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RESUMO

OLIVEIRA, E. Determinagdo espectrofotométrica catalitica de molibdénio e ferro
explorando calibracdo multivariada em um sistema de analises quimicas em fluxo. 2015.
63 p. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2015.

Os efeitos cataliticos de Mo(V1) e Fe(lll) na oxidacdo de iodeto por peroxido de hidrogénio
foram explorados visando a determinacdo simultanea destes. Diferencas nas taxas de reagdo
foram alcangadas através do estabelecimento de duas zonas reacionais distintas para alteracdo
das cinéticas reacionais. Para isto, foi projetado um sistema de analises por injegdo em fluxo
que permite a insercdo de duas aliquotas de amostra, sendo adicionado acido sulfurico em
uma destas com formacdo de uma zona de amostra complexa. Cada elemento de fluido desta
zona € caracterizado por composicdo quimica, tempo de residéncia e taxa de reacao
especificas. Os principais parametros que afetam a taxa reacional, tais como concentracdo dos
reagentes, comprimento do reator e vazdo total, dentre outros, foram avaliados buscando
melhoria na sensibilidade e discriminacdo cinética entre os analitos. Os comprimentos das
alcas de amostragem e da bobina separadora foram avaliados construindo-se modelos
matematicos visando maxima discriminacao nas previsdes para os analitos. Os modelos foram
construidos a partir da ferramenta quimiométrica PLS (Partial Least Squares) utilizando 0s
dados gerados por medidas de maximos e minimos ao longo da zona de amostra. O conjunto
de calibracdo era composto por misturas de Mo(VI) e Fe(lll) na faixa de concentracdes 6,2 —
50,0 ug L' e 05 — 7,0 mg L™, respectivamente. O modelo selecionado apresenta boa
habilidade de previsdo com valores de RMSEP estimados como 0,67 pg L™ para Mo(V1) e
0,21 mg L™ para Fe(l11). Recuperagdes entre 85 e 114% foram obtidas para amostras de aguas
naturais. O sistema proposto apresenta estabilidade fisica, boa repetibilidade entre as leituras
(d. p. r. < 2 %), velocidade analitica de 31 h™ e consumo de 54 mg de iodeto de potéssio e
0,30 mg de peroxido de hidrogénio por amostra.

Palavras-chave: Analises quimicas por injecdo em fluxo. Andlise cinética diferencial.
Molibdénio e ferro. Espectrofotometria. Calibracdo multivariada.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, E. Catalytic spectrophotometric determination of Mo(VI) and Fe(lll)
exploiting multivariate calibration implemented in a flow system. 2015. 63 p. Dissertacédo
(Mestrado) — Centre for Nuclear Energy in Agriculture, University of Sdo Paulo, Piracicaba,
2015.

The catalytic effects of Mo(V1) and Fe(lll) in the oxidation of iodide by hydrogen peroxide
were exploited aiming at their simultaneous determination. Differences in reaction rates were
achieved by establishing of two distinct reactions zones to modify the reaction Kinetics
involved. To this end, a flow injection system allowing insertion of two sample aliquots was
designed, and sulfuric acid was added to one of the aliquots. A complex sample zone was then
established. Each fluid element of this zone was characterized by a given chemical
composition, residence time and reaction rate. The main parameters affecting the reaction
rate, such as reagent concentrations, analytical path length and total flow rate, among others,
were evaluated for improving sensitivity and analyte Kkinetic discrimination. Influences of
sampling loop lengths and distance between initial plugs were studied, and mathematical
models were constructed aiming at improved discrimination in prediction of analytes. The
models were constructed from the PLS (Partial Least Squares) chemometric tool using data
generated by measurements performed on sample zone regions with maximum and minimum
local concentrations. The calibration set consisted of Mo(VI) and Fe(lll) mixtures in
concentration ranges of 6.2 — 50.0 pg L™ and 0.5 — 7.0 mg L™, respectively. The selected
model is characterized by good prediction ability prediction, as RMSEP values were
estimated as 0.67 pg L™ for Mo(VI) and 0.21 mg L™ for Fe(lll), respectively. Recoveries
within the 85 - 114% range were obtained for natural waters. The proposed system presents
physical stability and favorable characteristics of measurement repeatability (r.s.d.<2%),
sampling rate (31 h™) and reagent consumption (54 mg of K1 and 0.30 mg H,O, per sample).

Keywords: Flow injection analysis. Differential kinetic analysis. Molybdenum and iron.
Spectrophotometry. Multivariate calibration.



12



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Diagrama de fluxos do sistema inicial.............ccocoviiiiiiiincin
Figura 2 - Diagrama de fluxos do sistema PropostO..........c.cceeveieeneiiieseeresieseenens
Figura 3 - Registro do sinal analitico obtido pela insercdo de amostra em um fluxo
tranNSPOrTAOr-TEAGENTE. ... c.vevievecieieeete ettt ea s
Figura 4 - Registro do sinal analitico obtido com a adi¢do de R; na zona de
amostra e insercao desta em transportador-reagente Ro........coccvvvveiveveiieiecveseenns
Figura 5 - Efeito da concentracdo de acido sulfdrico sobre o sinal analitico de
MO(V1) (2) € FE(HT) (10) ..
Figura 6 - Inclinagdes das curvas cinéticas obtidas em meios sulfurico e nitrico......
Figura 7 - Registro tipico do sinal transiente gerado pela insercdo de duas
AlIQUOLAS 0B AMOSLIA. ... ...vecvieiiecie ettt reeee e nns
Figura 8 - Concentracdes esperadas (abscissa) e previstas (ordenada) na etapa de

VAITHAGED. ...ttt

43

44

48
49

50

13



14



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Concentra¢des de Mo e Fe nas solugdes empregadas para calibragéo e
validacdo do modelo MateMALICO. .........ccevveieiieie e

Tabela 2 - Influéncia das concentracdes de iodeto de potassio, perdxido de
hidrogénio € ACIAO NITFICO........iiiiiiciic e

Tabela 3 - Influéncia do comprimento do reator e da vazdo total.............ccccceeeenen.

