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RESUMO

Sasaki, M. KProjeto e desenvolvimento de um sistema de anélisgsimicas por injecédo
em fluxo para determinacbes espectrofotométricas multdaneas de cobre e de niquel
explorando cinética diferencial e calibracdo multiariada. 2011. 57 f. Dissertacao
(Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na AgricaltuUniversidade de S&o Paulo,
Piracicaba, 2011.

Andlise cinética diferencial explora diferencas &mas reacionais entre os analitos e um
sistema reacional comum; etapas de separacdo pdddaanalitos podem entdo ser
prescindidas. Sistemas de analise por injecdo emo f(FIA) se afiguram como uma
ferramenta importante para métodos envolvendo e&stsatégia, pois permitem um controle
preciso da dispersdo de reagentes / amostraseeng@rizacdo. O objetivo deste trabalho foi
entdo explorar estes dois aspectos favoraveisdosamleterminacéo simultdnea de cobre e de
niquel, a partir de suas reacdes com o reagentgogénico 5-Br-PADAP. Trés aliquotas de
amostra eram simultaneamente inseridas, por meianaddnjetor proporcional, no fluxo
transportador reagente (5-Br-PADAP 75 m{ t sistema tamp&do 0,5 mol*Lem &cido
aceético / acetato, pH 4,7) de um sistema FIA ehmliinica. Durante o transporte em direcao
ao detector, as zonas estabelecidas se coalesmigmando uma zona complexa que era
monitorada a 562 nm. Os valores locais maximosrenmos da fun¢do concentragdo / tempo
obtida eram considerados para calibracdo multigarigilizando a ferramenta quimiométrica
PLS-2 partial least squares -)2 A concentracdo do reagente, a capacidade tangao,
temperatura, a vazdo, os comprimentos do percuedieo e das algcas de amostragem, bem
como a distancia inicial entre as zonas de amasitabelecidas foram avaliados para
construcdo dos modelos matematicos. Estes foramdosia partir de 24 solugcbes-padrao
mistas de Ctf e N* (0,00-1,60 mg ! em HNQ a 0,1% v/v). Duas variaveis latentes foram
suficientes para capturar > 98 % das varianciagimes ao conjunto de dados e erros médios
das previsées (RMSEP) foram estimados em 0,02674 Gng L para Cu e Ni, salientando a
boa precisdo do modelo de calibracdo. O sisten@opto apresenta boas figuras de mérito:
fisicamente estavel, quando mantido em operacagumstro horas ininterruptas, consumo de
314 pg 5-Br-PADAP por amostra, frequéncia analitiea33 amostras por hora (165 dados,
66 determinacdes) e erros nas leituras em sinabstbancia tipicamente < 5%. Entretanto,
verificou-se a inexatidao das previsfes efetuaes ipodelo proposto, quando comparadas
aos resultados obtidos por ICP OES. A partir déste, tornam-se necessarios maiores
estudos referentes a este tipo de matriz, bem clamécnicas de mascaramento dos possiveis
interferentes presentes.

Palavras-chave: Analises quimicas por injecdo eamofl Analise cinética diferencial.
Regressao parcial por minimos quadrados. Espetimétria UV-Vis.



ABSTRACT

Sasaki, M. K.Project and development of a flow-injection systenfor simultaneous
spectrophotometric determination of copper and nickl exploiting differential kinetics
and multivariate calibration. 2011. 57 f. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de d¢taer
Nuclear na Agricultura, Universidade de Séao PaRi@cicaba, 2011.

Differential kinetic analysis exploits the diffei@s in reaction rates between the analytes and
a common reactant system; prior steps of analyparagon can then be waived. Flow-
injection systems (FIA) are considered as an ingmbrtool for methods involving such a
strategy because they allow precise control of $ar@agent dispersion and timing. The aim
of this work was then to exploit these two favoealdspects for the simultaneous
determination of copper and nickel using the 5-BBDRP chromogenic reagent. Three
sample aliquots were simultaneously inserted bynsi@h a proportional injector into reagent
carrier stream (75 mg15-Br-PADAP + 0.5 mol [! acetic acid / acetate, pH 4.7) of a single-
line FIA system. During transport towards detectidhe established zones coalesce
themselves, resulting in a complex zone that wasitoi@d at 562 nm. The local maximum
and minimum values of the concentration / time le@ function were considered for
multivariate calibration using the PLS-2 (partiab$t squares - 2) chemometric tool. The
reagent concentration, buffering capacity, tempeeatflow rate and lengths of the analytical
path, sampling loops and initial distance betwdeggpwere established and evaluated for the
construction of mathematical models. To this erdC2f* and Nf* (0.00 - 1.60 mg L., also
0.1% v/v HNQ) mixed standard solutions were used. Two latentabkes were enough to
capture > 98% of the variance inherent in the dataand average prediction errors (RMSEP)
were estimated as 0.025 and 0.071 rifgfdr Cu and Ni, emphasizing the good precision the
calibration model. The proposed system presentsl digures of merit: physical stability
when kept in operation for four uninterrupted housnsumption of 314 mg 5-Br-PADAP
per sample, sample throughput of 33 {165 data, 66 determinations) and error readings i
absorbance signals typically <5%. However, inaccyraf the predictions made by the
proposed model when compared to results obtainetCByOES was noted. Thus, further
studies involving this type of matrix, as well aasking techniques of potential interferences
present, are recommended.

Keywords: Flow injection analysis. Differential letic analysis. Partial least squares
regression. UV-Vis spectrophotometry.
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1. INTRODUCAO

Uma determinacdo analitica geralmente envolve skgeretapas tais como
amostragem, mudancas fisicas, rea¢gfes quimicaaragdp do analito, mensuracao, etc.
Quando uma ou mais etapas impdem um carater tré@siadeterminacdo, caracteriza-se um
método cinético de analisés.

Os métodos explorando cinética diferencial, emmtega em analises
multicomponentes, constituem-se em uma das vesteloe métodos cinéticos. Tais métodos,
em geral envolvem a interacdo dos analitos comaagente em comum, e as diferencas nas
taxas reacionais sao consideradas para distinguuamtificar os componentes, sem a
necessidade de qualquer separacéo fisica.

Mesmo podendo se constituir em métodos mais simp@sdos e precisos quando
comparados aos métodos onde os equilibrios quins@osatingidos, os métodos cinéticos
apresentam algumas desvantagens, pois necessitaum deaior controle das condi¢cOes
experimentais, em funcdo de serem mais susceptigeigariacdes de pH, forca ibnica e
temperatura do ambiente reacional, bem como daoiézrag&o’ Devido aos avancos recentes
na automatizacdo dos sistemas analiticos, a medinpreenséo da instrumentagdo analitica e
das reacdes quimicas, e ao aprimoramento dos nsétledtvatamento de dados, os métodos
cinéticos tém sido mais mais utilizadds.

A mecanizacdo pode ser considerada como um dosma@parentos dos
procedimentos de andlises quimicas, pois posaihilih controle eficiente dos principais
parametros que condicionam uma determinacdo a@aali@btem-se entdo, resultados mais
confiaveis, de forma répida e segdr@entre as diversas possibilidades de mecanizacao,
destacam-se aquelas envolvendo sistemas de and&jisiesicas em fluxo, onde a
automatizagéo e a miniaturizagéo séo facilmenteladt proporcionando baixos custos de
instalagcdo, operacdo e manutencédo dos analisadt@esde reduzido consumo de amostras e
reagentes, e curto tempo de analise.

Nos sistemas de analises em fluxo, uma aliquotanaastra € introduzida em um
fluxo transportador, originando uma zona reprodltide amostra que é transportada em
direcdo ao detector. Durante seu transporte, a denamostra participa das operacdes
inerentes ao procedimento analitico, tais comoigdity adicdo de reagentes, didlise, troca-
ibnica, extracao liquido-liquido e/ou difusdo gasafentre outras. Em funcdo da geometria

fixa do médulo de andlises e do rigido controleperal, estas operacdes sdo conduzidas de
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maneira eficiente e reprodutivel, o que torna \li@vetilizacdo desses sistemas quando da
implementac&o do conceito de medidas analiticasaas no registro de sinais transiehtes
pois permite um controle preciso da dispersdaoddgantes e de amostras) e da temporizacao.
A amostra processada € monitorada durante suageassgelo detector e posteriormente
descartada.

Durante a passagem da zona de amostra pelo degatessivas mensuragdoes podem
ser realizadas, cada uma delas correspondendodifenente tempo médio de residéncia da
zona de amostra no percurso analitico, a uma difereoncentracdo do analito e a uma
diferente condicdo de tratamento da amoStc@nsequentemente, as quantificacbes sao
analogas aquelas envolvendo diversos sensoresa Bmsta, cada mensuragdo pode ser
considerada como associada a um diferente “psearkmg’, referente a um tratamento
especifico da zona de amostra, contrariamente @egiroentos envolvendo escaneamento
(varredura de determinado parametro).

A evolugcdo dos métodos analiticos e os avanco®ltagicos da instrumentagéo tém
levado a um aumento da quantidade de informacaidaolptesultados mais complexos e
variados), bem como a necessidade de se empregarae mais aprimoradas para tratamento
e andlise de dados. Neste sentido, a explorac@ioétieos quimiométric8s tem sido cada
vez mais intensa.

Tais métodos se constituem em ferramentas utilizadaanéalise de dados de natureza
multivariada, e envolvem conceitos de matematistgtistica e computacdo. Em relacéo a
calibracdo, a quimiometria busca um modelo baseadom algoritmo matematico capaz de
prever uma ou mais propriedades de interesse cparogxemplo, a concentragdo de um
componente na amostra, a partir de resultadosvau#dos.

O objetivo deste trabalho foi a determinacdo espitomeétrica e simultanea de
cobre e de niquel em um sistema de analises pmamjem fluxo. O reagente 2-(5-bromo-2-
piridilazo)-5-dietilaminofenol (5-Br-PADAPRY foi utilizado, e as diferentes taxas de reacgéo
deste com CU e NF* foram exploradas. Neste sistema, trés aliquotagrdastra eram
simultaneamente inseridas em um mesmo fluxo tratespmr contendo o reagente
cromogénico. Apo6s dispersdo parcial, originava-sea uzona complexa de amostra
apresentando trés regibes de maxima, e duas denanicwloracdo local. Esta zona era
dirigida ao detector, e as mensuracbes refererdesireco regides especificadas eram
quantificadas em um comprimento de onda Unico. @dosl eram entdo utilizados para
calibracdo multivariada explorando regressédo poarfieenta quimiométric@artial Least
Squares-ZPLS-2)M
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Métodos cinéticos

O primeiro estudo cinético foi realizado em 1850teve como objetivo o
estabelecimento de uma relagdo empirica entrezaeidetaxa de hidrélise de acucar de cana
(sacarose), em glicose e frutdée.

