulmdes. E depositado nos cabelos, sendo que esta deposicdo ocorre cerca de duas
semanas apds a administracdo, permanecendo neste local durante anos. E também
depositado nos ossos onde fica retido por longos periodos (SANTOS, 2006).

Dentre os efeitos toxicos decorrentes da exposicdo das espécies quimicas
do arsénio, sao relatadas doengas tais como: conjuntivite; hiperqueratose,

hiperpigmentacéo, doengas renais e cardiovasculares, disturbios no sistema nervoso
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—

central, hepatico, hematoldgico e vascular periférico, cancer de pele e gangrena nos

membros.

5.2 Determinacgao de Arsénio

Muitos procedimentos para determinagdo de arsénio tém sido propostos
empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada espectroscopia de
massas induzida por plasma (MARTINEZ-BRAVO et al., 2001), espectrofotometria de
fluorescéncia atbmica (KARADJOVA et al., 2005), extracdto em fase sodlida
(ANTHEMIDIS; MARTAVALTZOGLOU, 2006), espectrometria de absorgdo atbmica
(BEHARI; PRAKASH, 2006), potenciometria  (PIECH; KUBIAK, 2007),
espectrofotometria (DHAR et al., 2004; KANEKO, 2006; CORDERO; CANIZARES-
MACIAS, 2009; MORITA; KANEKO, 2006), entre outras.

Os métodos para determinacdo de arsénio inorganico, nos estados de
oxidagao lll e V, ou pela soma de ambos, normalmente envolvem a geragao de hidreto,
como alternativa para remover a interferéncia da matriz da amostra, onde a reagao das
espécies inorganicas de arsénio formam arsina (AsHs). De modo geral, o arsénio
inorganico total [As(lll) + As(V)], € feita a redugdo de As(V) a As(lll) e determina o
arsénio inorganico como As(lll) (BARRA et al., 2000). Segundo Braman (1977), a
geracéo de hidreto pode ser abordada de duas maneiras: pela redu¢do do arsénio em
meio acido por metais ativos como zinco ou magnésio; e pela redugéo do arsénio com
boro-hidreto de sédio (NaBHy).

Dhar et al., (2004), determinaram arsénio inorganico em aguas subterraneas
por espectrofotometria. Os autores utilizaram um complexo de tartarato de antimoénio,
na presenga de acido ascoérbico e iodato de potassio, onde o As(lll) presente em
solugdo era oxidado a As(V). O complexo formado foi monitorado na regido do
infravermelho préximo (A = 835 nm). Segundo os autores, o processo apresentou

resposta linear na faixa de 10 a 1000 pg L™ de arsénio, e concluiram que o método
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apresentava boa precisdo (97,0 £ 5,0 %, n = 10) quando comparado com outros
métodos analiticos.

Anthemidis e Martavaltzoglou (2006) desenvolveram um método de
determinacao de arsénio inorganico total, empregando extracdo em fase sdlida com
geragcao de hidreto, e determinacdo por espectrometria de absorgdo atdbmica. Neste
procedimento, os autores utilizaram como estrutura de extracdo uma mini-coluna de
PTFE quimicamente modificada, que acumulava em sua estrutura, o complexo arsénio/
pirolidina ditiocarbamato. Posteriormente, o complexo retido era eluido e reagia com
NaBH4, gerando arsina que era monitorada a 193 nm. Segundo os autores, a faixa de
resposta linear situava entre 0,04-5,0 ug L™ de As(lll) e o limite de deteccéo foi de 0,02
ug L. O método apresentou boa tolerancia aos possiveis interferentes catidnicos,
sendo 5 g L™ para Na e K, 300 mg L™ para Ca e MG. N&o apresentando interferéncia
significativa para possiveis interferentes anidénicos como o CI' mesmo em altas
concentragdes (10 g L™).

Karadjova et al., (2005), propuseram um meétodo para a determinagcédo de
arsénio inorganico, nos estados de oxidacao Ill e V, e arsénio organico, nas formas
monometilada e dimetilada, em vinhos brancos e tintos por florescéncia atébmica. O
método era baseado na atomizacao da arsina formada pela reagao do arsénio presente
na amostra com boro-hidreto de sédio. Para auxiliar na reacgao foi utilizado L-cisteina
para pré-reducao e complexagao das possiveis espécies de arsénio presentes, como
arsenito, arsenato, acido monometilarsénico (MMAA), acido dimetilarsinico (DMAA).

Ainda sobre o método de Karadjova et al., (2005), na diferenciagcédo entre as
espécies de arsénio presentes na amostra, os autores se basearam na geragéo seletiva
de arsina utilizando diferentes meios reacionais, tendo como objetivo de inibir algumas
reagdes, como por exemplo: tampao citrato pH 5,1 para As(lll); 0,2 mol L™ de acido
acético para arsenito e dimetilarsinico (DMAA); 8 mol L™ de HCI para arsénio inorganico
total [As(lll) +As(V)]; e monometilarsonico (MMAA) efetuando pela diferenga. Segundo
estes autores, o procedimento proposto apresentou as seguintes caracteristicas: limite
de deteccdo de 0,12; 0,27; 0,15; e 0,13 pg L' (de As); desvio relativo nas faixas de 2-
6%, 5-9%, 3-7% e 2-5% para As(lll), As(V), MMAA e DMAA, respectivamente.
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Relataram, também, que o método apresentou desvio padrdo relativo de 2,5%,
frequéncia analitica de 52 determinacdes por hora e frequéncia de preparo de amostra
de 10 amostras por hora.

Kundu et al., ( 2002a), propuseram a determinacéo espectrofotométrica (A =
660) de arsénio inorganico empregando um procedimento de descoloragdo do azul de
metileno em meio micelar. Neste procedimento, o NaBH4 reage com As(lll) produzindo
AsHs. Segundo estes autores este método € livre de interferentes. Na avaliacdo destes
autores, o método € rapido, pratico e com boa reprodutibilidade, de baixo custo e
ambientalmente amigavel. Obtiveram uma faixa de resposta linear de 0,01 a
0,12mg L.

5.2.1 Classificagao dos surfactantes segundo seu grupo hidrofilico

A palavra surfactante teve origem da contragdo da seguinte expressdo em
inglés: “surface-ative agent”. Assim, um surfactante (também chamado tensoativo) é
uma substancia que abaixa a tensdo superficial do meio no qual é dissolvido, ou a
tensdo interfacial entre outras fases (ar/agua, o6leo/agua ou solido/liquido). Essa
definicdo operacional identifica estas substancias como agente de superficie ativa,
caracteristica a partir da qual seu nome foi derivado?'.[apud Bezerra e Ferreira (2006)].

Estruturalmente, os surfactantes sdo substancias organicas anfipaticas?, ou

seja, suas moléculas apresentam uma longa cadeia hidrofébica e um pequeno grupo

' MYERS, D. Surfaces, interfaces and colloids: Principles and applications. 2™ Ed. New York, VCH, 1991,
433 f.

2 Moléculas anfipaticas sdo moléculas que apresentam a caracteristica de possuirem uma regido
hidrofilica (solivel em meio aquoso), e uma regido hidrofébica (insolivel em agua, porém soltvel em
lipidios e solventes organicos).
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carregado ou polar hidrofilico. Neste sentido, pode-se dizer que os surfactantes
possuem duas regides com caracteristicas distintas: uma polar hidrofilica e outra apolar,
hidrofobica. A regido hidrofilica é normalmente constituida, por grupos né&o-ibnicos
polares, idnicos. A regido apolar normalmente é constituida por cadeias carbdnicas,

contendo de oito a dezoito atomos de carbono (PRETE, 2006). A Figura 5.1 apresenta

a formula estrutural de um surfactante aniénico.