Tabela 4 - Influéncia da natureza do &cido nas sensibilidades para Mo(VI) e
=T () TSSO
Tabela 5 - Valores de RMSEP obtidos por modelos gerados a partir de
experimentos com diferentes comprimentos de bobinas de amostragem e
7T 0L 110 (o] - USSR

Tabela 6 - SEletiVIdade. ........cccviiiiiieee s
Tabela 7 - ConcentracOes previstas e reais e erros associados a etapa de validacao..
Tabela 8 - Concentragfes de Mo (VI) e Fe (Ill) em digeridos de plantas
determinadas pelo método proposto e por ICP OES.........ccccceveievicvecieceee e,
Tabela 9 - Resultados referentes aos ensaios de adicdo / recuperacdo envolvendo
amostras de aguas naturais fortificadas..........ccooreiereiniieisi e
Tabela 10 - Resultad0s COMPATALIVOS .........ccoveieierieriinienie e

45
47

48

51

52

53

54
54

15



16



SUMARIO
L. INTRODUGAO. ...ttt se sttt sttt 19
2. REVISAO DA LITERATURA ...ttt 22
2.1. Determinacdes simultaneas em sistemas de analises em fluxo......................... 22
2.2, ASPECLOS CINBLICOS. .....veveeiiiteieieeiesie ettt 27
2.3. Determinacao catalitica de molibdénio...........cccccevveiiiieiiccc e, 30
S.MATERIAIS. ... e e nes 34
3.1. EQUIPAMENTOS € ACESSOIIOS. ....veveireeireesiesiesieeieeieesteeeesseesseesesreesseesesseesaeesnesnes 34
3.2, SOIUGDES. ...ttt bbbt bbb 34
3.3 AMOSIIAS. ...ttt ettt b e st et nr e b e n e r e nnn e nne e e 36
B, METODO ...ttt sttt 37
4.1. Diagrama de fIUXO0S........cceiiiiiiii e 37
4.2. Influéncia dos principais parametros envolvidos............ccoevvvineninieniniienenn, 39
4.2.1. ConcentragBes A0S MEAJENTES. .......cccueiverieiiesie e esieeee e ste e e sre et e e ennens 40
4.2.2. Vazdo total e comprimento da bobina reacional.............ccccooeveiiiincninnnn. 40
4.2.3. Natureza e concentragdo d0 ACIHO..........cceveeiveiieiieie e 40
4.2.4. Comprimento das algas de amostragem e da bobina separadora................... 41
4.3. ESPECIES INTEITEIENTES. .....oviieiiie et 41
4.4. Desenvolvimento do modelo matemAtiCo.........cccevereiiienieiieeree e 41
4.5. Caracteristicas analitiCas..........cceverereiiiiiiii e 42
5. RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccoooiiereeieseeeesseeeeseseneesesisses s senennas 43
5.1. Influéncia dos principais parametros envVoIVIdos.........cccceevrivereniienieenesienennn 45
5.1.1. ConcentragBes A0S MEAJENTES. .......ccueiierieiiecieiteeire st e e ste et sre e e e sre e 45
5.1.2. Vazdo total e comprimento da bobina reacional................ccccoveveiiiieeiiecnnenn, 46
5.1.3. Natureza e concentragao do ACIAO.........ccoerrrieiriieeecee e 47
5.1.4. Comprimento das al¢as de amostragem e da bobina separadora................... 50
5.2. ESPECIES INTEITEIENTES. ... ccvviieieie ettt 52
5.3. Desenvolvimento do MOdel0...........coveveeieieiiiccescee s 52
5.4. CaracteristiCas analitiCas.........c.covrvereiiieiiieie e 55
8. CONCLUSOES.......coiiiiiiieiniiseiies st 56

REFERENCIAS. ..o ettt e e e e e e eer e e e er e e e e e er et e e eraen e 57

17



18



19

1. INTRODUCAO

Métodos cataliticos tém sido aplicados na determinacdo de uma ampla gama de
compostos tais como metais de transicdo, anions, moléculas organicas, dentre outros.
Geralmente, estes métodos utilizam deteccdo espectrofotométrica, fluorimétrica ou
quimioluminescente, sendo isto um atrativo frente a outras técnicas principalmente no que
tange a relacdo custo/beneficio. Como os catalisadores atuam em concentra¢Ges baixas, estes
métodos podem ter limites de deteccdo muito baixos e alta sensibilidade, o que tem
aumentado sua aplicacdo em anélises de traco (PEREZ-BENDITO; SILVA, 1988).
Entretanto, nem sempre estes apresentam seletividade adequada, a qual por vezes pode ser
melhorada modificando-se as condi¢des de desenvolvimento da reacéo indicadora através da
variacdo dos reagentes e suas concentracdes, da utilizacdo de reagentes de mascaramento ou
de ativadores, ou por combinacdo com um método de separacdo (OTTO et al., 1978).

Como os métodos cataliticos sdo fortemente dependentes do tempo, sua aplicabilidade
pode ser ampliada explorando-se os sistemas de analises em fluxo que, além de caracterizados
por um rigido controle temporal (RUZICKA; HANSEN, 1988), permitem a utilizacdo deste
parametro como variavel experimental como salientado por Sasaki e colaboradores (2012).
Desta forma, a implementacdo de métodos cataliticos em sistemas de anélises em fluxo tem
levado a melhorias em precisdo, sensibilidade e frequéncia analiticas, robustez e portabilidade
dos analisadores, bem como economia de reagentes (TROJANOWICZ, 2000). Determinacdes
multielementares sdo entdo eficientemente desenvolvidas, especialmente quando a
discriminacdo se baseia nas diferentes taxas de reagdo dos analitos (OTTO et al., 1978).

Diversas estratégias tém sido implementadas em sistemas de analises por injecdo em
fluxo objetivando-se determinagdes espectrofotométricas simultaneas. Estas envolvem:
(i) uso de analisadores apresentando diversos canais analiticos ou técnicas “sandwich”
(ALONSO et al., 1987); (ii) desenvolvimento de condicdes especificas para cada analito,
permitindo mensuragdes em tempos diferentes de reacdo, favorecendo a cinética diferencial;
(iii) transformagdo quimica dos analitos a uma forma adequada e mensuragdo
desta em condigdes caracteristicas; (iv) exploracdo de gradientes de concentracdo criando
estagios intermediarios de reacdo ao longo de um zona de amostra; (v) o estabelecimento de
diferentes condigdes instrumentais com base na medi¢do de dados multivariados para e.g.

analise  espectral  multivariada (BLANCO et al.,, 1992); dentre outras.
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Algumas dessas estratégias podem ser associadas visando a determinacdo de uma espécie
outrora considerada como interferente, conforme salientado por Kawashima e colaboradores
(1992).

Outra possibilidade se refere a exploracdo conjunta de sistemas de analises em fluxo e
de ferramentas quimiométricas visando aplicacdo de cinética diferencial, conforme
apresentada preliminarmente por Fortes et al. (2006). As contribuicdes de Kawashima e
Nakano (1992) e de Fortes et al. (2006) indicam que a determinacéo catalitica de Mo(V1) e de
Fe(I11), este ultimo outrora considerado como interferente, € viavel.