Em 1881, foi proposto o primeiro método visual paraleterminacdo da enzima
amilase em amostras de extrato pancredfldBste método baseava-se na variacdo da
coloracdo azul do ambiente reacional, resultantentlaacdo amido-iodo, em funcéo do
tempo. A taxa de descoloragcédo notada era catalpeldanzima.

Entre 1940 e 1950, a deteccdo visual foi substtyidr sensores elétricbsUm
exemplo marcante dos detectores desta época fspecteofotdmetro Beckman DY) que
representou a evolugdo de uma série de espectridotis deste fabricante, iniciada em
1940. Este instrumento apresentava melhor resolegéenor susceptibilidade a luz difusa
comparativamente aos antecessores, sendo atéficémksi como o instrumento mais
importante para o avanco da biociérigia.

Um sistemastopped-flowcom deteccdo espectrofotométrica foi projetadol1&d0
para a determinacdo de constantes de reacesvamlatite rapidas® Os volumes de
reagente e de amostra eram inseridos de maneiita gibimultanea, por meio de seringas
motorizadas, em uma camara de mistura posicionadaodde um espectrofotometro. A
formacdo do produto reacional era monitorada intadiante apds estas insercdes
quantificando-se a variagdo da absorbancia sobigiesl estaticas durante um periodo de
tempo.

Nos anos 60, os métodos cinéticos tornaram-senfereas mais viaveis e confiaveis,
devido ao desenvolvimento em instrumentacdo pdgetspecificamente para tal firh.
Dentre as inovacdes dessa épbgqaodem ser citados: sensores eletroquimicos e&itaEos
de alta qualidade apropriados ao monitoramentdruamtdas reacdes envolvidas, técnicas de
mistura rapida, celas reacionais com controle depéeatura, bem como procedimentos

automatizados de processamento de dados, o quéiparma leitura direta mais eficiente
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das respostas referentes a concentragdes ou désidméticas e diminuiu o trabalho tedioso
até entdo associado aos métodos cinéticos.
Desde entdo, a exploracdo de métodos cinéticorases quimicas tem apresentado

diversas tendéncids

e crescente uso de "automacéao inteligente";

» crescente aplicacdo a anélises multidimensionais;

« continuo desenvolvimento de estratégias de protestga de dados;

* progressos em procedimentos de compensacao dg erros

* inovacdes em métodos cinéticos multicomponentes;

* expansao das aplicacbes envolvendo determinagi&scas.

Consequentemente, os métodos cinéticos de antdisese tornado mais confiaveis e
seletivos, além de menos dependentes das condigpesamentais. Tais métodos podem ser
classificados de diferentes maneitas.

Em funcdo das caracteristicas reacionais, 0s metdéticos podem explorar reacdes
nao-catalisadas ou catalisadas, estas Ultimaseinégmente envolvendo enzimas, como no

mecanismo de Michaelfs representado pela Eq.1:
k1 kz
E+ S-—T ES— E+P

onde: E = enzima que reage com o substrato (Xe&iaES = espécie quimica intermediaria
que se decompde a taka P = produto. A regeneracéo de E caracterizalo catalitico.

Os métodos cataliticos sdo importantes represestaids métodos cinéticos de
analises e, na maioria dos casos, exploram reagdesi-reducéo (reacdes indicadoras) sobre
as quais o analito atua como catalisador, substratnodificador (ativador ou inibidot.

Conforme a metodologia de manipulagdo dos dadosné&edos cinéticos podem
envolver determinagfes Unicas ou simultaneas. ®ataterminacdo de uma Unica espécie
envolvendo reacao catalisada (indicadora), o anpditle ser quantificado a partir de métodos
integrais ou meétodos diferenciais de andlise datgjapara dois ou mais analitos, sao
utilizados procedimentos de analise cinética difeis@ (do inglés differential kinetic
analysig, onde as diferentes taxas reacionais dos anditgéoge a um mesmo reagente sao

exploradas e os produtos reacionais, em geralasiesil sdo simultaneamente monitorados.
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O objetivo geral dos métodos cinéticos multicompbes explorando analise cinética
diferencial é a deteminacdo de pardmetros cinétoodas concentracdes analiticas de uma

mistura de componentesonforme Eq. 2:

onde: E = espécies quimicas em concentracoegju@ interagem com um reagente em
comum (R) a taxas reacionais distintas, represastpdrk;, formando produtos similares,
mas nao idénticos;.P

Devido as baixas concentracfes, @ concentracdo R tende a ser constante.
Consequentemente, cinéticas de pseudo-primeiramofiie. 3) tem sido frequentemente

relatadas:

ondek’i =k [R].

Para confirmar a pseudo-primeira ordem, a validatke Eq. 3 pode ser
experimentalmente verificada, variando-se C
Dependendo das diferencas entre as taxas reaci@¢)aisdo utilizadas diferentes
estratégias para a resolucédo das misturas multieana
Em analises cinéticas diferenciais envolvendo dmislitos, esta resolucédo torna-se
mais simples, especialmente quando a diference asttaxas reacionais é suficientemente
grande, pois cada espécie pode ser tratada sepemaia Assume-se que, a qualquer
instante, apenas uma espécie esta reagindo e a jauteagiu completamente, ou esta
reagindo tdo lentamente a ponto de nao interferireacdo de interesse. Porém, quando a
diferenca entre as taxas € pequena, a estratégdm @cima ndo pode ser aplicada, pois o
pressuposto de que uma das reacées pode ser neigliteen&o é validdNeste caso, podem
ser aplicados outros procedimentos, tais como:
* mascaramento (do inglésasking: com a insercdo de um agente mascarante, o
equilibrio de uma das espécies ¢é deslocado, deafarnéo reagir conjuntamente com
a espécie de interesse;
* mudancas cinéticas no sistema: as caracteristicagealjente e/ou do ambiente

reacional séo alteradas de forma a se obter dffaseadequadas das taxas reacionais;
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» extrapolacao grafica: os dados referentes a cargdets e seus respectivos instantes
de aquisicdo sdo plotados de acordo com uma fuogdpativel com a ordem da
reacdo envolvida, e o gréafico resultante é levadocensideracdo para se obter as
concentragdes iniciais dos analitos;

* equaches proporcionais: a Eq. 3 € simultaneamesgelvida para os analitos
envolvidos; é necessario que a taxa de cada reag@adual ndo seja alterada pela

presenca das outras espécies E, e que os sinkigasaejam aditivos.

A crescente utilizacdo de computadores em labaoat@uimicos colaborou muito
com o0s métodos cinéticos multicomponentes, espeeidt em relacdo ao ultimo dos
procedimentos acima mencionados. Se as reac0Oes icgsimapresentam relacdes
concentracdo / tempo nao-lineares, estas podemreetamente modeladas com o auxilio
computacional. Neste sentido, Pausch e Merg&rdascreveram um método utilizando de 30
a 60 equacOes proporcionais simultaneas. O emptegoomputador tem sido altamente
vantajoso também em métodos como linear simplifigaok minimos quadrados (do inglés
Simplified linear least squargsegressao nao-linear (do ingleen-linear regression filtro
Kalman (do inglé¥alman filtef) ou ainda a exploragdo de multiplos comprimenm®nda
(do inglésMulti-wavelenght detectigr?

Calibracdo multivariada baseada em regressao @dagsdr minimos quadrados
(CLSR, do ingléLlassical Least Squares Regres3jargressado por componentes principais
(PCR, Principal Component Regressiprregressdo parcial por minimos quadrados (PLS,
Partial Least Squares Regressjoe redes neurais artificiais (ANN®rtificial Neural
Network3, também sdo muito adequadas para determinacpésando cinéticas reacionais
devido & habilidade de processamento de grandesneslde daddsAlguns exemplos s&o
mencionados a seguir.

Estudos de alguns aspectos cinéticos associadoxéesbro necessitaram da
determinacdo das taxas de oxidacdo de alguns ctwspsiatetizados como novos sistemas
de transporte quimico (CDS, do ingl@semical delivery systemg ara o monitoramento das
concentracoes destes compostos, foi utilizada dbragio CLSR para a resolucédo dos
diferentes espectros de absorcdo, o0s quais erando®bta partir de método
espectrofotométricin vitro.*
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Determinacdes simultaneas de®Ga AF* envolvendo PCR foram efetuadas em

amostras mistas a partir de sistema de analisesics em fluxo com paragem da zona de

amostra® e deteccaespectrofotométrica baseado nas suas diferentas teacionais frente
ao reagente 4-(2-piridilazo) resorcinol em mei@io 2% Outro exemplo referente a PCR é a
determinacdo espectrofotométrica d€*Gr de W' baseada em reacdo indicadora de
oxidacdo de’lpor HO, em meio acidé?

Aminoé&cidos utilizados em formulacdes farmacéutipasa tratamento do sistema
nervoso central humano foram determinados espetiroétricamente por método
implementado em um sistema de analises quimicamjegéo em fluxo e paragem da zona
de amostr&® As diferentes taxas de oxidacdo dos analitos pdogato foram exploradas
com o auxilio de PLS. A mesma ferramenta quimioicetioi utilizada para a resolucéo de
uma mistura terndria de fons metélicos:**FeNi®* e Zrf*; as diferentes taxas de
reacdo / retencdo com 1-(2-tiazolilazo)-2-naftahobilizado em fase solida, foram
exploradas®®

Uma mistura de aminoécidos, neste caso glicinaiealiem amostra sintétfca foi
analisada em método fundamentado nas reacfes mafloquinona-4-sulfonato onde
ambos eram simultaneamente determinados utilizaad®NNs. Antioxidantes utilizados em
produtos alimenticio&® foram simultaneamente determinados utilizando-séibracéo
multivariada, onde os analitos reduziant'Fa diferentes taxas e as quantificacbes eram
realizadas indiretamente a partir do monitoramesfoectrofotométrico do produto formado
na reacdo entre Fee o reagente cromogénico 2,2'-dipiridil; diferentécnicas de calibragéo
multivariada foram comparadas, e ANNs mostrou-sis nentajosa.

Em virtude da importancia adquirida ao longo do pem periédicos
especializadds*® assim como volume espediaém periddico de grande circulacéo na area
quimica, tém sido dedicados aos métodos exploramwdagens quimiométricas. Essas
ferramentas seguem em geral algumas etdpagescritas sucintamente a seguir.