(@) (b)

fonte: http://www.wikipedia.org/

Figura 5.1 - Formula estrutural®® de um surfactante anidnico: (a) cadeia
hidrofébica e (b) cadeia hidrofilica ibnica.

Como apresentado anteriormente, devido a sua dualidade de polaridade,
essas moléculas se adsorvem nas interfaces ar/agua, ou superficie de sélidos. Por isso,
elas também podem se auto-associar, formando agregados de diversos tipos,
dependendo de seu tamanho e forma. Os surfactantes sao classificados de acordo com
seu tipo de carga em sua regido polar: aniénicos, catibnicos e nao-ibnicos (MANIASSO
2001; PRETE, 2006; BEZERRA; FERREIRA, 2006).

Um surfactante tipico possui a estrutura R-X, em que R € uma cadeia que
pode variar de 8 a 18 atomos de carbono (geralmente linear) e X &€ o grupo cabeca

% llustragdes adaptadas de http://www.wikipedia.org. Disponivel via acesso em 28 de fevereiro 2010.
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dodecil_sulfato_de_s%C3%B3dio.
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polar ou ibnico. A classificagdo dos surfactantes podem se basear na natureza de X.
Sendo assim, os surfactantes podem pertencer a uma das quatro categorias seguintes:
ndo ibnicos, catidnicos, anidnicos e anfoteros (MANIASSO 2001; SOUZA, 2001). A
Tabela 5.2 apresenta a classificagao e as caracteristicas dos surfactantes de uso mais
comum em Quimica Analitica.

Segundo Maniasso (2001), um surfactante catiénico possui a formula geral

R, XY™, onde R representa uma ou outra cadeia hidrofébicas, X € um elemento capaz

de formar uma estrutura catidénica, e Y € um elemento contra-ion. Em principio, X pode
ser N, P, As, Sb, Bi, S, Te e os halogénios. Dentre os surfactantes anidnicos, os mais
utilizados séo: (a) sais de acidos carboxilicos monoproéticos (acidos graxos) ou
polipréticos com metais alcalinos ou alcalinos terrosos; e (b) derivados de acidos, como
sulfurico, sulfénico e fosforico contendo um substituinte de hidrocarboneto saturado ou
insaturado. Para os surfactantes anféteros, a principal caracteristica € possuir em sua
estrutura ambos os grupos anidnico e catibnico podendo apresentar carga positiva ou
negativa a depender do pH do meio. Os surfactantes anféteros mais comuns incluem o
N-alquil e C-alquil betaina e sultaina, como também alcool amino fosfatidil e seus
acidos. Por fim, os surfactantes ndo ibnicos sdo derivados do polioxietilieno e
polioxipropileno (de compostos com alquil fenol e alcool, ésteres de acidos graxos,

alquilaminas, amidas e mercaptanas) ou polialcoois graxos e éxidos de amidas graxa.
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Tabela 5.2 -

em Quimica Analitica.

Classificacdo e caracteristicas dos surfactantes de uso comum

Classe

Caracteristica

Exemplo

Catidnicos

Grupo hidrofilico suporta uma carga
positiva, como, por exemplo, haletos

de aménio quaternario.

CH;(CH,),sN"(CH,)Br

Brometo de cetiltrimetil amonio;

Abreviatura correspondente [CTAB].

Grupo hidrofilico suporta uma carga CHs(CHz)nSO4Na+
negativa, como, por exemplo, grupos

(R-COO0O),
(R-SO3) ou sulfato (R-O-SO3).

O grupo hidrofilico nao tem carga,

Anidnicos . Dodecil sulfato de sédio;
carboxila sulfonato

Abreviatura correspondente [SDS].

CH,(CH,),,(OCH,CH,),,OH

sua solubilidade se deve a grupos L
Nio Polioxietileno (23) dodecanol;
altamente

polares como, por

o Abreviatura correspondente [Brij 35].
ibnicos exemplo, grupos hidroxila (-OH) ou
menos polares como unidades de
6xido de etileno.

Possuem ambos os grupos aniénicos

CH,(CH,), N"(CH,),(CH),COO"

e catidnicos e, dependendo do pH da

4-(dodecildimetil amonio) butirato;

Anféteros

solugdo e da estrutura, pode

. . Abreviatura correspondente [DAB].
prevalecer a espécie anibnica,

catibnica ou neutra.

Fonte: adaptado de Bezerra; Ferreira, 2006

5.2.2 Formacgao de meio micelar para determinacgao de arsénio

Devido a complexidade de algumas matizes, ou o baixo teor dos
constituintes de interesse e a presenca de interferentes em potencial, o0 desempenho
das técnicas analiticas, quantitativas ou nao, podem ser minimizado ou mesmo
inviabilizado. Em virtude disso, dentre outras técnicas de preparo de amostras, o uso de

ambientes organizados, denominados de ambientes micelares ou meio micelar, pode
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ser citada como uma das técnicas de eliminacao de interferentes (MANIASSO, 2001). A
Figura 5.2 apresenta uma estrutura micelar em corte formada por de um surfactante

anibnico.

cadeia hidrofébica

cadeia hidrofilica idnica

Fonte: www.biorom.uma.es

Figura 5.2 - Estrutura micelar® em corte formada por surfactantes anidnico.

Segundo Bezerra e Ferreira (2006), o uso de ambientes organizados
formados por associagdo de moléculas de surfactantes em Quimica Analitica € uma
pratica bastante comum. A utilizacdo dos surfactantes na melhoria dos métodos
analiticos se deve ao fato de eles possuirem, quando em solugdo, a capacidade de
modificar algumas propriedades quimicas (propriedades reacionais) e fisicas (tensao
superficial, densidade, viscosidade, pressdo osmdtica, etc.) do sistema ao qual estéo
integrados. Essas modificagdes trazem beneficios em relagdo a solugao original, pois

2 llustragdo adaptada de www.biorom.uma.es. Disponivel via acesso em 13 de abrii 2010.

http://www.biorom.uma.es/contenido/UPV_EHU/moleculas/jpg/micela.jpg
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permitem manipula-la de forma mais comoda e eficiente, melhorando, assim, o
desempenho do método tanto em termos de sensibilidade quanto de seletividade.

As modificacbes das propriedades quimicas e fisicas provocadas pela
formacao do meio micelar citadas por Bezerra e Ferreira (2006), podem ser vantajosas,
dependendo da técnica utilizada, pelos seguintes aspectos: aumento na eficiéncia da
nebulizacdo; aumento da solubilidade de substancias em diferentes solventes; aumento
da compatibilidade entre as fases aquosa e organica; aumento da homogeneidade da
solugao por meio da emulsificagdo de pequenas particulas; conservagao e estabilizagdo
de amostras coletadas e armazenadas por longos periodos e melhoria das
propriedades Opticas das solugdes, principalmente em espectrometria de absorcao
molecular. Como beneficios em termos de propriedades quimicas, podem-se citar:
aumento da eficiéncia na formagao de espécies volateis em técnicas de geragao de
hidretos; modificagdo da posi¢cao de equilibrio de uma reacgéo e favorecimento de uma
espécie quimica e catalise de reagdes (SANZ-MEDEL et al., 1999).