Molibdénio e ferro sdo elementos essenciais para as plantas. Mo atua na fixacdo de
nitrogénio atmosférico por bactérias para iniciar a sintese de proteinas (MALAVOLTA,
2006), ao passo que Fe desempenha papel importante na sintese de clorofila (BASAYIGIT et
al., 2015). As concentracdes de Mo e Fe em plantas estdo nas faixas de 0,2 a 2 e de 50 a
900 mg kg, respectivamente. Uma vez que Mo é encontrado em concentracdes muito baixas
neste tipo de matriz, métodos sensiveis sdo requeridos para a determinacdo deste. A
determinacdo espectrofotométrica de Mo em plantas envolve frequentemente um método
catalitico e a eliminacdo da interferéncia de Fe. O método espectrofotométrico baseado no
efeito catalitico de Mo(V1) na oxidacéo de iodeto por perdxido de hidrogénio € amplamente
utilizado. Em excesso de iodeto de potéssio, ions tri-iodeto sdo formados e monitorados na
auséncia e presenca de Mo. A diferenca entre as medidas reflete a concentragdo do analito na
amostra (FANG; XU, 1983). Neste método, o resultado da determinacdo de Mo pode sofrer
interferéncia de Fe(lll), que apresenta um comportamento catalitico similar ao analito.
Diversas estratégias tem sido exploradas para eliminar ou diminuir esta interferéncia, em geral
envolvendo etapas de complexagéo, separacdo por extracdo com solventes ou em coluna de
troca ibnica, bem como determinando-se conjuntamente Fe(lll) e Mo(VI), conforme
salientado na sec¢do 2.3, esta Ultima estratégia se justificando face a importancia de Fe(lll)
em plantas.

No presente trabalho, 0 método espectrofotométrico catalitico envolvendo a oxidacao
de iodeto por peroxido de hidrogénio foi aplicado para comprovacdo da viabilidade da
determinacdo simultanea por cinética diferencial aliada a uma ferramenta quimiométrica. A
determinacdo de Mo(VI) e Fe(lll) foi investigada em um sistema de analises em fluxo
aplicado a amostras de &guas naturais e de digeridos de vegetais, no qual duas aliquotas de
amostra eram inseridas. Acido sulfirico era adicionado a uma das aliquotas, resultando em
uma zona complexa de amostra apresentando gradientes de acidez pronunciados.

Como as cineticas de oxidacdo eram dependentes da acidez do ambiente reacional, as mesmas
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eram modificadas ao longo da zona de amostra. Medidas sucessivas ao longo dessa zona
permitiam entdo a discriminagdo cinética entre os analitos. Para a determinagdo quantitativa
destes, construiram-se modelos de calibragdo multivariada por meio da regressdo dos
minimos quadrados parciais (PLSR).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Determinacdes simultaneas em sistemas de analises em fluxo

A identificagdo e quantificacdo de diversos componentes em e.g. plantas, &guas
naturais, solos, fluidos biologicos e alimentos sdo frequentemente necessarias para a
caracterizacdo destas amostras, pois a determinacdo de um Unico componente muitas vezes
ndo é suficiente e representativa como indicativos de qualidade, toxicidade, contaminacéo,
etc. Andlises de rotina requerem determinagdes rapidas e simultdneas dos componentes em
uma amostra visando economia de tempo e de reagentes. Desta forma, métodos analiticos
baseados na coleta de dados referentes a mais de um analito tém sido desenvolvidos. Para
isso, 0s dados obtidos devem ser tratados, e as respostas das espécies quimicas distinguidas
umas das outras em uma mistura. Neste sentido, a quimiometria desempenha um papel
fundamental (GELADI; KOWALSKI, 1986), uma vez que tem sido frequentemente
empregada para o desenvolvimento de métodos, otimizacao e para explorar um conjunto de
dados e informacdes originados de um determinado sistema.

As caracteristicas inerentes aos sistemas de anélises por injegdo em fluxo (RUZICKA,
HANSEN, 1975), tais como dispersdo controlada, formacdo de gradientes de concentragdo e
temporizacdo precisa, bem como a sua versatilidade tem permitido determinacdes
espectrofotométricas sequenciais ou simultaneas, onde a discriminacdo entre espécies
quimicas é fundamental. No primeiro caso, tem-se a determinacdo de n analitos a partir de n
insercdes de amostra, enquanto que, no segundo, varios analitos podem ser determinados a
partir de uma unica insercdo, conforme salientado por Luque de Castro e Valcarcel (1986).

Diferentes abordagens tém sido apresentadas para permitir determinacdes
multielementares empregando analisadores em fluxo, em geral envolvendo extragdo em fase
solida, extracdo liquido-liquido, cromatografia por injecdo sequencial, eletroforese capilar,
hifenacbes com detectores multi-elementares (voltametria, ICP-MS, ICP-OES, etc),
configuragbes multicanais e tratamentos quimiométricos (GOMEZ; CALLAO, 2007;
KOLEV; McKELVIE, 2008).

Dentre as diversas técnicas de deteccdo acopladas aos sistemas de analises em fluxo, a
espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta e visivel deve ser salientada (CHALK, 2008).
Os analitos sdo determinados em funcdo da absor¢do de radiagdo eletromagnética em

comprimentos de onda especificos. Esta teécnica apresenta baixo custo e simplicidade,
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porem ndo pode ser utilizada de maneira direta na maioria das determinacdes.
Derivatizacdo envolvendo reagdes quimicas torna-se entdo necessaria, € o produto gerado
apresenta capacidade de absorcdo de radiacdo proporcional a concentracdo do analito na
amostra. Em alguns casos, ocorre absorcdo que ndo é referente ao produto formado pelo
analito, resultando em interferéncia. Esta pode ser proveniente de espécies que reagiram com
um reagente em comum formando o mesmo produto detectavel ou pela formacéo de produtos
com espectro de absorcdo similar. Assim, etapas adicionais (extracdo, separacdo, analise
espectral) sdo necessarias para a identificacdo e quantificacdo destas espécies individualmente
(GONCALVES, 2001). Sistemas de analises quimicas em fluxo se constituem, entdo, em uma
ferramenta importante para discriminagdo do sinal do analito e possibilitar 0 mascaramento
e/ou a determinacéo das espécies quimicas potencialmente interferentes.

Nos sistemas de analises por injecdo em fluxo com detecc¢do espectrofotométrica, uma
aliquota de amostra € inserida em um fluxo transportador (que pode ser um reagente), e a zona
de amostra estabelecida é conduzida em direcdo a cubeta de detec¢cdo apds interagdo com 0s
reagentes apropriados. A resposta analitica é obtida em forma de um sinal transiente, que é
avaliado pela medida da altura, area ou largura do pico. Quando a interferéncia é suprimida, o
sinal obtido é idealmente especifico para um analito (LUKKARI; LINDBERG, 1988).

Na maioria dos procedimentos de analises em fluxo, a determinagdo da concentracao
do analito envolve a medida de um Unico sinal. No entanto, é possivel a obtencdo de maior
guantidade de informacéo analitica, realizando-se varias medi¢Ges com uma Unica insercao de
amostra (LUQUE DE CASTRO; VALCARCEL, 1986). Os dados podem ser adquiridos a
partir de detectores multicanais ou de varredura, analises por cinética diferencial, gradientes
de concentracéo, etc.

A insercdo Unica de amostra envolve a insercdo de uma (RUZICKA; HANSEN, 1975)
ou mais (MARTINELLI et al., 1989) aliquotas da mesma amostra. Diferentes condicdes
associadas a cada medida podem ser estabelecidas explorando-se as variagcbes em dispersdo
da amostra, tempo de reacdo, temperatura, pH, forca idnica, etc, bem como adicdo de
diferentes reagentes. Relativamente ao tempo de reacdo, foram desenvolvidos procedimentos
analiticos baseados em cinética diferencial, explorando as diferentes taxas com as quais duas
Ou mais espécies quimicas interagem com um reagente em comum (DAHL et al., 1979).