Os dados originais sdo organizados em duas matrikgsy n, de variaveis
independentes (matriz de dados experimentai¥); gy, de variaveis dependentes (matriz de
respostas experimentais, concentracdes por exengddp linharf) representa uma amostra
(ressalte-se que ambas as matrizes devem possesmo numero de amostras), cada coluna
(m) da matrizX corresponde a um sensor e cada colphad matrizyY, ao(s) analito(s) em

estudo.

" Neste texto, esta expressdo se refa@na stoppngstopped-flow) zone trapping
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Esses dados geralmente sdo pré-tratados, apOsamizargho nas matrizes acima
descritas, visando reduzir o efeito deletério despeis ma distribuicdes, que poderiam
dificultar a extracédo de informacdes Uteis e ajpregacdo dos mesmos. Dentre os métodos de
pré-tratamento utilizados, destacam-se a centraigemédia e o auto-escalamento dos dados;
no primeiro, calcula-se a média dos valores pada @®luna e subtrai-se cada valor do
respectivo valor médio, e no segundo, os dadosceatrados na média e divididos pelo
respectivo desvio padrao, sendo um para cada cdaunaatriz.

ApOs o pré-tratamento, as matri2€® Y sdo decompostas em vetores: de escores (do
inglésscore$, que sdo as novas coordenadas das amostragndid-se um novo conjunto de
eixos; e de pesos (do ingléadingg, que representam os pesos das contribuicbesntigea
eixos (quanto cada variavel antiga contribui) e sdaossenos dos angulos entre os eixos
originais e o novo eixo gerado. Gera-se ainda urattiznde ruidos estatisticos, que séo
residuos de dados ndo modelados; e o produto destte®s origina as variaveis latentes.
Representacdo da decomposicdo das matrizes é a&ilguna 1.

Realiza-se entdo a etapa de modelagem (ou calf)ragide se estabelece uma
relacdo matematica entre as matrizes. Nesta attilizam-se diversas amostras (padrdes) de
concentragbes conhecidas dentro de um intervala@omeentracdo (faixa analitica) pré-
estabelecido. Posteriormente, procede-se a etapsalkitacdo, na qual é verificada a
capacidade de previsdo do modelo, utilizando patealmente amostras (padrdoes) nao
utilizadas na etapa anterior.

A qualidade do conjunto de amostras utilizado a@aide calibracdo é avaliada por
intermédio da andlise de amostras an6malas (désiagtliers), que pode ser feita a partir de
analise gréafica das grandedaseragee residuos dStudent estes representam medidas da
influéncia de cada amostra no conjufitv®

ApOs as etapas de calibracao, otimizacao (remog&@mbstras andmalas do conjunto
inicialmente utilizado) e validagédo, o modelo pséde aplicado a amostras com concentragoes
desconhecidas.

Métodos de calibracdo multivariada como CLSR pod&hzar um grande volume de
dados (toda informac&o contida na maiXig para construcdo de modelos; este necessita,
entretanto, do conhecimento da concentracdo des tasleeventuais espécies interferentes.
Esse problema pode ser solucionado com a utilizdedCR ou PLS: estes incluem somente
as variaveis relevantes na construcdo dos modelogiie resulta em calibragbes mais
eficientes e possibilita a construcdo de modelashmecom a presenca de interferentes, além

de serem mais eficientes para contornar problenetetivos a ruidos experimentais,
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colinearidades e ndo linearidades; adicionalmeotenétodo PLS é menos susceptivel,
comparativamente a PCR, a erros decorrentes dmdides significativas de variaveis? E,
comparativamente a ANNs, a calibracdo por PLS fmnem muitos casos, resultados
semelhantes utilizando um menor niimero de amgsarasconstrucdo de model8s.

Na calibracdo explorando P¥832 a matriz dos dados originais é manipulada,
executando-se rotagfes dos eixos de forma a repmeseariacbes presentes em muitas
variaveis através de niamero menor de fatores, amgog entre si, conhecidos como variaveis
latentes. Os dados representados por um conjunéixde passa a ser representado por um
novo, contendo um menor nimero de eixos, reduzsdim, a dimensionalidade do conjunto
de dados. Estes novos eixos sao tracados de fodesceever a maior variacao (variancia) ou
espalhamento entre os dados, utilizando o menoeraipossivel de eixos.

Para a avaliacdo do desempenho dos modelos gepadlesn ser utilizados métodos
de validacdo cruzada, como por exempldeave one odf, onde procede-se & remocao
sucessiva de todas as amostras (uma de cada vephgmto de treinamento, e constroi-se
um modelo com as demais amostras. E a partir deagstas dos erros de calibracdo, dadas
pela raiz quadrada média dos erros de validacéadau(RMSECV, do inglésot mean
square error of cross-validatigne das porcentagens de variancia capturadasaeséno
namero ideal de variaveis latentes para cada modelo

A raiz quadrada média dos erros de previsdo (RM$8BRnglésroot mean square
error of prediction Eq. 4) € um parametro utilizado para a avaliag@erros de previséo e é

uma estimativa do desvio padréo relativo destas:

> (- v’

RMSEP=
e, (4)

onde,y = valor previsto pelo modelo; y = valor da progdede; n = nUmero de amostras.

Em andlises multicomponentes, a calibracdo por pade ser feita com regressdes
separadas para cada analito, ou seja, apenas lwma oa matriz Y (PLS-1); e também com
uma Unica regressdo para Varios analitos ao mesmgpot (PLS-2). Apesar de PLS-1
apresentar igual, ou melhor, acuricia nas previs8eS-2 apresenta algumas vantagens

relativamente & primeird:
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» existénciade um conjunto de fatores cons a todos os analit, 0 que simplifica a
interpretacdo e possibilita uma inspecao graficabanez

e com uma alta correlacdo entre as concentracOearddisos espe-se que o modelo
PLS-2 seja mais robusto gios modelos separados PLS-1;

e para um grandaumero de analitos, a construcdo de um unico mquia estes
mais facil e muito mais rapid

m a m m

Y |T|U +H F

n n n

Figura 1 - Decomposicéo de matrize
Cada quadro representa uma matriz, onde: X e Ydedariginais; T e U = escores; P e Q = pes(

e F = ruidos estatisticosaf@mais detalhes, V. texto.

2.2.Cinética diferencial em sistemas alises quimicas panjecao em flux

O conceito deandlises por injecdo em fluxo (FIA, do ingflow injection aalysi9
envolvemedidas analiticas baseadas em sinais trans, e pode ser dcazmente aplicado a
meétodos analiticosxplorando cinética reaciol. Um desenvolvimentcrescente de sistemas
FIA projetados para utilizacdo em meétodos multicongmtes baseados em ciné
diferencial tem sido notac®, e diferentes configuracbe® mddulo de anélis tem sido
propostas. Estas configura¢c podem ser associadasuen Unico detectc ou a diversas
unidades de deteccaneste caso, mais de um detector n-canal ou urrdetector multi-
canais), conforme exibidwa Fiura 2, sendo especificadas a seguir:

a) Unico detector:

« bifurcacdo / convergéncia de flt (do ingléssplitting / mergin)** a zona de amostra

é bifurcada e as aliquotas geradas, ap0s |em por diferentespercursos analiticos

(condicdeseacionais), convergem antes de chegar ao de (Figura 2a);
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insercdo simultanea / convergéndra: aliquotas da amostra sdo inseridas
simultaneamente em percursos analiticos (condicdescionais) diferentes,
convergindo antes do detector (Figura 2b);

FIA reverso (do ingléseversed FIA: aliquotas de reagentes sdo sequencialmente
inseridas em um fluxo da amostra (Figura 2c);

interpenetracdo das zonas (do inglése penetratiofl® zonas de amostra e reagente
interagem durante a sobreposicao gradual destasd@a em que séo propulsionadas
até o detector (Figura 2d);

cubetas de fluxo alinhad¥s cubetas de fluxo sdo posicionadas ao longo de fei
Optico de um unico espetrofotdmetro (Figura 2e);

configuracdo fechado-aberto (do ingl&osed-ope)i: a zona de amostra é
aprisionada em um circuito fechado contendo o tlatee uma segunda bomba
peristaltica propulsiona a zona de amostra demtrarduito (Figura 2f);

substituicdo de reatores (do ingksactor replacemeht®: configuracdo onde cada
comutacdo do injetor representa a insercdo deedifes aliquotas de amostra, em
diferentes percursos analiticos, e consequententifgieentes condi¢cdes reacionais
(Figura 29);

deteccdo multi-localizada (do ingléaulti-site detectioy®™: a cubeta de fluxo é
posicionada no médulo de analises de modo que aadatacdo do injetor permita
monitoramentos do produto formado em diferentesisoco percurso analitico

(condicdes reacionais) (Figura 2h).

b) duas (ou mais) unidades de deteccéao:

unidades de deteccdo em sElialiversos detectores sdo posicionados em série no
modulo de andlises (Figura 2i);

bifurcacéio / deteccéo independéhte zona de amostra é bifurcada e as aliquotas
resultantes passam por percursos diferentes agSpactivos detectores (Figura 2));
insercdo simultanea / deteccdo independerstéquotas de amostra sdo inseridas
simultaneamente em percursos analiticos difereatass produtos formados séo

monitorados em detectores independentes (Figura 2k)
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Alguns exemplos das diferentes configuragfes dodutoé de andlise de sistemas
FIA explorando cinética diferencial sdo dados aiseg

b) N
T,
A
R
B
e) A hv
T ! Q‘
R L=< Q
B
g) A h) A
T i T .
| R
R ; |
B A ’
D4 h) N © b4
T ! — 1t ) R, g win—(D)—L
L D)L
R R R, 5 w—(D)—L
5 B s °

Figura 2 - Configuragcbes comumente utilizadas em sfemas FIA para determinacdes
multicomponetes explorando cinética reacional

B = bomba propulsora de fluidos; A/ A’ = amostra=Tsolucéo transportadora; Rreagente; L =

recipiente para descarte) h feixe de luz incidente; D = unidade de detectiitha tracejada status
alternativo do modulo de analises

O método pioneir) explorando cinética diferencial em sistema FIAgmposto em
1979 e apresentado como o primeiro de uma sérigggertigos versando sobre o tema, do
mesmo grupo de pesquisas. Determinacbes simultafeeddf” e Sf* foram realizadas a
partir das diferentes taxas de dissociacdo acidacdmplexos formados entre os metais e 0
reagentetrans-1,2-diaminociclohexanotetraacetato (CDTA), utitida ion cuprico como
sequestrador (do ingléscavenger A configuracdo especificada na Figura 2i, enentlo

dois detectores em linha, foi utilizada e os siramaliticos provenientes dos dois picos,
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correspondentes as absorbancias dos produtos fosm@bdmplexos Cu-CDTA), foram
utilizados para resolucdo da mistura binaria pedtonio das equacgdes proporcionais.