KUNDU et al., (2002b), propuseram a determinagao espectrofotométrica (A =
660 nm) de arsénio inorganico em aguas empregando meio micelar de dodecil sulfato
de sddio. Estes autores utilizaram como agente colorimétrico o azul de metileno que era
descolorido pela reagdo com AsHj; (arsina) produzida pela reagdao de NaBH,4 (boro-
hidreto de so6dio) com o arsénio inorgénico em solugdo, nos estados de oxidacéo lll e V.
Segundo estes autores, o método € isento de interferéncia de fosfatos e silicatos,
considerados os principais interferentes para a determinacdo de arsénio. Da mesma
forma, estudos realizados por estes autores demonstram que ions metalicos como
Fe*/Fe®, Ca®*, Mg*, Na*, K' e os halogénios CI-, Br e I", da mesma forma nao
apresentam interferéncia. Na avaliacao destes autores, obtiveram trés faixas lineares de
0,00 2863 mgL" 0,00a 1,11 mgL"e000a0,11 mgL", com limites de deteccéo
1,30; 0,53 and 0,03 mg L™, respectivamente.
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5.3 Objetivos

No presente trabalho, foi proposto o desenvolvimento de instrumentagéao e
procedimento analitico automatico para a determinagéo fotométrica de arsénio em
aguas. Visando a miniaturizacado do sistema, a minimizagédo do consumo de reagentes
e a redugao do volume de efluente gerado, o modulo de analise e o detector fotométrico
foram integrados na mesma unidade, e o procedimento analitico foi implementado
empregando MCFA (REIS et al., 1995; REIS et al., 1997).

A seguir, sao descritos o desenvolvimento da instrumentagdo e dos
procedimentos automaticos para a determinagdo de arsénio em aguas servidas para

consumo humano empregando multicomutagdo em fluxo e determinagao fotomeétrica.

5.4 Equipamentos e acessorios

Para o desenvolvimento da instrumentagcdo e procedimentos automaticos
para a determinagido das espécies quimicas de interesse desse trabalho, empregando
multicomutacdo em fluxo e deteccao fotométrica, utilizou- se os seguintes materiais e
acessorios, descritos a seguir:

e Vidrarias de afericao classe A;
e Micropipetas de 20-200uL, 100-1000uL, 1000-5000uL (Nichiryo©, modelo

Nichipet EX, Jap&o);

e Balanga analitica (Mettler-ToIedo©, modelo AX304, Portugal);

e Banho de ultrassom (Thornton©, Brasil);

e Espectrofotdmetro (Femto©, modelo 700 plus, Brasil) com faixa espectral 195
a 1100 nm e largura de banda de 5 nm;
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e Espectrofotbmetro de varredura multicanal (Ocean Optics©, USB2000,
Estados Unidos), com 2048 canais linhas, para medicdo da banda de
radiacdo dos LEDs de auto-brilho para as determinacdes fotométricas;

e Bomba peristaltica com modulo de controle via microprocessador
(ISMATEC “, modelo IPC, Suica), de 8 canais;
e Valvulas solendides de 3 vias (NResearch©, modelo 161K031);

e Valvulas solendides de 3 vias por estrangulamento (NResearch©, modelo
161P041);

e Valvulas estrangulamento normalmente aberta - N/A (NResearch©, modelo
161P011);

e Valvulas estrangulamento normalmente fechada - N/F (NResearch©, modelo
161P021);

e Tubos de polietileno (PE) de diametro interno (d. i.) 0,8 mm foram utilizados
para a confecg¢ao das linhas de fluxo.

e Uma fonte simétrica estabilizada (+12 e -12 Volts) foi utilizada para
alimentagao do fotébmetro.

e Uma fonte estabilizada 12 Volts, corrente de 1 A para alimentar as mini-
bombas solendides.

e Uma interface de poténcia microcontrolada utilizando o circuito integrado
ULN2803A e um microcontrolador (Microchip®, modelo PIC 18F2553),
empregada no acionamento das valvulas solendides através da porta USB
2.0 de um computador.

e Uma interface de programagéo para microcontroladores (Microchip©, modelo
PicKit-02), através da porta USB 2.0 de um computador.



109
52 CAPITULO - DETERMINAGAO DE ARSENIO EM AGUAS EMPREGANDO MULTICOMUTAGAO EM FLUXO

o Software MPLabV8.43%,

e Fotodetector o Cl OPT301, (Burr-Brown© Instruments, modelo hermético TO-
99), com resposta espectral na faixa de 300 a 950 nm;

e Multimetro digital (Minipa®, modelo ET-2231) com saida serial RS-232;

e Microcontrolador (Microchip®, modelo PIC 18F2553) com A/D interno de

resolucéo de 12 bits.

5.5 Limpeza de materiais

Todos os materiais utilizados para o preparo das solugdes foram lavados
conforme sequéncia apresentada a seguir: deixados imerso em solugao 1:10 (v/v) de
detergente Neutro livre de fésforo (SPLL®), por 30 minutos; 5 enxagilies com agua
corrente; banho acido com solugédo de acido cloridrico com diluigdo 1:4 (v/v) com agua
destilada; 5 enxagues com agua destilada e deionizada. As vidrarias ndo volumetrias
eram secas em estufa a 60°C, por uma hora e as volumétricas a temperatura ambiente.
Nos casos de vidrarias especiais como baldes volumétricos e pipetas, um banho de

ultrassom e solucdo SPLL® por 15 minutos no inicio da etapa.

% goftware disponibilizado pela Microchip©para desenvolvimento de circuitos para microcontroladores.
Disponivel via acesso em 10 de abril 2007: http://www.microchip.com/stellent/idcplg?ldcService=SS
_GET_PAGE&nodeld=1406&dDocName=en019469
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5.6 Amostras

As amostras de agua mineral de varias procedéncias foram adquiridas no

mercado de Piracicaba-SP e foram analisadas sem tratamento prévio.

5.7 Reagentes e solugoes

Para o desenvolvimento dos diversos procedimentos analiticos descritos
neste trabalho, todas as solugbes foram preparadas com agua destilada e deionizada
com condutividade elétrica menor do que 0,1 uScm™, utilizando reagentes de grau
analitico com pureza superior a 99,5 % (Merck, Sinth, Fluka, Carlos Erba).