A insercdo simultanea de duas aliquotas da mesma amostra em fluxos diferentes com
monitoramento por detectores independentes permite que cada percurso apresente condi¢Oes
especificas para cada analito, de acordo com a necessidade de diferenciacdo entre eles
(LUQUE DE CASTRO; VALCARCEL, 1986). Apenas uma cubeta de deteccio pode ser
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utilizada inserindo-se duas aliquotas de amostra simultaneamente em fluxos transportadores
paralelos que se confluem imediatamente antes da deteccdo. Kagenow e Jensen (1980)
demonstraram esta viabilidade, determinando estroncio e calcio ou estrdncio e magnésio em
amostras sintéticas. Em uma das aliquotas, os ions metalicos livres interagiam com o reagente
cromogénico e o sinal analitico (altura de pico) representava a soma dos sinais referentes a
ambos os analitos. Na outra aliquota, os ions eram complexados com (2.2.2) criptato e
somente calcio (ou magneésio) era liberado antes da deteccdo devido ao curto intervalo de
tempo disponivel para a dissociacdo. Desta forma, o segundo pico refletia apenas a
concentragdo deste metal. Como inconveniente, pode-se mencionar a diluicdo da segunda
zona de amostra provocada pela confluéncia dos dois fluxos transportadores.

Esta limitacdo foi superada implementando-se a estratégia acima em um sistema de
analises em fluxo em linha Gnica: duas aliquotas de amostra eram inseridas simultaneamente
em um Unico fluxo transportador, em pontos diferentes ao longo do caminho analitico. As
diferentes posi¢des do local de insercdo resultavam em diferentes tempos disponiveis para o
desenvolvimento das reacfes. Cobre e niquel eram entdo determinados com base nas
diferentes taxas de complexacdo destes com 2-hidroxibenzaldeido tiossemicarbazona
(FERNANDEZ et al., 1987). Dois picos com contribuicbes de ambos analitos eram
registrados apds a passagem das duas aliquotas pelo detector. As condicfes de reacdo eram as
mesmas para ambos 0s metais, e apenas 0s tempos disponiveis para as reacGes eram
suficientes para a discriminagéo cinética entre analitos.

A insercdo de uma Unica aliquota de amostra foi também explorada com a abordagem
de bifurcacdo / convergéncia de fluxos (RUZICKA et al., 1976). A amostra era inserida no
fluxo transportador, o qual era bifurcado para originar duas zonas independentes de amostra
que eram direcionadas para reatores paralelos com caracteristicas diferentes. Os fluxos
estabelecidos apos a bifurcacdo convergiam antes da passagem das aliquotas processadas pelo
detector. Assim, dois picos apresentando diferentes fracbes volumétricas, dispersdes e tempos
disponiveis para o desenvolvimento da reacdo eram obtidos. A estratégia foi inicialmente
aplicada a determinacdo de cloreto em aguas salobras visando expansao do intervalo analitico
por Ruzicka et al. (1976), que previram o uso desta abordagem para determinagOes
simultaneas. Esta viabilidade foi confirmada por Fernandez et al. (1984), que combinaram a
bifurcacdo / convergéncia de fluxos com andlise por cinética diferencial para a determinacao
de Ni(ll) e Co(ll) embasados nas diferentes taxas de complexacdo destes metais com

2-hidroxibenzaldeido tiossemicarbazona.
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Ap0s a bifurcacdo dos fluxos transportadores, as aliquotas de amostra podem passar
por reatores diferentes, receber a adicdo de reagentes apropriados em cada um dos fluxos, e
ser direcionadas para cubetas de deteccdo independentes. Esta estratégia foi inicialmente
explorada por Anderson (1979), em relacdo a determinacdo conjunta de nitrito e nitrato. Apds
a bifurcacdo, uma das aliquotas passava por uma coluna redutora onde nitrato era convertido a
nitrito e a soma de ambos era determinada, ao passo que a outra aliquota era dirigida
diretamente ao detector, onde apenas nitrito era quantificado. Por diferenca, as concentracdes
individuais de ambos os analitos eram determinadas.

Uma Unica aliquota de amostra pode passar por detectores posicionados em série, em
dois pontos diferentes do percurso analitico. A passagem da zona de amostra por ambos
fornece respostas referentes a diferentes tempos disponiveis para o desenvolvimento da reacéo
e dispersbes. Para que esta estratégia seja aplicada, os componentes de uma mistura binaria
devem apresentar pronunciada diferenca nas taxas de reacdo. Esta possibilidade foi
inicialmente explorada por Dahl et al. (1979) para a determinacdo de magnésio e estroncio. A
proposta se baseava nas diferentes taxas de dissociagdo dos complexos formados entre os
Mg(Il) e Sr(Il) o reagente trans-1,2-diaminociclohexanotetraacetato (CDTA), envolvendo o
ion cuprico como sequestrador. O monitoramento da intensidade de cor devido ao complexo
Cu-CDTA em dois pontos consecutivos com intervalos de tempos adequados permitiu a
diferenciacéo dos analitos por meio de equagdes proporcionais.

O uso de dois detectores ndo € requerido pela estratégia de deteccdo multi-localizada.
O detector € deslocado entre dois pontos do modulo de analises por meio de um injetor
comutador. Assim, a zona de amostra é quantificada em pontos diferentes resultando em
tempos de reacdo diferentes. Como proposta, Zagatto et al. (1992) determinaram Fe(ll) e
Fe(lll) pela formacdo de ferroina. No primeiro ponto apenas Fe (Il) era determinado, apés a
passagem da zona de amostra por este ponto, um agente redutor era adicionado para
conversao de Fe(l11) a Fe(I1). Assim, com a mudanca da posi¢édo da cubeta de detecgéo para o
segundo ponto, a soma da contribuicdo dos dois analitos era mensurada, e as concentragoes
individuais eram determinadas por diferenca.

Outra estratégia envolve parada de fluxos, na qual a zona de amostra é retida na cubeta
de deteccdo por um tempo pré-determinado e varias medidas referentes a tempos diferentes
sdo realizadas enquanto a reacdo quimica se desenvolve. Com base nisso, Kagenow e Jensen
(1983) exploraram as diferentes taxas de dissociacdo dos complexos de célcio e magnésio
com (2.2.2) criptato. O complexo de magnésio se dissocia rapidamente enquanto o de calcio

se dissocia de forma relativamente lenta, permitindo assim a analise por cinética diferencial.
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Procedimentos explorando a insercdo de uma aliquota de amostra suficientemente
grande para gerar gradientes de concentragdo podem também ser mencionados. Ao longo do
percurso analitico a amostra sofre dispersdo e, na regido interfacial entre a zona de amostra e
o fluxo transportador, gradientes de concentracdo sdo formados. Cada fracdo da amostra
apresenta entdo um estagio intermediario da reacdo, um grau de diluicdo, e um diferente
tempo de processamento (TROJANOWICZ, 2000).