A estratégia acima ndo podia ser utilizada paralugedo de misturas nas quais as
diferencas de taxas reacionais de dissociacaoasderh suficientemente grandes, como no
caso envolvendo M@ e C&'. Esta limitacdo foi superadautilizando-se um sistema
semelhante ao primeiro, porém explorando as taradisbociacdo dos complexos metal-
(2.2.1)criptatos e empregando ion sédio como séauaes. Nestas condicdes, o primeiro pico
registrado refletia predominantemente a concerdratgi Md* e o segundo, a soma das
contribuicdes de ambos os analitos, possibilitars$im a quantificacdo de Ca de Mg*.

O terceiro artigh versou sobre a resolucdo de misturas entreeSMg’* ou C&",
onde o ligante utilizado foi o (2.2.2)criptato esequestrador foi 0 ion potassio. Nesse
trabalho, porém, as deteccdes eram realizadas oremito-se os produtos formados em
reacbes paralelas entre o reagente cromogéniainfilatomplexona (do inglgshthalein
complexong e os ions metélicos liberados na dissociacaonuetsl-(2.2.2)criptatos. Duas
configuracdes foram utilizadas, sendo uma semedha® anteriores (utilizando dois
detectores) e outra envolvendo a insercdo duplalideiotas de amostra que, depois de
passarem por percursos e condicdes reacionaigmiés; convergiam (Figura 2b) para uma
camara de mistura (do inglésxing chambeérantes de serem direcionadas ao detector. As
mensuracgdes, semelhantemente ao segundo artigoielafgram realizadas por combinacdes
dos resultados dos dois picos, referentes as cvacéas dos analitos, sendo a reacéo te Sr
a reacao mais lenta.

Alguns métodos cinéticos classicos potencialmeptetigos, pouco utilizados em
procedimentos manuais por serem muito dependeatespdodutibilidade temporal, tanto do
produto formado quanto dos reagentes utilizadashayam confiabilidade quando aplicados
a sistemas FIA® Neste sentido, outros métodos utilizando enzireas gido eficientemente
conduzidos em sistemas FtAOutra vertente dos sistemas FIA, eficientemenpéoeada em
métodos cinéticos de analises, é a paragem dadeoamostrd** que permite se aumentar o
tempo de residéncia e, consequentemente, a seatwileil sem aumentar a dispersao, é
utilizado com sucesso em medidas de taxas reasjosaivindo assim como base para as
leituras analiticas.

Os pesticidas clorpirifés e carbaril foram simuitamente determinados em
formulacdes comerciais a partir das taxas de dagéaddos compostos frente aCd em

meio alcalino. Foram utilizados sistemas FIA comragam da zona de amostfeom
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configuracdo semelhante a Figura 2d), explorandaisética diferencial em métodos
envolvendo equacdes proporcioffais regressdé8PLS-1 e PLS-2.

O conceito de bifurcacéo da zona de amostra eemsast FIA foi proposfd em 1976,
visando o aumento da frequéncia analitica, assimoca expansédo da faixa dinamica de
concentracdes. Apesar de ndo ser um método cindticanalise, os autores ja previam a
possibilidade da utilizacdo dessa estratégia esmtétodos.

A crescente utilizacdo de bifurcacdo da zona de samoem métodos
multicomponentes levou a estudo critertismnde as carateristicas geométricas e
hidrodindmicas desse tipo de configuracdo (Fig@gaf@am utilizadas em expressdes que
possibilitaram a previsao de taxas de divisdo Waaia de amostra inserida; testes utilizando
solucéo de verde de bromocresol demonstraram adénocia com previsdes teoricas.

Determingbes de M e FE" foram realizadas sequencial e simultaneamente por
métodos catalitico-fluorimétricos em sistemas FfANo primeiro caso, dois fluxos
transportadores diferentes eram inseridos sequerite, com a utilizacdo de uma valvula-
solendide e, as diferentes interacbes com a mibingaia geravam sinais proporcionais as
concentracdes, 0s quais eram combinados para fitends analitos. No modo simultaneo,
foram abordadas as diferencas das taxas reacialisatalise em configuracdo que
apresentava bifurcagcédo da zona de amostra segeliiciangtergéncia das aliquotas (Figura 2a),
apos passagem destas por diferentes percursoscasali

Diferentes configuragc@es utilizando uma ou duast@asde fluxo e um detectasf.
Figuras 2a, 2e, 2j) foram propostas para implengéotale analises cinéticas diferenciais em
sistemas FIA para determinacdes simultaneas @eeNid*. ** Com base nas diferentes taxas
reacionais foram estabelecidas equacdes propoigipaa as quantificagoes.

O aprimoramentt dos métodos explorando bifurcacéo da zona de smnfmstobtido
com a utilizacdo de uma valvula-solendide de tiés wontroladas por computador, em um
sistema FIA envolvendo multicomutacdo (do ingtéslticommutation onde a zona de
amostra era bifurcada com maior acuracia por meiadidpositivo; como aplicacdo foi
utilizada determinacdo espectrofotométrica simekanle Ct e Zrf* em digeridos de
plantas.

Utilizando-se agentes mascarantes e controle deagHpriados, foi proposto um
sistema FIA com uma configuracdo simplet Figura 2d), compreendida por insercao de
uma aliquota de amostra, confluindo com dois rdaggmmascarantes antes de passar por um
detector e, explorando cinéticas reacionais visaamdespeciacdo de compostos clorados

(cloro, dioxido de cloro, ion clorito e ion clorpem aguas potaveis, alcancando-se limites de
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deteccao abaixo daqueles estabelecidos pela US#@dPiglésUnited States Environmental
Protection Agency®

Baseando-se na formacdo de um complexo colorido t@adihidroxibenzeno-3,5-
dissulfonato de sédio e explorando-se a acelerdadoxidacdo de Eé&com utilizacdo de
radiacdo UV, F&€ e Fe total foram determinados simultaneamentdzanitio-se dois
sistemas®’ Em um destes, a zona de amostra passava poruhetas de fluxo posicionadas
em série (Figura 2e), com uma fonte de luz UV esstas; elas eram alinhadas de forma que
fossem monitoradas simultaneamente por um Unicectiet Na outra configuracéo, a zona
de amostra era aprisionada (Figura 2f), com o mustd uma valvula, em um circuito fechado
compreendendo o detector, a fonte de radiacdo Wwha@ segunda bomba peristéltica, que
propulsionava a zona de amostra dentro do circpitpiciando assim, repetidas mensuracoes
de uma mesma aliquota de amostra, até que esta dosgletamente dispersa na solucao
transportadora / reagente.

A exploracdo de diferencas nas taxas reacionamefra um mesmo reagente, em
analises em fluxo, pode ser realizada a partir ifierethites estratégias como: injecoes
multiplas, bifurcacéo da zona de amostra, subshitude reatores, deteccdo multi-localizada,
paragem da zona de amostra, etc. Entretanto, wWsandoncep¢do de um sistema cuja
arquitetura fosse mais simples e sem a necessiiladen controle de tempo externo ao
sistema, foi proposto um sistema para determindegdferro e vanadio em ligas metalicas,
baseado na influéncia catalitica desses sobreaad@oxidacdo de iodeto por dicromato sob
condicOes acidas. Medidas sucessivas ao longo rdosegtes de concentracdo gerados na
zona de amostra (referentes a diferentes elemdatfigido e a diferentes tempos de reacéo),
passando pelo detector, foram exploradas num sistemstituido por mini bombas-solendide
e a andlise dos dados foi realizada a partir darfesnta quimiométrica PLS22.

Um método semelhantefoi proposto para os mesmos analitos e mesma zmatri
anteriores. Nesse caso, porém, foram explorades;ies sucessivas de aliquotas de amostra
e 0S pontos, ou sensores, escolhidos foram os max@ns minimos (correspondentes as
sobreposicdes das sucessivas zonas de amostrésadancia gerados; a justificativa da

escolha de tais sensores baseou-se na maior acrgpsentada por tais pontos.
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2.3. O reagente 5-Br-PADAP

Os azo reagent¥s ou azo corantes, compreendem um grupo de reagerganicos
largamente empregados em analises espectrofotoasetb-Br-PADAP (Figura 3) € um
exemplo desses reagentes: derivado do 4-(2-pz@ilasorcinol (PAR), € um excelente
reagente para diversos metais e foi sintetiZadmscando-se melhores seletividade e
sensibilidade desse tipo de compostos heterociclidpresenta valores de absorptividade
molar dos complexos formados com cobre e niquell,fee 1,28 x 10L mol* cm?,
respectivamente, valores superiores aos dos coogp@wolvendo PAR.

0L
N N= N@— N(CzHs),

HO

Figura 3 - Estrutura do 5-Br-PADAP

Os métodos empregando 5-Br-PADAP como reagentensito utilizados, como
pode ser constatado em funcéo de inumeros trabadlaiando seu uso para determinagdes de
fons metalico® Entretanto, as estruturas dos complexos com efeaftos ainda é alvo de
estudos.

Apesar de ndo haver um consenso, os produtos fosmadreacdo com &iparecem
seguir o descrito por Shibataque descreve a formacdo de complexos com a rapéar
CU?" : 5-Br-PADAP, de 1 : 2 para valores de pH maiesatto que 6, e de 1 : 1 para valores
mais baixos. Essa constatacdo é corroborada pavdogtbaseados em técnicas como
espectrofotometrid™’, voltametrid® e espectrometria de massas

Ja os complexos formados confNipresentam razées molares metal : ligante de 1: 2,
para ambientes reacionais acidos ou alcalinos, oomef confirmado por técnicas

3°"%1e espectrometria de masSa<Entretanto, razdo discordante foi

espetrofotométricd
atribuida a0 mesmo complexo em trabalho publicamto\yatarai?, onde foi utilizada uma
técnica espectrofotométrica baseada no mecanismeadéao interfacial, encontrando-se uma

razdo molarde 1: 1, para4 <pH < 7.
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Apesar de 5-Br-PADAP ser muito utilizado em métodspectrofotométricos para
determinacdes de ions metélicos, sdo raros osltteabaersando sobre a utilizagdo deste
reagente em métodos multicomponentes exploranéticandiferencial.