5.7.1 Solugdes empregadas para a determinagao de arsénio

e Solugao estoque de As(V) 1000 mg L™, preparadas diariamente dissolvendo-se
0,2189 g de NaHAsO4 7H,0 em 100 mL de agua em balao volumétrico.

e Solugéo estoque de As(lll) 1000 mg L™, preparadas diariamente dissolvendo-se
0,1743 g de NaAsO,; em 100 mL de agua em baldo volumétrico.

e Solugdo estoque de Triton X-100 ou surfactante anidnico: polietileno glicol p-
(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenil éter, 0,8 mmol L, preparadas dissolvendo-se 500 uL
de Cy4H220(C2H40)19 em 500 mL de agua previamente. Apds repouso de 15
minutos para eliminar as bolhas presentes, elevou-se o volume para 1000 mL em
baldo volumétrico.

e Solucdo estoque de azul de metileno 0,5 mmol L preparadas dissolvendo-se

0,0160 g de C4sH1sN3SClI em 50 mL de agua previamente. A solugdo foi
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acondicionada em banho de ultrassom por 15 minutos para facilitar a dissolugao.
Posteriormente, elevou-se o volume para 100 mL em baldo volumétrico.

e Solucio estoque As(lll) 10 mg L™, preparada pela diluicdo da solucdo-padrio
estoque de As(lll) 1000 mg L™ em agua;

e Solugao estoque As(lll) 0,1 mg L™, preparada pela diluicio da solucdo-padréo
estoque de As(lll) 10 mg L™ em agua;

e Solugao referéncia de As(lll) de 0,0 a 100 ug L™, foram preparada pela diluicdo
da solugdo-padréo estoque de As(ll1) 0,1 mg L em agua;

e Solucdo de boro-hidreto de sédio (R{) 0,1 mol L™, preparada diariamente
dissolvendo 0,3783 g de NaBH; em aproximadamente 100 mL, e o volume
completado com agua destilada. A solugdo preparada era acondicionada em
banho de gelo para conservagéo.

e Solucdes de azul de metileno de 7,5 a 60 umol, preparada pela diluicdo da
solugdo-padréao estoque de azul de metileno (0,5 mmol L'1), em 200 mL solucao
estoque de Triton X-100 (0,8 mmol L™);

e Solugado estoque As(V) 10 mg L™, preparada pela diluigdo da solugdo-padrao
estoque de As(V) 1000 mg L™ em agua;

e Solugado estoque As(V) 0,1 mg L™, preparada pela diluicdo da solugdo-padrao
estoque de As(V) 10 mg L™ em agua;

e Solugdes de referéncia de As(V) de 0,0 a 100 ug L™, preparada pela diluicdo da

solucéo estoque de As(V) 0,1 mg L™ em agua;

5.8 Fotometro

O fotbmetro desenvolvido e empregando neste estudo, utilizou como
fotodetector o CI OPT301, com resposta espectral na faixa de 300 a 950 nm. As
condigdes e configuragdes de montagem foram mantidas as mesmas ja apresentadas

no item 3.8.
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5.9 Interface de controle do modulo de analise

Da mesma forma que as mini-bombas solendides, as valvulas solendides de
trés vias e uma valvula solendide de estrangulamento funcionam com uma diferenca de
potencial de 12 V e intensidade de corrente da ordem de 200 mA. Os sinais de controle
enviados pelo Microcontrolador PIC 18F2553 sao no padréo TTL: diferenga de potencial
entre 3 e 5 V; e intensidade de corrente de alguns miliampéres, portanto € necessario
empregar uma interface de poténcia para fazer a compatibilizagdo. Na Figura 5.4 é
apresentada a configuragdo empregada para funcionamento da interface utilizando um

microcontrolador.
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Figura 5.3 — llustracdo do mddulo de controle microcontrolado utilizando o Cl

PIC18F2553 como dispositivo de controle e o CI ULN 2803 como interface de

controle.
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5.10Mobdulo de analise

O moddulo de analise desenvolvido para a determinagcao de arsénio, é
mostrado na Figura 5.4. O fotdmetro empregado foi o mesmo mostrado na Figura 3.4. A
cela de fluxo com caminho 6ptico de 100 mm possuia a mesma geometria da mostrada
na Figura 3.6. O mddulo de analise foi elaborado empregando valvulas solendide de
trés vias, uma valvula solendide de estrangulamento e uma bomba peristaltica como
propulsora de fluidos. Um agitador montado no laboratério foi incorporado a camara de
mistura para promover a mistura das solugdes, permitindo também a eliminagdo das

bolhas de gas liberadas em virtude da presenga da solugao de boro-hidreto.
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Figura 5.4 - Diagrama de fluxo do mddulo de analise para determinacao de
arsénio em aguas, onde: A = amostra; R, = azul de metileno 0,5 x10™* mmol L™
em meio micelar de Triton X-100, 0,8 mmol L"; R, = NaBH, 0,25 mol L; Ca =
solugdo transportadora, Triton X-100, 0,8 mmol L™": B1 = reator helicoidal com
100cm, d. i. 0,8 mm; x = ponto de confluéncia; V4, V5, V3 e V, = valvulas
solendides de 3 vias; Vs = valvulas solendides de 3 vias por estrangulamento;
Bp = bomba peristaltica; DET = detector. Diagrama de tempo, onde: t;, t5, t3, 14,

e t5; = tempos de acionamento de A, R4, R,, T e Vs, respectivamente.
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Ao selecionar o programa de controle, o computador definia os valores das
variaveis de comando do mddulo de analise, tais como: tempo de acionamento das
valvulas solendide para inserir a amostra, as solugbes de reagentes e solugao de
transportadora na camara; intensidade de brilho do LED e faixa de tolerancia para
leitura; numero de replicatas; tempo de leitura de sinal. Apds fornecer estes parametros
de controle, o computador transferia essas informacdes para o microcontrolador através
da interface USB. A partir desse instante, o microcontrolador assumia o controle do
modulo de analise, realizando todas as etapas do processo analitico. Apds a conversao
da diferenga de potencial para digital, as leituras eram transmitidas para computador via
comunicacao USB 2.0.

Inicialmente, o microcontrolador estabelecia a comunicacdo USB com o
computador, e transmitia para computador os sinais de controle, confirmando que todos
os dispositivos do sistema estavam prontos para trabalhar. Apds esta etapa, o
microcontrolador verificava se a cela de fluxo estava cheia, suja ou com bolha de ar.
Estando a cela de fluxo cheia com a solug¢ao transportadora, o fotdmetro deveria gerar
uma diferenca de potencial em torno de 2000 mV. Quando a leitura era menor que este
valor, indicava que cela de fluxo estava suja ou com bolha de ar. Entao,
automaticamente, a valvula Vs era acionada durante 30 s para esvaziar a cela. Apos
essa etapa, as valvulas V; e V5 eram ligadas durante 30 s para lavar a cela com a
solucao transportadora. Estas duas etapas eram repetidas até 3 vezes para recuperar a
leitura de 2000 mV, em caso contrario, era emitido um sinal sonoro para avisar o
usuario.

Apos conclusdo da etapa de limpeza da cela de fluxo, o fotbmetro era
ajustado automaticamente (rotina de calibragdo) e dava inicio a rotina de analise
(amostragem). Na rotina de analise, a valvula V4 era acionada durante 15 s para inserir
uma aliquota da solugdo da amostra, seguido do acionamento da valvula V, durante 3 s
para inserir uma aliquota de solugédo transportadora. Em seguida, eram inseridas as
aliquotas das solugdes dos reagentes, acionando as respectivas valvulas durante
intervalos de tempo previamente definidos. O agitador era acionado durante 2 s e

posteriormente a solugdo de boro-hidreto de sodio era inserida camara, e o agitador
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sendo novamente acionado durante 6 s para completar a mistura, e assim favorecendo
a reagao o arsénio com boro-hidreto para formar arsina. A arsina gerada reagia com o
azul de metileno e promovia a descoloragao dessa solugdo. Apds esta etapa, a valvula
Vs era ligada, e o produto da reagao era deslocado para a cela de fluxo por aspiragao.
O sinal analitico era lido pelo microcontrolador através do A/D interno, e executava
cerca de 40.000 leituras em 0,5 s. A média das leituras em diferenga de potencial (mV)
era transformada em absorbancia e enviada para o computador via interface USB 2.0.
Enquanto a etapa de leitura estava em curso, um grafico do sinal em fungéo do tempo
era mostrado na tela do monitor de video, permitindo sua visualizagdo em tempo real.
Os dados eram salvos em arquivos no computador no padrdao ASCIl para
processamento posterior. A légica de execugédo do programa desenvolvido é mostrada
na Figura 5.5.