Neste sentido, Betteridge e Fields (1978) exploraram pioneiramente a formacdo de
gradientes de pH ao longo da zona da amostra na determinacdo de misturas multielementares.
Os resultados obtidos demonstraram a possibilidade da criacdo de condigdes viaveis para
determinagbes multielementares ao longo de uma Unica zona de amostra. Posteriormente,
estes mesmos autores (1981) exploraram gradientes de pH na determinacdo de misturas
binarias. A complexacdo dos ions metalicos sob diferentes valores de pH, combinada a
formacdo destes gradientes nos sistemas de analises em fluxo, permitiram registros de sinais
contendo informacdes analiticas que permitiram a discriminacdo matematica e a consequente
determinacdo dos analitos em amostras sintéticas.

Muller e colaboradores (1990) propuseram a determinacdo simultanea de Fe(ll) e
Fe(lll) baseada nos diferentes comportamentos cinético-cataliticos destes ions na reacdo
redox entre verde de leucomalaquita e peroxodissulfato, em presenca ou auséncia de ativador
1,10-fenantrolina: uma reagdo quimica é muito rapida enquanto a outra é relativamente lenta,
0 que viabilizou a proposta de um método cinético diferencial. Dois procedimentos foram
apresentados: no primeiro uma cubeta dupla era utilizada para medida de sinal analitico em
diferentes tempos inserindo-se aliquotas da mesma amostra em dois percursos diferentes; no
segundo a formacdo de picos duplos era explorada, como resultado do estabelecimento de
uma zona de amostra longa no fluxo reagente. O primeiro pico formado refletia apenas a
concentracdo de Fe(ll) na auséncia de ativador, enquanto o segundo refletia a soma das
concentragdes de Fe(ll) e Fe(lll) na presenca de ativador, pois 0s complexos formados por
ambos apresentam coeficientes de absortividade similares.

Analogamente, técnicas “sandwich” envolvem a inser¢do de amostra entre duas
solugdes transportadoras de composi¢cOes diferentes. Esta possibilidade foi originalmente
demonstrada por Alonso e colaboradores (1987) que projetaram um analisador em fluxo com
recalibracdo continua. A amostra era inserida entre duas solugdes-padrdo e 0s
reagentes apropriados eram inseridos posteriormente. Para determinagfes simultaneas, as duas
solugdes transportadoras apresentavam composicoes diferentes em relacdo a valores de pH ou

presenca de agentes mascarantes para promover a reacdo quimica de interesse.
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Duas interfaces diferentes eram estabelecidas entre a amostra e as solugdes transportadoras. O
procedimento foi utilizado para a determinacdo conjunta de Fe(ll) e de Fe(lll) em &guas
naturais (ALONSO et al., 1989). O reagente 1,10-fenantrolina era adicionado ao longo da
zona de amostra interagindo com Fe(ll) presente. A aliquota de amostra que fora inserida
entre 4gua e uma solucdo de &cido ascdrbico a 1,0% (m/m) apresentava duas interfaces. Na
interface zona de amostra/dgua, o sinal correspondente refletia apenas a concentracdo de
Fe(Il); por outro lado, na interface entre a zona de amostra e acido ascérbico, Fe(lll) era
convertido a Fe(ll), o que permitia a determinacdo da concentracao total de Fe.

A exploracdo de gradientes de concentragdo, cinética diferencial e calibracao
multivariada foi proposta por Fortes e colaboradores em 2006. Ferro e vanadio foram
determinados pela inser¢do de uma aliquota de amostra em um fluxo transportador reagente
(iodeto). Ao longo do percurso, gradientes de concentracdo eram gerados e apds adi¢do por
confluéncia de dicromato, o produto triiodeto era predominante nas porgdes iniciais e finais
da zona de amostra. As medidas de absorbancia eram realizadas ao longo da zona de amostra
refletindo o progresso reacional, pois cada por¢do da zona dispersa se caracterizava por um
grau diferente de diluicdo, de tempo de processamento e de proporcao razdo analito/reagente,
e 0s dados gerados eram tratados por regressdo parcial por minimos quadrados. A inovacao
foi posteriormente aperfeicoada com a reducdo no numero de medidas consideradas ao longo
da zona de amostra (FORTES et al., 2010). Isso foi possivel inserindo-se trés aliquotas da
amostra em um unico fluxo transportador: a mutua dispersdo das zonas estabelecidas
resultava em uma zona complexa de amostra com maximos e minimos de concentracdes
localizadas. Apenas as medidas referentes a estes pontos, caracterizadas por melhor
repetibilidade, eram consideradas. A inovacao foi aplicada a analise de ligas metélicas. Em
ambas aplicacdes, as altas concentracdes dos analitos permitiram a insercdo de aliquotas
pequenas de amostra. No entanto, determinacdes em que a sensibilidade € um fator limitante
envolvem menor dispersdo da amostra e, neste caso, outras maneiras de adi¢cdo do reagente

devem ser investigadas. Este aspecto parece ainda ndo ter sido estudado.
2.2. Aspectos cinéticos
Os métodos cinéticos podem ser definidos como ““qualquer procedimento analitico no

qual a etapa de medida é infuenciada por um processo transiente” (PARDUE, 1989). Uma

classe de relevancia dentre os métodos cinéticos, sdo 0s meétodos cataliticos, 0s quais se
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baseiam no estabelecimento de uma relacdo de proporcionalidade entre a taxa da reacdo
catalisada e a concentragéo de catalisador.

Estes métodos geralmente sdo baseados em abordagens de medicdes e processamento
de dados explorando estratégias de tempo fixo ou de taxa inicial (PARDUE, 1989). Este
ualtimo tem sido implementado nos sistemas de analises em fluxo com paragem da zona de
amostra dentro da cubeta de deteccdo. Assim, informac@es cinéticas sdo obtidas, permitindo
se estimar a inclinacdo da funcéo absorbancia vs tempo, em geral proporcional a concentragédo
do analito. Na abordagem de tempo fixo a concentracdo da amostra é determinada em funcao
do incremento em sinal analitico durante um intervalo de tempo pré-determinado (INGLE;
CROUCH, 1971). Para isso, explora-se a paragem da zona de amostra no percurso analitico,
antes de atingir a cela de detec¢do ou emprega-se um percurso analitico suficientemente longo
para permitir que o desenvolvimento da reacdo seja mensuravel. A maioria dos métodos
analiticos explora a estratégia de tempo fixo, uma vez que o fluxo ndo precisa ser
interrompido e o controle do tempo disponivel para reacdo depende apenas das vazdes e das
dimensdes do percurso analitico. Porém, maior dispersdo é observada para maiores percursos
analiticos (HERNANDEZ, 2013).