Determinacées simultaneas de’Za Cd* em amostras aquosas foram realizadas
baseando-se em suas diferentes taxas reacionats &e reagente. Este foi imobilizado em
uma fase soélida do polimero XAD-4 e carregado (dpésloaded na regido central de uma
cubeta de fluxo, onde os sinais relativos as muaargn reflectancia decorrentes das
formacdes dos complexos M-[5-Br-PADAPIM = zZr** ou Cd") eram monitorados em
comprimento de onda Unico por sensor quimico de filiptica (do inglésptical fiber
chemical sensgr A quantificacdo dos analitos foi realizada vegressdo por minimos
quadrado$§®

Diferencas em taxas reacionais também foram exgdsrapara determinacdes
simultaneas de Glie N¥* em sistema FIA explorando deteccéo multi-locabizads analitos,
reagindo a diferentes taxas, eram monitorados esfometricamente e determinados por

método de equacdes proporciondis.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. Material

O mébdulo de anélises era constituido por:

« bomba peristaltica IsmatédPC-4 V 2.00, provida de tubos de bombeamento de
Tygon com diferentes diametros internos;

« injetor-comutadof* fabricado no CENA-USP, para insercdo das aliqudes
amostras no percurso analitico;

« sistema de aquecimento em linha Waflmem controlador 1/32 DIN série SD;

* sistema de deteccdo Ocean Optics, Inc. compostarparcubeta de fluxo tipo Z
de 18 pL de volume interno e 10 mm de caminho dpticna fonte de luz com
lampada de tungsténio e um espectrofotdmetro madig® 4000; estas unidades
eram conectadas entre si através de fibras Optieas, espectrofotbmetro,
diretamente a um computador por cabo USB, parafgedncia de dados;

* linhas de transmisséo, alcas de amostragem e esatabulares helicoidais,
fabricados com tubos de polietileno com diametterimo de 0,8 mm;

» demais acessorios e vidraria de uso rotineiro @or#orios de quimica.

O monitoramento dos produtos formados foi feitd628 Bm, utilizando-se software
SpectraSuite, do mesmo fabricante do sistema decghEi. A espectrofotometria a duplo
comprimento de ondafoi utilizada para compensacédo de eventuais @issr dos sinais
analiticos devidas ao efeito Schlieren, que saaltee® de mesclas mal sucedidas e/ou
gradientes de concentracdo entre soltfédes

Foram utlizados 50 ms como tempo de integracacsithass e médias de 50 leituras,
além de alisamento (do inglémoothing dos sinais obtidos baseado na média mével de 30
pontos.

As medidas das absorbancias méximas e minimassfoainsideradas foram
dispostas em matrizes de variaveis independefites) onde cada linhanf representou uma
amostra e cada coluna)(representou um “pseudo-sensor”, ou seja, cadamedou minimo

local considerado. Nas matrizes de variaveis depdrd Y, x 3, cada coluna p)
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correspondeu a concentracdo de um analito. Asstipaalculos, calibracdo e validagdo dos
modelos foram efetuadas com o Pldslbox versdo 4.0.2 (Eigenvector Research, Inc.), a

partir dosoftwareMatlab, verséo 7.0 (The MathWorks, Inc.).

3.2. Solucdes

Todas as solugdes utilizadas neste trabalho forapapdas com agua destilada-
desionizada e com reagentes de grau analitico.

As solucBes-padrdo estoque de cobre e de niquelo(20g L* Cu ou Ni) foram
preparadas a partir de 0,0786 g CuySE,O e 0,0896 g NiS¢BH,O dissolvidos em
aproximadamente 80 mL de HNO,1% (v/v), sendo o volume posteriomente comptetiéd
100,0 mL com a mesma solugédo acida. As solucOesipadistas de trabalho (Tabela 1),
contendo de 0,00 a 1,60 mg He cada um dos cations, eram preparadas a padituicées
apropriadas das solucdes-padrao estoque eng NG (v/v).

A solucdo estoque do reagente cromogénico (250 Mgdi preparada a partir de
0,125 g 5-Br-PADAP, que era dissolvido em 20,0 neLetianol, adicionado a 200,0 mL de
uma solucdo 8,0 % (v/v) do tensoativo Triton X-188ndo entdo o volume completado a
500,0 mL com agua.

A solucéo transportadora / reagente era preparad@amrdente. Para o modelo de
calibracéo escolhido, era obtida misturando-seQ181, da solucdo estoque de 5-Br-PADAP
com 100,0 mL de solucdo 0,20 mot pirofosfato de sédio (NB,O710H,0) e 0,5 mol [*
solucédo-tampéo acido acético / acetato de sodiosGQO@H / CHCOONa; pH 4,7), e
completando-se o volume a 500,0 mL com agua.

O reagente foi solubilizado em meio etandlico, aupecimento (aproximadamente
50 °C), devido a insolubilidade deste em meio aquosocdncentracdes de Triton X-100,
utilizado para aumentar a solubilidade dos comp@ewomados, e de pirofosfato de sédio,
agente mascarante para intereferéncias de fondicoetdomo F&, assim como o pH da

solucdo-tamp&o foram mantidos conforme trabalheriamt’ explorando a mesma reacao.
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Tabela 1 - Concentracdes de Clie de Nf* nas solu¢des empregadas nas etapas de calibracéo e

de validacdo dos modelogConcentragbes expressas em rifg $olucdes * empregadas na etapa de

validacdo
solucdo  cobre niquel solucdo  cobre niquel

1 0,00 0,40 16 1,20 0,40
2 0,00 0,80 17 1,20 0,80
3 0,00 1,20 18 1,20 1,20
4 0,00 1,60 19 1,20 1,60
5 0,40 0,00 20 1,60 0,00
6 0,40 0,40 21 1,60 0,40
7 0,40 0,80 22 1,60 0,80
8 0,40 1,20 23 1,60 1,20
9 0,40 1,60 24 1,60 1,60
10 0,80 0,00 *25 0,70 0,50
11 0,80 0,40 *26 1,50 0,50
12 0,80 0,80 *27 0,50 1,40
13 0,80 1,20 *28 1,50 1,40
14 0,80 1,60 *29 0,70 1,00
15 1,20 0,00

3.3. Amostras

O preparo das amostras fundamentou-se em informagégradas de livro
especific8’, bem como na orientacdo do préprio editor desgroXimadamente 0,1 g de
limalhas de ligas metalicas eram pesadas e cols@ddrascos Erlenmeyer de 250 mL, aos
quais eram adicionados 10,0 mL dqua regia(solugdo 3:1 HCI:HN®@ v/v). Algumas
amostras necessitaram ainda da adicdo de 2,0 nHFddevido a presenca de silicio (na
forma de silicatos) e tungsténio; para as amosjtas necessitaram HF, foram utilizados
frascos Erlenmeyer e de armazenamento feitos d& Rarfuanto que as outras puderam ser
solubilizadas em vidraria de uso rotineiro e estasam frascos de vidro ou de polietileno.

As amostras com as misturas acidas eram aquecidasbanho de areia
(aproximadamente 106C) até completa dissolucdo, seguido de gradual @miemda

temperatura de aquecimento para reduzir-se o voldoseacidos e, apos resfriamento a
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temperatura ambiente, os volumes eram completada® CamL. As solugdes resultantes
foram estocadas em recipientes apropriados. Obibpdlos de amostras eram entéo diluidos
em HNG 0,1% (v/v) a proporcdes (2 a 200 vezes) em quadsguassem as faixas de
concentracdo acima mencionadas. As concentrag@ieastidos constituintes das amostras
utilizadas (informacao pessoadiio apresentadas na Tabela 2; saliente-se quédantas

amostras era constituida por acos, que apreseatesrcbmo contituinte majoritario.

Tabela 2 - Faixas de concentracdes dos constituistelas amostras de ligas metalicafados
expressos em % (m/m)

constituinte concentracéo
Cu 0,012-3,50
Ni 0,079-11,12
Mn 0,280-1,53
P 0,009-0,035
0,0076-0,036
Si 0,030-9,21
C 0,048-0,916
Cr 0,060-17,37
Mo 0,010-5,54
\% 0,080-2,00
N 0,0039-0,009
Al 0,009-majoritario
Fe 0,85-majoritario

"Informac&o pessoal fornecida por MATIAS, T. B.,[M&/ UFSCar, em 2011.
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4. METODO

O método empregado neste trabalho para as det@@emaimultaneas de cobre e de
niquel baseou-se nas formagfes, a diferentes tal@scomplexos entre o reagente
cromogénico 5-Br-PADAP e os ions metdlicos. Os @spe de absor¢cdo dos complexos
formados apresentam-se na Figura 4, onde aliqdatasolucdes 2, 10 e 12 (Tabela 1) foram
inseridas no fluxo transportador / reagente e quamdm atingidas as absobancias maximas,
a propulsao da bomba peristatica era interrompikespectros eram registrados. Salienta-se
gue as absorbancias negativas observadas paraicemims de onda menores do que 520
nm se devem ao fato de que o fluxo transportadouera solucdo colorida. Selecionou-se
para monitoramento o comprimento de onda de 562enmara compensacao de efeitos
Schilieren, o comprimento de onda de 800 nm, em riice h4 absorbancia significativa
relativa aos produtos das reagdes de interesse.

A partir das diferencas em taxas reacionais pracsdea quantificacbes simultaneas
dos analitos através de calibracdo multivariadaldorentada na ferramenta quimiométrica
PLS-2.