117

52 CAPITULO - DETERMINAGAO DE ARSENIO EM AGUAS EMPREGANDO MULTICOMUTAGAO EM FLUXO

Entrada de variaveis

| Enche percurso amostra e transportadorl

Leitura D/A LED
Leitura A/D fotémetro,

Cela em condigéo de uso?
(Valor D/A > Valor A/D)

| Rotina de limpeza cela |

2
Lé Referéncia / calibra fotémetrol | Aviso sonoro |7

Microcontrolador ligado a USB?

Inicia rotina de analise?

Insere aliquotas de amostra e reagentes

Ruido interno em potencial?

Rotina de Leitura

| Transfere dados USB [

Replicatas finalizadas?

Leitura D/ALED
Leitura A/D fotémetro,

Cela em condigéo de uso?
(Valor D/A > Valor A/D)

| Rotina de limpeza cela |

Vv
Lé Referéncia / calibra folémetrol | Aviso sonoro Ii

Analisar nova amostra?

Figura 5.5 - Fluxograma do software embarcado do médulo de analise.
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5.11Testes preliminares

O método escolhido é baseado na reacdo entre arsénio inorganico nos
estados de oxidagao lll e V, formando arsina, a qual reage com azul de metileno em
meio micelar causando diminuicdo de sua coloragao. Esta reagédo acao é proporcional a
concentragdo de arsénio Ill e V em solugéo. Testes qualitativos preliminares indicaram
que a reagao entre arsina e o azul de metileno em meio micelar ocorria rapidamente a
temperatura ambiente (28°C). Alguns estudos dos parametros considerados
importantes para otimizar as condigdes experimentais, resultando em uma maior

sensibilidade foram avaliados, os quais sdo apresentados a seguir.

5111 Estudo do tempo de vida util do azul de metileno em meio

micelar

A estabilidade da solucdo de azul de metileno em meio micelar foi
investigada, avaliando o tempo de vida util desta solugao, processando-as logo apds o
preparo da solugédo e 5 horas depois (periodo da tarde). Neste experimento foi usada
uma solucado de referéncia contendo 50 pg L™ de As(lll). A mesma solucdo de azul de
metileno, um conjunto de solugdes de referéncia com concentragao de As(lll) 0,0; 0,5;
10 e 20 pg L foram processadas no final do experimento. Esta mesma solucdo de
reagente foi usada para repetir o experimento 5 dias depois. Durante o periodo de
envelhecimento, a solucdo de azul de metileno foi mantida em frasco ambar, a
temperatura ambiente de 30°C.

A concentragao do meio micelar de Triton X-100, a concentragdo de azul de
metileno e boro-hidreto de sédio foram mantidas constantes, em 0,8 mmol L™, 50 mmol
L' e 0,25 mol L™, respectivamente, e o acionamento do motor para promover a mistura

foi mantido durante 10 s. Os tempos de acionamento das valvulas para inser¢cao das
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solugdes padrao e dos reagentes, foram fixados da seguinte forma: 20 s para padroes;
40 s para azul de metileno em meio micelar de Triton X-100; e 20 s para boro-hidreto de
sddio. A rotacdo da bomba peristaltica foi fixada de modo a se obter uma vazao de 2
mL min™’ para o bombeamento dos padrdes e solucio transportadora, € 1 mL min” para

as solugdes dos reagentes azul de metileno em meio micelar e boro-hidreto de sddio.

5.11.2 Estudo do tempo para desenvolvimento da reagcao

O emprego de um motor para fazer a mistura entre as solugdes permitiu a
obtencao de 6tima homogeneizagao com um periodo de tempo curto (6 s). Em seguida
a mistura era deslocada para a cela de fluxo acionando a valvula Vs por um intervalo de
tempo de 20 s. ApOs essa etapa, era monitorado o sinal gerado pelo fotbmetro em
funcdo do tempo. Foram usadas solugdes de referéncia com concentragdes de 0,0;
25,0; 50,0; 75,0 e 100,0 g L As(lll) e as replicatas foram repetidas para intervalos de
tempos de 15, 30 e 45 s. As demais condi¢gdes experimentais formam mantidas as

mesmas apresentadas no item 5.11.1

5.11.3 Estudo da concentracao de azul de metileno

O estudo do efeito da concentracdao da solugcado de azul de metileno sobre o
sinal gerado foi estudado, utilizando as concentragbées em 7,5; 15,0; 30,0 e 60,0 ymol L
' de azul de metileno. Nestes experimentos, foi usado solugdes de referéncia com
concentracao de As(lll) de 0,0; 0,5; 10 e 20 ug L. A concentracdo do meio micelar de
Triton X-100 e boro-hidreto de sddio foram mantidas constantes, em 0,8 mmol L™ e 0,25
mol L™, respectivamente. As demais condicdes experimentais formam mantidas as

mesmas apresentadas no item 5.11.1. O aumento da concentragcédo de azul de metileno
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tinha como objetivo avaliar o aumento do coeficiente angular das curvas geradas,

resultando no aumento da sensibilidade do método em estudo.

5114 Estudo do meio reacional

O estudo do efeito da concentragcao micelar de Triton X-100 sobre o sinal
gerado foi estudado, variando as concentracdes em 0,8; 16; 32 e 64 mmol L™ de Triton
X-100. Nestes experimentos, foi usado solugdes de referéncia com concentragcado de
As(lll) de 0,0; 0,5; 10 e 20 pg L™ e a concentragdo de azul de metileno e boro-hidreto
de sddio foram mantidas constantes, em 30,0 pmol L' e 0,25 mol L™, respectivamente.
As demais condigdes experimentais formam mantidas as mesmas apresentadas no
item 5.11.1.

5.11.5 Estudo do volume de NaBH,

O volume de boro-hidreto de sédio na zona da amostra foi avaliado para a
quantificacdo de arsénio em aguas. Utilizando-se o modulo de analise apresentado na
Figura 5.4 e estabelecendo os tempos de acionamento da V4 em 10; 20; 30 e 40 s,
resultando em na inser¢cao de 167; 334; 501 e 668 uL de boro-hidreto de sddio,
respectivamente. Neste experimento, foi usado solucbes de referéncia com
concentragdes de As(lll) de 0,0; 0,5; 10 e 20 ug L e a concentracdo de azul de
metileno e Triton X-100 foram mantidas constantes, em 30 pmol L' e 32 mmol L7,
respectivamente. As demais condigdes experimentais formam mantidas as mesmas

apresentadas no item 5.11.1.
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5.11.6 Estudo da concentragao de NaBH,

A influencia concentracdo de boro-hidreto na sensibilidade do procedimento
proposto foi investigada usando solugdes com as seguintes concentragdes: 0,10; 0,15;
0,20 e 0,25 mmol L de boro-hidreto de sddio. Nestes experimentos, foram usadas
solucdes de referéncia com concentracdo de As(lll) de 0,0; 0,5; 10 e 20 pg L. A
concentragdo de azul de metileno e Triton X-100 foram mantidas em 30 pymol L™ e
32 mmol L™, respectivamente. As demais condi¢coes experimentais foram mantidas as

mesmas apresentadas no item 5.11.1.