Uma das caracteristicas vantajosas dos métodos cinéticos de analises em relacdo aos
métodos onde os equilibrios quimicos sdo alcancados é a possibilidade de se realizar
determinagfes simultaneas de espécies com base nas suas diferentes taxas de reacdo com um
reagente em comum, ou seja, desenvolver métodos cinético-diferenciais (SASAKI, 2011).
Nestes métodos, melhor diferenciacdo entre os sinais referentes aos analitos sdo obtidos
quando as taxas de reacdo sdo mais diferenciadas. Porém, ndo é facil encontrar sistemas
quimicos em que, sob condi¢bes experimentais especificas, podem ser estabelecidas
diferencas suficientes entre duas ou mais taxas reacionais, facilitando as determinacdes
simultaneas. Outras variaveis podem entdo ser utilizadas para melhorar a discriminacéo, tais
como temperatura, pH, tipo e concentracdo de reagente e catalisador, forca ionica, etc. Ainda,
outras estratégias podem ser usadas para discriminar os sinais analiticos dos diferentes
catalisadores em uma mesma analise, obtendo-se multiplas respostas que podem ser
resolvidas por métodos adequados. Neste aspecto, ferramentas matematicas frequentemente
empregadas em calibragdo multivariada podem ser aplicadas (OLIVIERI, 2015).

Quando ha diferencas pronunciadas entre as taxas reacionais, a variacdo em sinal
analitico é praticamente devida a apenas uma espécie que esta reagindo, pois as outras ou ja
reagiram completamente ou reagem tdo lentamente que ndo contribuem significativamente
para a modificacdo do sinal analitico (KAGENOW,; JENSEN, 1983). Por outro lado, se a
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razdo das constantes de velocidade é muito pequena, diferentes estratégias podem ser
aplicadas. Aquelas explorando mascaramento envolvem o deslocamento do equilibrio de uma
espécie interferente de modo que esta ndo reaja na presenca da espécie de interesse, por
exemplo, pela converséo do interferente em um complexo com alta estabilidade (QUENCER,;
CROUCH, 1993). Neste sentido, a determinagdo simultanea de molibdénio e tungsténio foi
possivel pela supressdo do efeito catalitico de W(VI) na oxidacéo de iodeto por perdxido de
hidrogénio em meio 4cido (GERVASIO et al., 2006). Duas aliquotas de amostra eram
inseridas e, em umas dessas, citrato era adicionado, formando um complexo altamente estavel
com tungsténio. Assim, em uma das aliquotas apenas molibdénio era determinado e na outra,
a soma de ambos os analitos era quantificada.

Alteracbes na cinética reacional podem ser exploradas quando existe a possibilidade
de alterar o tipo de reagente usado a fim de incrementar as diferencas em taxas reacionais.
Quando os sinais analiticos ndo podem ser separados em um grau suficiente pelos métodos
acima, emprego do método das equagdes proporcionais tem sido utilizado. Equacdes
proporcionais sdo aplicadas quando as espécies envolvidas, em qualquer momento da reacao,
interagem a uma taxa constante independentemente das concentracfes iniciais destas. Em
qualgquer momento, a quantidade de produto formado €é diretamente proporcional a
concentracdo inicial das espécies (GARMON; REILLEY, 1962). Para aplicacdo da estratégia
empregando sistemas de equacdes proporcionais, é imperativo que os sinais devidos aos
diferentes analitos sejam aditivos.

Sendo a concentracdo de produto formado diretamente proporcional a concentracdo
inicial do analito, o desenvolvimento da reacdo pode ser observado por pardmetros
proporcionais ao produto tais como absorbancia, condutividade elétrica, dentre outros. Em
determinacbes multielementares, este método € geralmente utilizado para quantificar o
produto formado ap6s dois tempos diferentes da reacdo de dois analitos com um reagente em
comum, a diferentes taxas de reacdo. Cobre e niquel foram determinados em digeridos de
plantas aliando cinética diferencial com deteccdo multi-localizada (VENDRAMINI et al.,
2006). As informacdes analiticas obtidas em dois tempos diferentes pela relocacdo do detector
no percurso analitico foram tratadas matematicamente por meio de duas equacdes.

Equacdes proporcionais séo aplicadas com eficiéncia na resolucdo de misturas binarias
pela resolucdo de duas incdgnitas (concentragdes) a partir de duas equagdes, e 0s coeficientes
angular e linear associados a estas equagdes sdo estimados a partir de calibragdo univariada.
As determinacfes em sistemas de andlises por injecdo em fluxo sdo caracterizadas por

procedimentos de calibragdo univariada, onde a resposta analitica (altura ou area dos picos) é
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correlacionada ao teor de analito. Este tipo de calibragcdo ndo pode ultrapassar a presenca de
contribuigdes interferentes para a resposta, de modo que a sua aplicacdo depende da
existéncia de uma resposta seletiva para o analito (SAURINA; HERNANDEZ-CASSOU,
2001) e como resultado, uma resposta é obtida para cada amostra.

Matrizes de dados por amostra podem ser obtidas e o tratamento dos dados pode ser
realizado empregando-se calibragdo multivariada (OLIVIERI, 2014), de forma que
procedimentos de calculos matriciais sejam conduzidos. Esta tem sido aplicada por meio de
modelagem matematica com sucesso na resolucdo simultanea de misturas, estabelecendo-se
uma relacdo entre os dados de informacdo a partir das medidas instrumentais e as
concentragdes das amostras (OLIVIERI, 2008). Dados multivariados podem ser gerados a
partir detectores multicanal ou de varredura, analises por cinética diferencial, exploracdo de
gradientes de concentracdo, etc (SAURINA, 2010).

Na etapa de calibragdo sdo estabelecidas relacbes matematicas entre as matrizes X
(sinais analiticos) e Y (concentragdes), a partir das amostras de concentracGes conhecidas.
Apds isso, é realizada a etapa de validagdo que otimiza a relacdo no sentido de uma melhor
descricdo dos analitos de interesse, com a avaliacdo na habilidade de previsdo do modelo.

A forma mais comum de definir a habilidade de predicdo de um modelo é pela raiz
quadrada do erro médio quadratico de previsdo (RMSEP, do inglés root mean-square error of
prediction). Este compara as concentracdes previstas pelo modelo com as concentragdes
verdadeiras (BARROS NETO et al., 2001).

onde, ¥ = valor previsto pelo modelo; y = valor da propriedade; n = nimero de amostras.

2.3. Determinacéo de molibdénio

A importancia de molibdénio em plantas e as baixas concentracdes em que este é
encontrado tém impulsionado o desenvolvimento de métodos para determinagdo deste
envolvendo diferentes técnicas, tais como e.g. a espetrofotometria
UV-Vis, a fluorimetria, a espectrometria de absorcdo atdmica eletrotérmica ou em chama
oxido nitroso-acetileno, a espectrometria de emissdo Optica ou a espectrometria de massas
com plasma indutivamente acoplado, a voltametria, a potenciometria e a amperometria
(PYRZYNSKA, 2007; DENG et al., 2011; FERREIRA et al., 2005; TROJANOWICZ et al.,
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1986). A espectrofotometria UV-Vis tem sido aplicada com frequéncia, principalmente em
vista da simplicidade e dos menores custos envolvidos.