4.1. Diagrama de fluxos

O mddulo de analises (Figura 5) permitia a insesj@multanea de trés aliquotas de
amostra / solucédo-padrédo no fluxo transportad@agente, o que conferiu ao sistema uma
configuracdo em linha dnica. As zonas de amostradge eram dirigidas até a cubeta de
fluxo para serem monitoradas ap0s passarem poeniiés condicdes (percursos analiticos e
tempos para desenvolvimento) de reagao e de digpeesultando em variadas distribuigcdes,
relativamente as absorbancias, dos pontos maximwgnanos locais explorados. Essas

distribuicdes nortearam a calibracdo multivariag@mliscriminar e quantificar os analitos.
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Figura 4 - Espectros de absorcéo
Acima: 0,8 mg [* Ni*"; meio: 0,8 mg [! C/**; abaixo: 0,8 mg Lt Ni** + 0,8 mg ' C/#*. Setas =

comprimento de onda utilizado para o monitoramé€®@ nm)
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Figura 5 - Diagrama de fluxos do sistema proposto
A = amostra; T = solucdo transportadora / reagebtes alcas de amostragem; R bobinas
separadoras ou reacional; tracejado em=Raquecimento; D = detector; area hachureadacfosi

alternativa do injetor-comutador. Para mais detlietexto

4.2. Influéncia dos principais parametros envolsido

Objetivando-se uma melhor discriminagéo cinéticaseja, um modelo de calibragcéo
gue mantivesse o compromisso de aliar as maioregmagens de variancias capturadas e os
menores valores de RMSEP utilizando o menor nupessivel de variaveis latentes, foram
avaliados univariadamente, no sistema da Figuos parametros: concentracdes da solucao
tampéo e de 5-Br-PADAP, temperatura de aquecimeatbobina reacional @R vazédo da
solugéo transportadora / reagente, comprimentoslgas de amostragem;)Ldas bobinas
entre amostras (R R) e da bobina reacional {R

4.2.1. Natureza da solucéo-tampéo e concentracaeBdd®>ADAP

O efeito da concentracéo da solucédo tampéo, audejcapacidade tamponante desta,
foi avaliada num intervalo de 0,5 a 1,5 mof,Lmantendo-se o pH 4,7; assim como a
concentracdo do reagente na solucdo transportadeemente, que foi variada de 25 a 100
mg L* 5-Br-PADAP.
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4.2.2. Temperatura de aguecimento da bobina realcion

A variacao da temperatura do cartucho em formadriia do sistema de aquecimento
em linha, ao qual era enrolada a bobinafB verificada no intervalo de 25 (temperatura
ambiente) a 60 °C; temperaturas mais altas naonfarflizadas devido ao consequente

surgimento de bolhas de ar no percurso analitico.

4.2.3. Vazao

A vazdo do fluxo transportador / reagente foi adai de 1,5 a 3,9 mL minvalores
mais baixos nao foram utilizados, pois prejudicargEobremaneira a frequéncia analitica, ao
passo que vazdes mais altas prejudicariam a foom@dgé produtos das reacdes envolvidas

bem como poderia resultar em excessiva pressaodimdmica do sistema.

4.2.4. Comprimentos das al¢cas de amostragem eobhasals

Diferentes combinacdes de volumes de amostra duoser{l) foram estudadas
empregando-se trés comprimentos de algcas de ag@asira5, 50 e 75 cned 125, 250 e 375
KL, respectivamente). As distancias entre as tvéaszde amostra geradas RR) também
foram avaliadas utilizando-se diferentes combinagiEbobinas medindo 75, 150 e 225 cm
(ca 375, 750 e 1120 puL, respectivamente). Como essé@ndias entre as zonas de amostra
estdo diretamente relacionadas a sobreposicasdestaessitou-se que tivessem volumes que
nao ocasionassem a separagdo completa das zawasiesmo tempo, que ndo aproximassem
demasiadamente os pontos minimos dos maximos lathrados no tratamento de dados.
Adicionalmente, a bobina reacionalsz[Roi avaliada entre 100 e 250 cm (500 e 1250 pL);

volumes maiores prejudicavam sobremaneira a freig@malitica.
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4.3. Construcdo dos modelos de calibracao

Previamente a construcdo de modelos utilizando Ph&cedeu-se ao pré-tratamento
das matrizeX e, utilizando-se método de centragem na média. Aidade do conjunto de
dados utilizado na etapa de calibragdo foi aval@ataanalise de amostras anémalas, e cada
modelo gerado foi submetido a validacdo cruzada, rpeio do métoddeave one out
Definiu-se entdo o numero ideal de variaveis lg®para cada um dos modelos levando-se
em consideragdo as porcentagens de variancia adptue os erros de validagcdo cruzada
atrelados a ele.

Os modelos foram construidos utilizando-se duastrés variaveis latentes e as
melhores condi¢des, que resultaram no melhor madieloalibracdo, foram escolhidas de
forma a se obter melhor precisdo das previsbespaAadade de previsdo para amostras reais
foi avaliada utilizando-se os resultados obtidos P OES® em amostras de ligas

metalicas.

4.4. Espécies interferentes

Espécies potencialmente intereferentes (", Mn**, PIF*, F€*, AI**, zr**, Ag",
Hg?*, CcM)* para a reacéo com o 5-Br-PADAP foram avaliadosaaties de massas Ni:Cu:l
(I = espécie possivelmente interferente) de 11;11:: 1 : 10 e 1 : 1 : 100. Adicionavam-se 0s
possiveis interferentes, nestas proporcées, engéesdtpadréo contendo 1,00 mg Ni?* +
1,00 mg ! Cu#”*, e as solucBes resultantes eram analisadas. ddtliizse os valores de
RMSEP do modelo construido, estimaram-se os idesvde confianca (1,00 mg™L+
RMSEP) nos quais os desvios das previsbes obtiosserh considerados como erros

aleatorios.
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4.5. Figuras de mérito

A partir do modelo correspondente a melhor diserag@o cinética, foram avaliadas

as principais caracteristicas analiticas:

a) as estabilidades do médulo de andlises e da liaba foram verificadas mantendo-se

0 sistema em operacao por cerca de quatro horas;

b) a estabilidade de calibracdo foi avaliada a pdes previsdes obtidas nas etapas de

d)

f)
¢)

validagdo em dez diferentes calibragdes efetuaddizando-se o modelo de
calibracéo escolhido;
a frequéncia analitica foi calculada através de mmodificacéo da equacdo (Eq®%)

utilizada em sistema baseado em paragem da zaraakdra:
F=3600 X (5 )™ e (5)

onde: F = frequéncia analitica'{htp = tempo de paragem da zona de amostra (s); t
tempo de limpeza do sinal analitico, definido cantervalo de tempo entre instantes
correspondentes ao maximo de absorbancia e abekstemento da linha base (s). A
modificacdo da equacdo acima consistiu na sulggiduile ¢ pelo intervalo de tempo
entre o primeiro e o Ultimo maximos locais consades nas mensuracoes;

o consumo de reagentes foi estimado através daéinedp analitica, considerando-se
a vazao e as concentracoes utilizadas;

a repetibilidade dos sinais obtidos foi calculad@ependentemente para cada
“pseudo-sensor”, onde uma mesma solugéo (27, Tdhedascolhida aleatoriamente,
foi inserida dez vezes consecutivas, estimandsslesvios-padrao das leituras;

a precisao foi estimada através dos erros RMSERMSEP;

a exatidao foi avaliada em funcdo da comparacae astconcentracdes dos analitos

em amostras de ligas metélicas, previstas pelo lmegeolhido e por ICP OE%
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O tempo de integracdo dos sinais foi selecionadwocg®0 ms como um compromisso
entre a intensidade da fonte de luz, a possib#iddd saturacdo dos sinais e a faixa
operacional do detector. Visando uma razao sinaidb adequada, utilizaram-se médias de
50 leituras (sinais integrados) em conjunto conséahento” dos sinais, baseado em médias
moveis de 30 pontos. Valores maiores que os acepacdicados nao foram utilizados
buscando-se manter um maior nivel de fidelidadefasmacfes que chegavam ao detector.

A solucéo transportadora contendo o reagente SABYAP apresentava coloracéo
alaranjada com maximo de absorbancia a 462 nmargorttambém absorvendo no
comprimento de onda utilizado para monitorar oslptas das reagdes de interesse (562 nm),
mas este aspecto ndo se afigurou como um fatotatite para as mensuracoes.

Os sinais correspondentes aos brancos analiticlhg0gs-padréo isentas de analitos,
nao foram considerados em nenhum dos modelos u@wtr pois sempre eram apontados
como amostras anOmalas quando adicionados ao tonpe calibragdo. Provocavam
diluicdes da solucao transportadora / reagentangerpicos negativos.

As diferentes taxas de formacdo dos produtos neaisidoram evidenciadas com o
monitoramento das absorbancias relativas a elekiegdo do tempo, como apresentado na
Figura 6. Para esta avaliacdo, aliquotas de saygdéerdo mono-analito (1,00 mg Ni** ou
Cuw?") foram inseridas no fluxo transportador idéntiam wtilizado para as mensuracdes
simultaneas e, quando era atingida a primeira b&eora local maxima, as zonas de amostra
eram paradas por 2 min, via interrupcdo da propulsd@ bomba peristaltica. O
desenvolvimento reacional dos produtos duranteiess®alo de tempo pode ser avaliado em
funcdo do aumento continuo da absorbéncia mondofadservou-se que a reacdo com o ion
CU?* procede de uma forma mais rapida comparativaniergacdo com Ki. Essa diferenca
em taxa reacional foi norteadora para as discripdes e quantificacbes efetuadas pelos

diversos modelos matematicos construidos e avaliado
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Figura 6 - Registro do desenvolvimento das reagdeno-analito com paragem de fluxo

As setas indicam interrupgéo (pretas) e religamg@itaas) da bomba peristatilca

Uma representacdo de registro absorbavetampo tipicamente obtido por insercao
das aliquotas de amostra, com a configuracdoaddina Figura 5, € dada na Figura 7, onde

sao retratados também os “pseudo-sensores” redsraronstrucado das matrizes
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Figura 7 - Registro tipico da zona complexa geradaor insercdo das aliquotas de amostra

Os numerod — 5se referem aos “pseudo-sensores” explorados
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De um modo geral, os modelos de calibracdo codssuiapresentaram bons
resultados quanto as porcentagens de varianciauradps e aos valores RMSEP
correspondentes a eles, utilizando apenas duag®udriaveis latentes. Estes resultados séo
apresentados e discutidos conjuntamente em seglinata a construcdo dos modelos. A
seguir, é discutida a otimizacao dos parametra$e eada variagdo de um destes representou

um modelo diferente.

5.1. Influéncia dos principais parametros envolsido

5.1.1. Natureza da solucao-tampéao

As formacbes dos complexos entre 5-Br-PADAP e os imetalicos em estudo
ocorrem numa ampla faixa de PH4,5-10 para Ni e 2-10 para Cii. Esse fato foi
confirmado em trabalho envolvendo a determinaciulsinea destes analitos explorando
deteccdo multi-localizady onde foi estabelecido que a faixa 4 < pH < 5 prapna a
melhor discriminagédo cinética; optou-se entdo peibzacdo de idéntica solugdo-tampdao
deste trabalho, cujo acido constituinte gCEOH) possibilita a condicdo de pH = pKa = 4,7
que € o valor de pH que confere a maior capacittadponante da mesma.