5.11.7 Estudo da temperatura da solugao de boro-hidreto

O estudo do efeito da temperatura da solu¢cado de boro-hidreto sobre o sinal
gerado foi investigado, comparando os resultados obtidos com as seguintes
temperaturas 0,0 e 30°C, utilizando as mesmas solu¢des de referéncia de As(lll) com
concentragdo de 0,0; 5,0; 10,0 e 20,0 yg L. Neste experimento, foi mantida a
concentragdo de azul de metileno, do meio micelar de Triton X-100 e boro-hidreto de
sodio foram mantidas constantes, em 30 umol L', 60 mmol L' e 0,4 mol L™,
respectivamente. As demais condigdes experimentais formam mantidas as mesmas

apresentadas no item 5.11.1.

5.11.8 Estudo da proporgao entre os padroes e reagentes

O estudo da proporcao entre os volumes das aliquotas das solugdes de
referéncias e dos reagentes sobre o sinal gerado foi investigado, variando os intervalos

de tempo de acionamento da valvula V4, e mantendo os intervalos de tempo de
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acionamento das valvulas dos reagentes (V3 e V4). Foi utilizado as mesmas solugdes de
referéncia de As(lll) com concentracdo de 0,0; 5,0; 10,0 e 20,0 uyg L. Neste
experimento, a concentracédo de azul de metileno, do meio micelar de Triton X-100 e de
boro-hidreto de sédio foram mantidas constantes, em 30 pmol L™, 60 mmol L' e 0,4 mol
L™, respectivamente. A solugdo de boro-hidreto foi mantida em banho de gelo (0,0 °C) e
a temperatura de reacao foi mantida em 30°C. Os intervalos de tempo de acionamento
das valvulas das dos reagentes, azul de metileno e boro-hidreto (V3 e V,), foram
mantidos em 20 e 10 s, respectivamente. Para o acionamento de V para inser¢céo da
solucao de referéncia foram estabelecidos os intervalos de tempo de 40, 20 e 10 s.

A rotagdao da bomba peristaltica foi fixada para manter uma vazao de 2 mL
min” para o bombeamento da amostra e 1 mL min™' para as solucdes dos reagentes

azul de metileno em meio micelar e boro-hidreto de sdédio.

5.11.9 Estudo da faixa de resposta linear do procedimento

Para o estudo da faixa de resposta linear foram utilizados os parametros
fisicos otimizados para o sistema, e foram usados solu¢des padroes de arsenito de
sédio nas seguintes concentragbées: 0,00; 2,50; 5,00; 10,0; 20,0; 40,0; 80,0 e
100,0 pg L' A concentracdo de azul de metileno, do meio micelar de Triton X-100 e
boro-hidreto de sédio foram mantidas constantes, em 30 umol L™, 60 mmol L™ e 0,4 mol
L™, respectivamente. A solugdo de boro-hidreto foi mantida em banho de gelo (0,0 °C) e
a temperatura de reacao foi mantida em 30°C (ambiente). Os tempos de acionamento
das valvulas das solugbes de reagentes foram mantidas em 20 s para a azul de
metileno em meio micelar de Triton X-100, e 10 s para boro-hidreto, variando o intervalo
de tempo de acionamento da valvula V4 para insergcdo das solucdes de referéncia de 10

a 40 s. A rotagao da bomba peristaltica foi mantida com a do item anterior.
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5.11.10 Estudo da adicao e recuperacdao de As(lll) e

processamento das amostras

As amostras de agua potavel foram processadas empregando as condi¢des
operacionais estabelecidas a partir da analise dos resultados otimizados obtidos nos
experimentos descritos previamente.

Estudos de adicdo e recuperagao foram realizados adicionando quantidades
conhecidas de arsenito de sédio (5,00 e 10,0 mg L") em cinco amostras de agua
mineral. As condi¢gdes experimentais formam mantidas as mesmas apresentadas no
item 5.11.9.

5.12Resultados e discussao

O método apresentado por Kundu et al., (2002a) foi selecionado, visto que o
uso de NaBH, aparecia dentre os métodos pesquisados, 0 mais interessante,tendo em
vista que ndo necessitava de preparo prévio de amostra. Testes iniciais demonstraram
que a reagao entre arsénio(lll) ou arsénio(V) com o azul de metileno em meio micelar
de Triton X-100, era rapida a temperatura de 30°C. Nos itens seguintes sao
apresentados e discutidos os resultados obtidos.

5121 Efeito do tempo de vida util do azul de metileno em meio

micelar

Neste caso, a solucdo de azul de metileno 0,5 x10* mmol L™ em meio
micelar de Triton X-100 foi preparada, imediatamente antes de iniciar o experimento. Os

sinais transientes apresentados na Figura 5.6 correspondem as leituras realizadas
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processando uma solugao de concentragao de 50 ug L' de As(ll). A partir desta figura
podemos deduzir que este experimento demorou em torno de 30 minutos. Observa-se
que neste intervalo de tempo nao houve variagao significativa na altura dos registros.
Este experimento foi repetido no periodo da tarde, e os resultados obtidos
foram similares aos apresentados nesta figura. Indicando, portanto que solugao de azul

de metileno poderia ser usada pelo periodo de um dia.

0,24
0,20
0,16

0,12

A 625nm

0,08

0,04

0,00

I — 1 T T T T T T T
1000 1200 1400 1600 1800

T T
0 200 400 600 800

tempo (s)

Figura 5.6 — Sinais transientes referentes ao processamento de solugéo

contendo 50 g L de As(lI); A 625 nm = @absorbéancia (A =625 nm).

Em complemento aos resultados na Figura 5.6, foi avaliado, também, a vida
util da solugcao de azul de metileno preparada no dia com a mesma solugao depois de 5
dias. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 5.7. Observa-se que houve
reducdo do sinal do branco, mas as curvas sdo praticamente paralelas, entdo

poderiamos imaginar que nao haveria perda na sensibilidade. Entretanto, as barras de
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erro indicam que a precisdo dos resultados piorou. Portanto, ndo seria conveniente

trabalhar com solugdes envelhecidas.
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Figura 5.7 — Efeito do tempo sobre a solucdo de azul de metileno em meio
micelar de Triton X-100. Onde: -m- sinais da solugao preparadas no mesmo dia;
-e- sinais da solugdo apos 5 dias. As barras de erro indicam a estimativa de

desvio padréo (n = 3). A g5 nm = absorbancia (A = 625 nm).

5.12.2 Efeito do tempo para desenvolvimento da reacao

Conforme indicado na parte experimental, apds a inser¢ao das aliquotas das
solugdes de referéncia de As(lll) e dos reagentes na camara, o motor era mantido

ligando durante 6 s, para se obter uma boa homogeneizagdo da solugdo. Apds esta
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etapa, a valvula Vs era mantida ligada durante 20 s, para encher a cela de fluxo com a
mistura. Apdés o monitoramento do desenvolvimento da reacgéo, lendo o sinal gerado
pelo fotdbmetro, esta valvula era ligada novamente para esvaziar a cela de fluxo. Neste
experimento, foi estabelecido para repouso da amostra para permitir o desenvolvimento

da reacao, os intervalos de tempo de 15, 30 e 45 s.
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Figura 5.8 - Efeito do tempo para desenvolvimento da reagdo na magnitude
do sinal analitico. Onde: -m- 45 s; -e- 30 s; 15's; A 625 nm = absorbancia (4 =
625 nm).

Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 5.8. As curvas relacionadas
aos intervalos de tempo de 15 e 30 s, sdo coincidentes, indicando que as reagdes para
formar arsina e, dessa com o azul de metileno, sdo rapidas. Embora, a curva

relacionada ao intervalo de tempo de 30 s, apresente sinais menores que as outras
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duas, ela é paralela as mesmas, portanto ndo ha perda significativa de sensibilidade.
Ocorreu uma diminuigcédo da leitura do branco, mas manteve a mesma relagcédo de sinal
gerado para as solugbes de referéncia. Entdo, um intervalo de tempo de 15 s foi

estabelecido, visando diminuir o tempo de analise.

5.12.3 Efeito da concentracao de azul de metileno

A concentragdo de azul de metileno pode afetar a magnitude dos sinais
analiticos, principalmente pelo fato de que depende de alguns fatores, tais como
temperatura, concentragao de surfactante, da natureza do surfactante, etc.

Outro fator relevante é que altas concentragcdes de azul de metileno pode
causar aumento da linha de base ao longo do tempo, devido a adesdo do reagente nas
paredes da cela de fluxo, incluindo as janelas de transmissdo de radiagdo. Uma vez
que se trata de um indicador organico com boa aderéncia nas partes de vidro da cela
de fluxo, esta caracteristica pode dificultar a lavagem da mesma, resultando no
aumento o tempo de limpeza, aumentando o volume do residuo gerado e,
consequentemente, comprometendo a frequéncia analitica.

Tomou-se como base para este estudo, a concentracdo de azul de metileno
de 15,0 pmol L, conforme recomendado por Kundu et al., (2002). Partindo-se desta
concentracdo, foram avaliadas concentragbes maiores, conforme indicado no item
5.11.1. Os resultados provenientes deste experimento sdo apresentados na Figura 5.9,

onde se observa que nao ha diferenca significativa entre elas.
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Figura 5.9 - Efeito da concentragdo de azul de metileno na magnitude do
sinal analitico. Onde: -m- 7,5 pmol L™"; -e- 15,0 umol L™; 30,0 umol L™ e

-¥-60,0 umol LA 625 nm = @bsorbancia (A4 =625 nm).

Em funcgao dos resultados obtidos, optou-se por utilizar a maior concentracao
estudada (60,0 pmol L'1) e, consequentemente, reduzindo-se o tempo de acionamento
da valvula V4 para 5 s, 0 que resultou em um volume de 83 pL de azul de metileno em
meio micelar a ser inserido na camara de mistura, com o objetivo de melhorar a

frequéncia analitica.
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5124 Efeito do meio reacional

Conforme ja apresentado anteriormente, o uso de ambientes organizados
formados por associagdo de moléculas de surfactantes em Quimica Analitica € uma
pratica bastante comum. A utilizagdo dos surfactantes na melhoria dos métodos
analiticos se deve ao fato de eles possuirem, quando em solugdo, a capacidade de
modificar algumas propriedades quimicas (propriedades reacionais) e fisicas (tensao
superficial, densidade, viscosidade, pressdo osmoética, etc.) do sistema ao qual estao
integrados (BEZERRA; FERREIRA 2006). Segundo Souza (2001), o excesso de
surfactante na formagdo do meio micelar pode apresentar varias formas de
organizagédo, onde o grau de ordem depende de diversos fatores como temperatura,
concentragao, pH, forga i6nica, etc (SOUZA, 2001).

Neste sentido, foi avaliada a concentragdo do meio micelar de modo a se
avaliar a melhor condicdo de reacdo. Os resultados deste experimento séao
apresentados na Figura 5.10. Observa-se nesta figura que a melhor resposta foi obtida

com a concentragéo de 0,8 mmol L.
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Figura 5.10 - Efeito da concentragdo de Triton X-100 na magnitude do sinal

analitico. Onde: -m- 0,8 mmol L"; -e- 16,0 mmol L 32,0 mmol L' e

-V¥-64,0 mmol L' A 625 nm = absorbancia (A =625 nm).

5.12.5

Efeito do volume de NaBH,

O volume de NaBH4 na zona da amostra pode afetar a magnitude do sinal

analitico, entdo para verificar este efeito, experimentos foram realizados variando seu

volume durante a amostragem e os resultados s&o mostrados na Figura 5.11. A

diminuicdo do sinal do branco pode ser atribuido ao efeito de diluicdo da amostra

devido ao aumento do volume da solugédo do reagente. Considerando-se a linearidade

como parametro, observa-se que a melhor resposta foi obtida com o volume de 668 pL.
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Figura 5.11 - Efeito do volume de NaBH, na magnitude do sinal analitico.
Onde, volumes de NaBH, adicionados: -m- 167 pL; -e- 334 pL; 501 pyL e
-V-668 uL;. A 625, = absorbancia (A =625 nm).

5.12.6 Efeito da concentragao de NaBH,

Os resultados discutidos no item anterior, motivaram a realizar um novo
estudo, aumentando a concentragdo dos reagentes (NaBH4 e azul de metileno) e, em
contra partida, reduzindo os volumes das aliquotas dos reagentes na zona da amostra,
sendo os resultados apresentados a seguir.

Na Figura 5.12, s&o mostrados os resultados obtidos variando a
concentracdo de NaBH; e mantendo o volume da aliquota de solugdo inserida na

camara de mistura em 166 uL. Observa-se que a sensibilidade e a linearidade da curva
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analitica melhoram com o aumento da concentracdo de NaBH,, conforme valores dos

coeficientes angulares e equagdes das retas apresentados na Tabela 5.3
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Figura 5.12 - Efeito da concentracdo de NaBH, na magnitude do sinal
analitico. Onde: -m- 0,10 mmol L™; -e- 0,15 mmol L™; 0,20 mmol L' e - V-
0,25 mmol L

A 625 nm = absorbancia (A =625 nm).

Tabela 5.3 - Resultados do efeito da concentragdo de NaBH, nos coeficientes

angulares e equagdes das retas provenientes da Figura 5.12.

Concentragao (mmol L™) b a r(y=ax+b)
0,10 -0,285x10™  0,29500 -0,75593
0,15 -6,755x10™  0,29807 -0,94385
0,20 0,2900 0,14850 -0,96288

0,25 0,29874 -0,00107 -0,98191
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5.12.7 Efeito da temperatura da solugao de boro-hidreto

Segundo a Lei de Henry (BARROW, 1982), a solubilidade de um gas em
uma solugcdo aquosa € inversamente proporcional a sua temperatura. Era visivel a
existéncia de bolhas de gas no tubo de bombeamento da solugdo de boro-hidreto,
provavelmente hidrogénio. Tendo em vista que a camara de reagéo era aberta, essas
bolhas de gas (hidrogénio) eram liberas para a atmosfera, n&o participando da reagao
com arsénio para formar arsina.

Visando verificar se as bolhas de gas formada em linha havia algum efeito
significativo, foram realizados experimentos mantendo a solu¢do de boro-hidreto em
banho de gelo (0°C) e em 30°C (tempera do laboratério). Os resultados deste
experimento sao apresentados na Figura 5.13. Observa-se que as duas curvas sao
praticamente paralelas, entdo n&o houve ganho significativo em sensibilidade.
Entretanto, os resultados obtidos com a solugdo no banho de gelo, apresentaram
menor desvio padrdo. O resfriamento da solugdo de boro-hidreto, praticamente,
extinguia e liberagédo de bolhas de gas em linha, entdo o volume da aliquota da solugao
inserida na camara de mistura poderia ser mais preciso, tendo em vista que no caso

anterior era constituido também por uma fragdo gasosa.
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Figura 5.13 - Efeito do banho de gelo sobre a solucdo de boro-hidreto de
sodio. Onde: -V - sinais de NaBH, a 25°C; -A- sinais de NaBH, a 0°C. As
barras de erro indicam a estimativa de desvio padrdo (n = 3). A 65 nm =

absorbancia (A =625 nm).