Existem muitos métodos disponiveis para a determinacdo espectrofotométrica de
molibdénio (PYRZYNSKA, 2007). O método convencional explora a formagdo de um
complexo colorido Mo(VI1) com tiocianato em meio &cido na presenca de um agente redutor,
formando uma espécie quimica com maximo de absor¢do em 462 nm. A sensibilidade deste
método pode ser aumentada pela extracdo deste complexo em solventes organicos.
Alternativamente, outros reagentes tém sido empregados, tais como rodamina G6
(FILIK et al.,, 2004), ditiol (BERMEJO-BARRERA et al., 1987), N,N-bis(2-hidroxi-5-
bromobenzil)1,2 diaminopropano (KARA; KARADAS, 2015), vermelho de alizarina
(ALKAN et al., 2003), vermelho de pirogalol (PELIT et al., 2013), dentre outros. Porém, a
aplicacdo destes reagentes a amostras agro-ambientais requer frequentemente etapas de
separacao-concentracao do analito.

Para as andlises acima mencionadas, métodos cataliticos tém sido propostos, por que
ndo requerem etapas de separacdo-concentracdo em funcdo de sua alta sensibilidade. Neste
sentido, o efeito catalitico de Mo(VI) tem sido explorado em métodos envolvendo a oxidagédo
de espécies organicas ou anibnicas, tais como vermelho de pirogalol (ENSAFI; HAGHIGHI,
1998), acido 4-amino-3-hidroxi-naftalenosulfénico (PHANSI et al., 2014), 2-aminofenol
(MOHAMED et al., 2002), L-4cido ascorbico (HARITA et al., 2003), iodeto (FANG; XU,
1983) por perdxido de hidrogénio.

O método empregando a oxidacdo de iodeto por peroxido de hidrogénio em meio
acido como reacdo indicadora foi pioneiramente apresentado por Yatsimirskii e Afanas’Eva
(1956 apud CAMANAS et al., 1990%). A reacdo indicadora é descrita pela Eq. 1.

Hy0 + 21+ 2H" — Ip + 2H20 oo (1)

O iodo formado, em excesso de iodeto, é convertido ao ion complexo triiodeto,
conforme a Eq. 2, o qual é monitorado em 350 nm. A diferenca entre as absorbancias
referentes a reacdo catalisada e ndo catalisada € idealmente proporcional & concentragdo de

molibdénio na amostra.

L YATSIMIRSKIL K. B.; AFANAS’EVA, L. P. Zh. Anal. Khim. v. 11, p. 319, 1956.
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O procedimento original era realizado manualmente e envolvia a medida de
absorbancia apés 10 min (FUGE, 1970). Posteriormente outros procedimentos analiticos
foram desenvolvidos com esta mesma reacdo (SVEHLA, 1963; HADJIIOANOU, 1966).

A necessidade de rigido controle temporal levou a implementacdo do método em
analisadores automaticos com fluxo segmentado (FUGE, 1970; BRADFIELD; STICKLAND,
1975; QUIN; WOODS, 1979). A determinagdo de molibdénio em digeridos de plantas foi
possivel com uma etapa de separacdo preliminar deste em o-benzaldoxima e cloroférmio, e a
interferéncia de Fe(lll) remanescente foi contornada por complexacdo com fluoreto
(BRADFIELD; STICKLAND, 1975). Quin e Woods (1979) observaram, entretanto que, com
altas concentracdes de Fe(lll), a interferéncia devida a este ion metalico variava de um dia
para outro e de uma amostra para outra. Os autores concluiram que esse efeito é resultado da
reducdo parcial de Fe(lll) a Fe (I1) quando iodeto é adicionado a amostra antes do peroxido e
propuseram a alteracdo na ordem de adicdo desses reagentes.

Fang e Xu (1983) propuseram a combinacao sistema de analises por injecdo em fluxo -
método catalitico, visando a determinacdo de Mo(VI) em &guas naturais. Os autores
utilizaram medidas cinéticas com tempo fixo, uma vez que a parada de fluxos se mostrou
invidvel devido ao efeito pronunciado da reagdo ndo catalisada, registrando altos valores para
a linha base. A interferéncia de Fe(lll) foi suprimida ajustando-se o pH das amostras na faixa
de 5 a 9. Nesta faixa, ocorre a formacgdo de 6xido de ferro(l1l) por hidrélise, com formacao de
coloracdo amarela das solucdes. As absorbancias eram entdo corrigidas para cada amostra, em
funcéo do sinal referente ao branco. O método foi aplicado a andlises de aguas naturais na
faixa de 1 a 1000 pg L™ Mo(VI). O limite de deteccdo, o desvio-padrdo relativo dos
resultados para 13 pg L™ Mo(VI1), e a frequéncia analitica foram estimados como 0,7 pg L™,
1,9 % e 90 h™, respectivamente.

Outras estratégias tém sido adotadas para minimizar / eliminar a interferéncia de
Fe(I11) na determinacdo de molibdénio. Pessenda et al. (1988) propuseram a incorporacao de
uma coluna de troca iénica no mddulo de analises para remocao de potenciais interferentes,
dentre os quais Fe(lll). Observou-se sorcdo em torno de 10 % de molibdénio na resina. Uma
etapa de eluicdo com 2,0 mol L™ de cloreto de aménio era necesséria ap6s 40 medicdes. Para
a faixa de concentragdes de 1,0 a 40,0 pg L™ Mo(V1), a frequéncia de amostragem foi de
40 h* e o desvio padrao relativo foi estimado como < 2%.

Bejan (1999) determinou Mo(VI) em vinhos brancos. Fe(lll) foi removido das
amostras em uma etapa preliminar com coluna de troca ibnica. As concentracGes de

molibdénio foram estimadas pelos metodos da tangente, tempo fixo e absorbancia fixa.
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As concentracdes de Mo(VI) encontradas nos vinhos brancos se situaram na faixa entre
1,77x 10" e 1,83 x 107 mol L™,

Andrade e colaboradores (1991) estudaram a influéncia dos principais parametros
envolvidos na reacdo descrita pela Eq. 1 e otimizaram o sistema analitico empregando
otimizagdo multivariada. Posteriormente, estes autores Andrade et al. (1993) determinaram
molibdénio em plantas. Devido aos potenciais interferentes presentes na amostra, inclusive
Fe(lll), uma etapa de extracdo com a-benzaldoxima e cloroférmio foi introduzida no preparo
da amostra. Para a faixa de trabalho de até 50 pg L™ Mo(VI), o limite de deteccdo foi de 1,0
g L™ e desvios padrao relativos proximos a 1,0% foram estimados.

A fim de se evitar etapas prévias de separacdo, Carrilho et al. (1995) utilizaram &cido
sulfosalisilico como agente mascarante para contornar a interferéncia de Fe (I11). O complexo
salicilato de ferro (I1l) formado era monitorado em 490 nm, permitindo a determinacdo de
Fe(I1l) na amostra de forma a corrigir a interferéncia no sinal de Mo(VI) em 350 nm. Assim,
foi possivel a determinacéo simultanea de molibdénio e ferro em digeridos de plantas e de
alimentos, na faixa de até 100 pg L™ Mo(VI) em presenca de até 25 mg L™ Fe(l1l) com
limites de deteccéo de 0,6 pg L™ para Mo(VI) e 0,2 mg L™ para Fe(l11). O desvio-padréo
relativo e a frequéncia de amostragem foram < 2% e 50 h™.