Avaliou-se outro parametro que condiciona a capa@damponante, a concentragao
da solugdo-tampao, utilizando-se concentracdes ,Bie 100 e 1,5 mol £ CH;COOH /
CH3sCOONa. Verificou-se que este parametro nado tevetamuifluéncia na capacidade
preditiva dos modelos (Tabela 4); selecionou-seeaamconcentracéo visando economia de
reagentes. Ressalte-se com o dito, a possibilidadgilizacdo de solu¢cdo mais concentrada,
dentro desta faixa, em casos onde a natureza damstra assim o requeresse.

5.1.2. Concentragéo de 5-Br-PADAP

O aumento da concentracdo do reagente cromogépjmesentou melhoria da

capacidade preditiva; porém, isto ocorreu até cpdoto, pois com a concentracdo de
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100 mg L, aumentou-se também o nimero de variaveis lateniézadas e os erros de
previsdo tornaram-se imensamente maiores (TabglaOptou-se entdo por se utilizar 75
mg L™.

Uma explicacdo plausivel para este comportamentqadir da variacdo da
concentracdo do reagente é que, a medida que sentu concentracdo, favorece-se o
desenvolvimento das reac¢des envolvidas; poréme atirgyir certa concentracdo, sucedem-se
desvios da linearidade provocadas por mudancasbsortevidade molar do reagente (além
de aumento da magnitude da linha base), uma veasjo®léculas do soluto comecam a ter

influéncia umas sobre as outras, quando em corgdeas maiores.

5.1.3. Temperatura de aquecimento da bobina reacion

A influéncia deste parametro é maior relativamenteacédo com Kii, por se tratar de
reacdo mais lenta que a do*Ciseu aumento leva a diminuicéo da diferenca esrExas
reacionais dos analitos, pois a primeira reacagatee mais rapida, ao passo que a outra é
menos afetada.

A variacao da temperatura de aquecimento nao plissita deteccao de tendéncias
quanto a melhorias em capacidade preditiva, poiem@mperaturas estudadas (25, 40, 50 e
60 °C) resultaram em distribuicdes irregulares emmsede previsdo. A temperatura de 50 °C
foi escolhida devido a utilizacdo de menor nimerwvaridveis latentes e por apresentar um
erro na validacdo cruzada semelhante ou menor catiyzanente as outras temperaturas
(Tabela 4).

A diminuicdo da diferenca em taxas reacionais (faoe afeta a diferenciacdo e
quantificacdo dos analitos na regressdo) podetiaacaa principio, maiores incertezas nas
discriminagdes cinéticas. Adicionalmente, maioitefeatalitico referente a rea¢éo mais lenta
se justifica em funcdo das possiveis incertezandyueesta reacdo nao € catalisada,
particularmente em menores concentracdes. Estetadpeobservado até mesmo quando se

utilizou o aquecimento de 50 °C, e é discutidoatds 5.3.
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5.1.4. Vazao

Por se tratar de um sistema em linha Unica, aovaadsolucdo transportadora /
reagente corresponde a vazao total. Menores eggwralisdo e de validacdo cruzada, e
menor numero de variaveis latentes foram obtidpartir de vaz6es mais baixas (Tabela 4),
as quais favoreciam o desenvolvimento das reasiésemaneira a do Nj assim como
mencionado no parametro anterior. Selecionou-s&zaov2,3 mL mifl, com 0 compromisso

de aliar um modelo mais preciso mantendo-se umhan&kquéncia analitica.

5.1.5. Comprimentos das alcas de amostragem eobhasals

No estudo dos comprimentos das alcas de amostraggificou-se que a utilizacéo
de 25 cm (menor dos comprimentos testados) na dagunterceira bobina (a contar da mais
préxima ao detector), em conjunto com outras naigds, deterioravam a qualidade dos
modelos, pois nessas condi¢cdes esta menor zonaaira sofria proporcionalmente maior
dispersao, fazendo com que as absorbancias magimasmas exploradas se aproximassem
muito, dificultando a distingdo destes pontos eugdo maiores imprecisdes nas previsoes.

Outras configuracOes utilizando diferentes compnitoe de alcas de amostagem na
insercdo mostraram-se piores comparativamentdizagéio de trés volumes iguais e, dos trés
modelos referentes ao emprego de iguais volumetsljzacdo de alcas de amostragem de 75
cm (375 pL) afigurou-se como a melhor escolha (Teade

Da mesma forma, a variacdo das duas distancies ahtaliquotas de amostra foram
avaliadas e, as associacdes de 75 e 225 cm (mem@iog dos comprimentos testados,
respectivamente) mostraram-se inviaveis, pois atawarse muito a disparidade entre os
pontos minimos obtidos (sobreposicdes das zonaanaestra), chegando-se ao ponto de
tornar impraticavel a distincdo entre pontos de imég e minimo locais, quando da
utilizagdo da menor distancia no segundo interegive aliqguotas de amostra (a contar do
mais proximo ao detector). Este aspecto se coadoumao fato de a utilizacdo de alcas de
amostragem de volumes iguais proporcionarem o0s aredh modelos, onde dois

comprimentos de 150 cm (750 puL) geraram menores €fiabela 4).
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Quanto ao comprimento da bobina reacional, asi@thg de amostra sofriam maiores
dispersdes, ao percorrerem as maiores distancess devido as melhores condi¢des para o
desenvolvimento das rea¢cfes, modelos com melharirdisacdo cinética eram obtidos
(Tabela 4). O comprimento de 200 cm foi seleciongdando-se uma melhor frequéncia
analitica, utilizando-se duas variaveis latentesvebse salientar que quando empregado o

comprimento de 250 cm, foram necessarias tréswasifatentes.

5.2. Construgéo dos modelos de calibracao

Como descrito anteriormente, a cada variagdo dedasnparametros em estudo,
construiu-se um modelo de calibragdo; na Tabelad8 asspecificadas as condigoes
experimentais referentes a cada um destes modelos.

A Tabela 4 apresenta os numeros de variaveistéetenilizadas para a construcdo dos
modelos de calibracdo, assim como os valores RMSEQRMSEP, e as porcentagens de
variancia capturadas atrelados a eles. Os vald#SHR também sdo expostos em forma de
grafico de barras (Figura 8), facilitando a visze@do da magnitude do parametro para os
modelos construidos.

Mantendo-se o compromisso de aliar uma maior reustm uma maior capacidade
preditiva, as condi¢cdes experimentais exploradasodelo 14 foram selecionadas, pois com
apenas duas variaveis latentes obtiveram-se osregenalores de RMSEP, além da captura
de mais de 98% das variancias.

5.3. Modelo de calibrag&o escolhido

O grafico representando a influéncia do numero @eaveis latentes no erro de
calibracdo é exibido na Figura 9. Verifica-se qom@ utilizacdo de duas variaveis latentes
obtém-se os menores valores RMSECV, justificand@sescolha deste numero para o
modelo escolhido (Tabela 4); variaveis latentesiadais ndo proporcionaram informacoes

gue beneficiem a qualidade do modelo, além de g@régeiro aumento dos erros.
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Figura 8 - RMSEP para os modelos de calibragd&m alguns casos (modelos 6, 13 e 18) os erros

obtidos séo maiores e consequentemente os valMB8&R extrapolam a escala utilizada
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Figura 9 - RMSECYV por variavel latente para o0 moded escolhido
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Tabela 3 - Condi¢cdes experimentais para os modela® calibracdo. Alcas de amostragem e

distancias entre estas (bobinas separadoras),asfaen partir das mais proximas ao detector

solugéo-

~ ~ alcas de bobinas bobina
modelo tampao reagente  temp. vazao amostragem separadoras reacional
mol L*  mgL* °C mL miri* cm cm cm
1 0,5 50 50 2,3 50/50/50 150/150 200
2 1,0 50 50 2,3 50/50/50 150/150 200
3 15 50 50 2,3 50/50/50 150/150 200
4 0,5 25 50 2,3 50/50/50 150/150 200
5 0,5 75 50 2,3 50/50/50 150/150 200
6 0,5 100 50 2,3 50/50/50 150/150 200
7 0,5 75 25 2,3 50/50/50 150/150 200
8 0,5 75 40 2,3 50/50/50 150/150 200
9 0,5 75 60 2,3 50/50/50 150/150 200
10 0,5 75 50 3,0 50/50/50 150/150 200
11 0,5 75 50 3,9 50/50/50 150/150 200
12 0,5 75 50 1,5 50/50/50 150/150 200
13 0,5 75 50 2,3 25/25/25 150/150 200
14 0,5 75,0 50 2,3 75/75/75 150/150 200
15 0,5 75,0 50 2,3 25/50/75 150/150 200
16 0,5 75,0 50 2,3 75/50/25 150/150 200
17 0,5 75,0 50 2,3 50/25/75 150/150 200
18 0,5 75,0 50 2,3 75/25/50 150/150 200
19 0,5 75,0 50 2,3 25/75/50 150/150 200
20 0,5 75,0 50 2,3 75/75/75 75/75 200
21 0,5 75,0 50 2,3 75/75/75 75/150 200
22 0,5 75,0 50 2,3 75/75/75 150/75 200
23 0,5 75,0 50 2,3 75/75/75 225/225 200
24 0,5 75,0 50 2,3 75/75/75 225/150 200
25 0,5 75,0 50 2,3 75/75/75 150/225 200
26 0,5 75,0 50 2,3 75/75/75 75/225 200
27 0,5 75,0 50 2,3 75/75/75 150/150 150
28 0,5 75,0 50 2,3 75/75/75 150/150 100
29 0,5 75,0 50 2,3 7517575 150/150 250
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Tabela 4 - Numero de variaveis latentes, porcentage de variancia capturadas, RMSECV e
RMSEP

modelo  Variaveis variancia (%) R!\Z/ISECV (mgh RMSEP (mg )
latentes X Y Ni?* cu” Ni** cu”
1 2 99,98 99,05 0,083 0,032 0,115 0,032
2 2 99,99 99,23 0,074 0,029 0,167 0,052
3 2 99,97 98,13 0,113 0,052 0,151 0,093
4 2 98,93 92,61 0,244 0,062 0,251 0,048
5 2 99,85 91,21 0,274 0,093 0,273 0,095
6 3 99,99 96,86 0,168 0,045 0,581 0,555
7 3 100,00 94,33 0,216 0,019 0,095 0,037
8 3 99,98 93,93 0,238 0,040 0,286 0,028
9 3 99,98 91,22 0,264 0,129 0,256 0,157
10 2 99,94 82,13 0,439 0,096 0,179 0,055
11 3 99,90 79,32 0,495 0,070 0,408 0,067
12 2 99,98 95,05 0,192 0,068 0,161 0,078
13 2 99,95 97,46 0,127 0,034 1,474 0,442
14 2 99,99 98,43 0,106 0,033 0,071 0,025
15 2 99,96 89,25 0,282 0,077 0,154 0,066
16 3 99,99 88,03 0,316 0,104 0,320 0,099
17 2 99,95 88,14 0,333 0,109 0,252 0,067
18 3 100,00 98,75 0,098 0,035 5,743 1,503
19 2 99,96 93,28 0,223 0,076 0,333 0,114
20 2 99,97 95,90 0,188 0,058 0,176 0,059
21 2 99,95 97,56 0,151 0,064 0,111 0,045
22 2 99,97 91,63 0,254 0,086 0,192 0,055
23 3 100,00 97,09 0,157 0,050 0,122 0,076
24 2 99,98 94,69 0,210 0,050 0,153 0,041
25 2 99,98 92,58 0,239 0,054 0,201 0,038
26 2 99,98 96,55 0,159 0,037 0,160 0,024
27 2 99,99 97,32 0,145 0,047 0,235 0,040
28 2 99,96 93,29 0,246 0,050 0,287 0,049
29 3 99,92 97,83 0,356 0,086 0,094 0,029