5.12.8

Efeito da proporcao entre os volumes da solugao de

referéncia e dos reagentes

O efeito da proporcdo entre os volumes das aliquotas das solucbes de

referéncia e dos reagentes sdo apresentados nas curvas da Figura 5.14. Considerando-

se a linearidade e a sensibilidade como parametros a ser avaliados, observa-se que as

curvas referentes aos volumes de 667 e de 1000 pL apresentam melhor resposta. As

curvas sdo praticamente paralelas, o que indica que os coeficientes angulares sao

muito semelhantes, o que confere a mesma sensibilidade, entdo o volume de 667 pL foi
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selecionado. Neste caso, ocorria redugdo do consumo de reagente, e do tempo de

analise.
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Figura 5.14 - Efeito do volume da amostra sobre o volume fixado dos
reagentes. Onde: -m- 333 uL; -e- 667 uL; 1000 pyL e -V- 1333 pL.
A 625 ,m = absorbancia (A =625 nm).
5.12.9 Faixa linear da reagao

Empregando os parametros definidos a partir dos resultados discutidos nos

itens precedentes, foi processado um conjunto de solu¢des de referéncia, os resultados

sdo mostrados na Figura 5.15. Observa-se uma resposta linear (r = -0,996) na faixa de

2,5a40 g L.
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Figura 5.15 - Curva analitica referente ao processamento de solugbes de
referéncia de arsénio(lll). As linhas tracejadas, superior e inferior, representam

o limite de confianga a 95%. A linha vermelha representa a regressao linear (r =

-0,996). A = absorbancia (A =625 nm).

5.12.10 Efeito da adicao e recuperacao de As(lll) em amostras de

agua

Visando verificar se havia efeito de matriz, foi empregado o método de
adicdo e recuperacao. Os resultados da Tabela 5.4 mostram que a recuperacédo se
situou na faixa de 88,0 a 112,9%, portanto indicando que ndo ha efeito de matriz

significativo nas amostras estudadas.
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Tabela 5.4 - Valores do estudo de efeito de matriz do ion arsenito.

Valores de As(lll)

Amostra Recuperagao %
adicionado encontrado

0,00 5,60

A 5,00 10,20 92,9
10,0 15,95 106,3
0,00 4,83

B 5,00 9,43 88,6
10,0 15,33 110,4
0,00 5,19

C 5,00 9,85 93,4
10,0 14,75 91,5
0,00 6,6

D 5,00 11,80 103,0
10,0 17,20 109,1
0,00 9,83

E 5,00 14,25 94,1
10,0 20,05 102,23

5.12.11 Efeito de interferentes

Segundo Anthemidis; Martavaltzoglou (2006) a reagao de arsénio inorganico,
nos estados de oxidacao lll e V, com boro-hidreto de sédio para a formacgao de arsina,

nao sofre interferéncia significativa de outras espécies quimicas, como fésforo e silicio.
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O mesmo é descrito por Kundu et al., ( 2002a) e Kundu et al., ( 2002b) onde o arsénio
inorganico reage com boro-hidreto de sédio, na presenca de azul de metileno em meio
micelar. Infelizmente, por uma questdo de tempo habil, ndo houve como se confirmar a

inexisténcia de potenciais interferentes tal qual descrito pelos autores citados.

5.13Figuras de mérito

Para avaliar o desempenho global do sistema desenvolvido foram avaliados
alguns parametros considerados importantes, tais como: exatidao, precisao, faixa linear,
limite de detecc¢ao, limite de quantificagédo, desvio padrao do branco (SD), sensibilidade,
recuperacao e repetibilidade; os quais foram apresentados nos itens precedentes. A
precisdo e exatidao do procedimento proposto foram avaliadas através da aplicagao do
test-t student. Na Tabela 5.5 sdo resumidas as figuras de mérito do procedimento
proposto. Em comparagao com os procedimentos tomados como referéncia, observa-se
que o procedimento proposto apresenta vantagens significativas, principalmente em
relacdo ao volume de efluente gerado, frequéncia de amostragem, consumo de amostra
e limite de detecgcdo. Também, observa-se que a faixa de resposta linear, embora mais
estreita, a solugao de referéncia de menor concentracédo € 8 vezes menor que a menor
concentragdo empregada nos dois artigos. Este valor (2,5 ug L) é 4 vezes menor do
que o estabelecido pela ANVISA para agua potavel.
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Tabela 5.5 -

de arsénio em aguas.

Figuras de mérito para o método proposto para a determinagao

Parametro” Procedimento Proposto Referéncia’’  Referéncia’
Massa de NaBH4 0,04 ug > 0,01 ug
Massa de azul de metileno 0,005 ug * 0,0025 ug
Volume de amostra 500 pL 75 uL 75 uL
Volume de efluente gerado 2mL 3,5mL 3,5mL
Faixa resposta linear 2,5a40 ug L’ 20 a 120 ug L' 20a120 Mg L’
FreqUéncia analitica 25h o 10h"
Coeficiente de correlagéo (r) -0,99223 -0,9937 **
Coeficiente angular (a) -3,88 10" > >
Ponto de intersegao (b) 0,28106 o >
LD 0,3 ug L 30 gL’ 30 ugL™”

** valores ndo encontrados ou nao disponibilizados na referéncia pesquisada.

5.14Conclusoes

O uso do processo de multicomutagcao em fluxo permitiu a determinagao de

arsénio em agua potavel empregando a reacdo do azul de metileno em meio micelar

% Resultados calculados por determinagao
2 Resultados estimados por determinagéo conforme Kundu et al., ( 2002a).

2 Resultados estimados por determinagéo conforme Kundu et al., ( 2002b).
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com a arsina decorrente da formacao de hidreto. O método atende as determinacgdes
estabelecidas pela porta 518/2004 do Ministério da Saude. As amostras de agua
analisadas estdo em conformidade com os teores de arsénio total estabelecido por Lei.

O método desenvolvido é simples, robusto, compacto, facil de ser executado,
apresenta 6tima sensibilidade analitica (LD = 0,3 pg L™), ndo requer etapas de pré-
tratamento da amostra. O consumo de reagentes e, consequentemente, o volume de
efluentes gerado pelo método proposto € menor que o descrito por Kundu et al., (
2002b) e Kundu et al.,, ( 2002a). A implantacdo do método n&o requer grandes
investimentos para sua implantagdo quando comparado a cromatografia de troca idnica.
O método foi aplicado com sucesso na determinagdo arsénio em aguas, com
excelentes resultados em termos de precisdo e exatiddao, sendo uma boa alternativa
para a determinag&o e monitoramento em empresas de saneamento.

A automacgao do método através do processo de multicomutagado possibilitou
maior versatilidade na insergdo dos reagentes e amostras, minimizando o consumo dos
mesmos e, por consequéncia, minimizou a geragdo de residuos. Além disto, o
procedimento desenvolvido minimiza o risco de contaminagao por se tratar de um

sistema fechado.
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