ApoOs a etapa de calibracdo, a otimizacdo do mddelealizada a partir da deteccéo
de amostras andmalas (Figura 10), ondftwareindicou com um nivel de confianca de
95%, que as solugbes 1 e 2 (Tabela 1) causavamesgjudte ao modelo construido. Este
aspecto prejudicial foi resultado das maiores tezass atreladas aos menores valores de
absorbancia referentes a estas solucdes, que ltamtias menores concentracdes do analito
que reagia mais lentamente e eram isentas da adp&cie quimica. Verificou-se
posteriormente que estas amostras, apesar deadkteatomo andmalas, tinham pequena
influéncia sobre o poder de previsdo do modelos mpiando retiradas geraram ligeira
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Figura 10 - Deteccdo de amostras andmalas
A linha tracejada assinala o limite (95% de corffggnpara indicacdo e 0s numeros em itélico, as

solugBes detectadas como anémalas.

Os valores RMSEP, para o modelo escolhido: 0,071 1ii** e 0,025 mg ! C#*,
resultaram dos erros provenientes da etapa deagatig onde as cinco solucdes utilizadas
(26-30, Tabela 1) foram avaliadas com replicatgetolando-se o aumento do numero de
amostras nesta etapa, além de uma observacéoadilsdprdas medidas ao longo da andlise
dos modelos construidos. As concentragdes preyvissagalores reais e 0s erros decorrentes
da comparacédo entre estes sdo apresentados na balaesim como curvas de correlacéo
entre as concentracdes, previstaseais, na etapa de validacdo do modelo escollkigoira
11).

Apés as etapas de construcdo, otimizacdo e vabdagdmodelo escolhido, este foi
utilizado na previsdo das concetracdes dos anaitoamostras reais de ligas metélicas, e os

valores previstos foram comparados com valoresiabipor ICP OES (Tabela 6).



48

Tabela 5 - Valores previstos, reais e de erros obbos na etapa de validacdoConcentragdes de

cobre e de niquel expressas em mglerros em %

Cu Ni
previstas real erro previstas real erro

0,73 0,70 3,71 0,47 0,50 -6,30
0,72 0,70 2,18 0,52 0,50 4,48
1,54 1,50 2,84 0,46 0,50 -7,31
1,48 1,50 -1,46 0,62 0,50 24,22
0,53 0,50 6,31 1,39 1,40 -0,63
0,50 0,50 -0,50 1,51 1,40 7,89
1,50 1,50 0,10 1,39 1,40 -0,94
1,48 1,50 -1,06 1,52 1,40 8,66
0,74 0,70 5,57 0,94 1,00 -6,04
0,71 0,70 2,12 1,05 1,00 5,07

1, 1

R°=0,99895 R’=0,98835 <

1,2 1,2

0,8 0,8

0.4 0,4 e

%8 04 038 12 16 %85 04 038 12 16

Figura 11 - Correlagdes entre concentragdes espergle previstas na etapa de validagéo
Esquerda e direita se referem aCai Nf*; concentragbes expressas em iy ¢ixos x = valores

previstos pelo modelo escolhido; eixos y = valoesss das concentragdes das solucdes testadas

Apesar de o modelo apresentar boa precisao, \&tdiatravés de pequenos erros de
calibracdo (RMSECV) e de validacdo (RMSEP), utiida duas variaveis latentes; ele
mostrou-se inexato, quando as amostras reais fteatadas, conforme os resultados da
comparacao com o método de referéncia (Tabela 6).

O testet-Studentacusou discordancia entre os métodos, ao niv@b%ede confianga.
Desta forma, constatou-se a presenca de erromaistes (além de possiveis erros aleatorios)
e assume-se que o modelo proposto ndo atende almegite ao previsto inicialmente,

necessitando, portanto de reformulagbes em etapasimentais.
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Tabela 6 - Resultados comparativosConcentracdes de cobre e de niquel em ligas mealic
expressas em % (m/m), determinadas pelo sistenmsime por ICP OF% As incertezas para o
sistema proposto sdo dadas na mesma unidade dent@igéio e sdo baseadas em trés replicacoes, e

as referentes a ICP OES sdo tipicamente 3%

Cu Ni
amostra
Proposto ICP OES proposto ICP OES
1 0,79+0,14 0,51 0,56 + 0,28 0,84
2 3,44 + 0,57 3,52 2,82 +0,97 2,87
3 6,08 + 0,28 5,27 9,25+0,94 8,76
4 0,29 + 0,04 0,26 0,35+0,14 0,21

5.4. Espécies interferentes

A partir das previsbes obtidas pelas solu¢cdes ndoteas diferentes proporcdes
relativamente as possiveis espécies quimicas [ateahte inteferentes, contruiu-se uma
carta de seletividade para o método proposto (dabelOs desvios em concentracdes cujas
magnitudes extrapolaram os valores de RMSEP (jzata analito) foram considerados como

interferéncia.

Tabela 7 - Carta de seletividade para o modelo pra@sto. Concentracdes dos possiveis interferentes
adicionados a solugdes 1,00 mg Ni** + 1,00 mg ' C#*; as marcacdes (X) representam

interferéncia em pelo menos um dos analitos, segaadalores de RMSEP para cada um destes

espécie concentracao
1mgL? 10mg L’ 100 mgL!

cd* X
zn* X X
Mn?* X X
PR X
Fe X X
Al%* X
zr* X X
Ag* X X
Hg®* X X X
Cco* X X X
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5.5. Figuras de mérito

Conforme descrito na secdo 4.5, as principais dgute mérito foram avaliadas

obtendo-se como resultados:

a)

b)

d)

f)

9)

0 sistema proposto mostrou-se fisicamente robpsie,quando mantido em operagao
por cerca de quatro horas, ndo foram observadagaslena linha base ou mal-
funcionamentos em nenhum dos componentes;

nas dez diferentes constru¢cdes do modelo de ogdibrascolhido obtiveram-se como
coeficientes de variacdo: 8,7% e 19,8% nas etapasalidacdo, para Glie NF*
respectivamente;

atraves dos tempos médios de limpeza (44 s) e entn@gaximos considerados (65 s),
estimou-se uma frequéncia de 33 amostras por koragspondendo a 165 dados
(leituras consideradas) e 66 determinacdes reakzad

foram consumidos 314 ug 5-Br-PADAP por amostraisada, ressaltando-se que o
baixo consumo de reagentes também foi obsevaddQp@OOH e CHCOONa: 24
uL e 34 mg, respectivamente;

0 sistema proposto mostrou boa repetibilidade eiasrds, pois as absorbancias dos
“pseudo-sensores” explorados apresentaram erfoartipnte menores que 5%;

a boa precisdo do modelo foi verificada com osreal®,106 e 0,071 mg*LNi**, e
0,033 e 0,025 mgt Cu**, de RMSECV e RMSEP, respectivamente utilizadosccom
parametros para esta estimativa;

os valores de concentracdes previstas pelo modekmf discordantes daqueles
encontrados por ICP OES, ndo se alcancando portantexatiddo desejada as
previsdes; inexatidado atribuida a possivel incorjpigiade das matrizes das amostras
com a das solugbes-padrao, mesmo com as diluiciésadas ou ainda, mais
provavelmente, devido ao efeito de interferentess pas ligas metdlicas utilizadas, os
analitos em analise sdo constituintes minoritaBo® reagente cromogénico nao

demonstrou uma grande seletividade, conforme Tabela
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6. CONCLUSOES

O sistema proposto para as determinacées simaitade Cti e de Nf* explorando
cinética diferencial e utilizando a ferramenta gommétrica PLS-2, mostrou-se viavel devido
a robustez, precisao das previsdes e baixo condemeagentes (inerente aos sistemas FIA).

Entretanto, a inexatiddo das previsbes comparad@xtanaos resultados obtidos por
ICP OES afigurou-se como fator limitante a impletagdo desse sistema, sob essas
condicbes, nessa matriz em larga escala, por ererglte fato reclama maiores estudos
referentes a esse tipo de matriz e aos possivergeirentes, que tendem a se constituir como
as proximas etapas dessa pesquisa. Estudos utdizamesmo modelo de calibracéo a outras
matrizes, como lodo de esgoto, extratos de soloatermais vegetais, foram também
conduzidos. Porém, a alta complexidade matricialladtn de esgoto exige estudos mais
aprofundados acerca da etapa de preparo de am@stedivamente aos extratos de solos,
torna-se necessario o uso de solucdes extratoeasdquinterfiram quimicamente no método
analitico, fator este que se apresentou como lweitde fato, as solucbes convencionais e.g.
Fehling 1, Fehling 3, DTPA n&do se mostraram apaoias. Desta forma, a colaboracdo com
um profissional em Fertilidade de Solos se torrsemsal. Salienta-se que a utilizagdo do
modelo a amostras de tecido vegetal afigurou-seodamavel devido ao tipicamente baixo
teor de N* nesse tipo de matriz, abaixo da faixa de conogiwram estudo.

Ainda, vislumbra-se a possibilidade da implemeitage determinagdes simultaneas,
com o0 mesmo reagente, abrangendo um maior nimesoalios (possivelmente algum(ns)
daqueles listados como possiveis interferenteskinda, a utilizacdo do sistema proposto
para outras matrizes, o que pode ser apoiada petade seletividade (Tabela 7) construida

para o sistema.
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