Além de Fe(lll), outras espécies tém sido determinadas simultaneamente com Mo(V1).
Liu et al. (1995) determinaram molibdénio e tungsténio em amostras de relevancia
mineraldgica e geoldgica, empregando um sistema de analises por injecdo em fluxo com trés
alcas de amostragem, duas para a amostra e uma para solucdo de &cido citrico, complexante
de W(VI). Este &cido interagia com apenas uma das zonas de amostra estabelecidas, de forma
que dois picos eram registrados, refletindo a concentracdo de molibdénio (adicdo de acido
citrico) ou a concentracdo de ambos os analitos. A faixa de trabalho foi linear entre
2,0 x 107 a 3,2 x 10° mol L™ para os dois analitos, com limites de deteccéo de 4 x 10® e
6 x 10 mol L™ para Mo(V1) e W(V1), respectivamente.
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3. MATERIAIS

3.1. Equipamentos e acessorios

Espectrofotometro UV-Vis modelo USB 4000 de fabricagdo Ocean Optics (Dunedin
FL, USA), equipado com fibras opticas P400-1 para transporte da radiacdo, fonte de
radiacdo modelo Halogen HL-2000, cubeta de fluxo de 10 mm caminho Optico e
80 uL de volume interno;

Bomba peristéltica Ismatec IPC-4 V2.00 equipada com tubos de bombeamento de
Tygon;

Injetor comutador em acrilico (KRUG et al., 1986);

Linhas de transmissdo, alcas de amostragem e reatores tubulares helicoidais
constuidos com tubos polietileno de didmetro interno 0,8 mm;

Software SpectraSuite (fabricante: Ocean Optics) para aquisicdo e tratamento dos
dados. Monitoramento do produto formado em 410 nm. Tempo de integracdo fixado
em 16 ms, com médias de 4 leituras e alisamento (do inglés “smoothing™) dos sinais
obtidos baseado em média modvel de 4 pontos;

Software Matlab versdo 7.0, disponibilizado pela Universidade de S&o Paulo,

contendo o PLS toolbox versdo 4.0.2 para calibracéo e validacdo dos modelos.

3.2. Solucgdes

Todas as solucdes foram preparadas com A&gua desionizada (resistividade >

18.2 MQ cm) produzida em sistema MilliQ, e reagentes de grau analitico.

A solucdo-padrdo estoque, 1000 mg L™ Mo(VI), foi preparada em 0,014 mol L™

HNO; a partir da dissolucdo de heptamolibdato de aménio tetrahidratado. A partir dessa

solucdo, preparou-se uma solucdo intermediaria, 1,00 mg L™ Mo(V1), a partir da qual foram

tomadas aliquotas apropriadas para o preparo das solu¢des-padrao de trabalho.

A solucéo-padréo estoque, 1000 mg L™ Fe(l11), foi preparada em 0,14 mol L™ HNO;

a partir da dissolucdo de nitrato férrico. A partir dessa solucdo, preparou-se uma solugéo

intermediéria, 100,0 mg L™ Fe(l11), a partir da qual foram tomadas aliquotas apropriadas para

0 preparo das solugfes-padrao de trabalho.
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As solucdes-padrio de trabalho eram preparadas em 0,014 mol L™ HNOj, de forma a
conter ambos os analitos nas faixas de concentracdes: 6,25 a 50,00 ug L™ Mo(VI1) e 0,50 a
7,00 mg L™ Fe(111), conforme Tabela 1.

A solucdo 0,04 % (m/m) de perdxido de hidrogénio era preparada diariamente pela
diluicdo da solucdo comercial concentrada (30 % m/m), a qual foi padronizada por titulagéo
(MORITA; ASSUMPCAO, 1988). A solucdo 3,5 % (m/v) de iodeto de potéassio foi preparada
em 4gua e a solucdo 0,15 mol L™ de &cido sulfurico foi preparada a partir de diluicéo
apropriada de solucéo 1,0 mol L™ H,SO,.

As solugdes para estudo dos potenciais interferentes (Tabela 6) foram preparadas em
0,014 mol L™* HNO3, a partir de pentéxido de vanéadio, cloreto de aluminio, 6xido de
magnésio, dihidrogeno-fosfato de sodio, éxido de manganés, dicromato de potassio e nitrato

de célcio.

Tabela 1 - Concentracfes de Mo e Fe nas solugbes empregadas para calibracédo e

validacédo do modelo matematico.

Solucio Molibd(jelnio Ferrc?1 Solucio Molibdélnio Ferrq1

pg L mg L pg L mg L
1 0,00 0,00 13 25,0 1,00
2 6,25 0,00 14 25,0 3,00
3 12,50 0,00 15 25,0 7,00
4 25,00 0,00 16 50,0 1,00
5 50,00 0,00 17 50,0 3,00
6 0,00 0,50 18 50,0 7,00
7 0,00 1,00 *19 20,0 2,00
8 0,00 3,00 *20 40,0 2,00
9 0,00 7,00 *21 30,0 4,00
10 12,5 1,00 *22 30,0 6,00
11 12,5 3,00 *23 45,0 3,50
12 12,5 7,00

* solugdes empregadas na etapa de validagdo do modelo.
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3.3. Amostras

As amostras de aguas naturais foram coletadas nos rios Jaguari, Ribeirdo das Posses e
Camanducaia e as amostras de agua da chuva eram resultantes de escoamento superficial,
tendo sido cedidas pelo Laboratério de Ecologia Isotdpica do CENA. Estas foram filtradas
utilizando membrana de acetato celulose de 0,45 um, a acidez foi ajustada para 0,014 mol L™
HNO; e as mesmas foram conservadas sob refrigeracao.

As amostras de folhas foram secas em forno (60 °C até peso constante) e cominuidas
em moinho de facas. 5,000 gramas do material vegetal seco foram ponderados em cadinhos
de porcelana e incinerados durante 4 horas a 550 °C. Ap0s arrefecimento, 10 ml de acido
nitrico 0,1 mol L™ foram adicionados e entdo levado para secagem a 60 °C. O residuo foi
retomado com porcdes sucessivas de solucéo de 4cido nitrico 0,014 mol L™, filtrado através
de papel de filtro Whatman e o volume completado em baldo volumétrico de 50 ml.
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4. METODO

E bem conhecida a interferéncia de Fe(l1l) na determinacdo espectrofotométrica de
Mo(VI) pelo efeito catalitico deste na oxidacdo de iodeto por peroxido de hidrogénio. Esta
interferéncia se manifesta de forma aditiva (CARRILHO et al., 1995), mesmo em baixas
concentracOes de Fe(lll), superestimando o sinal analitico de Mo(VI). O efeito catalitico de
ambos foi explorado neste trabalho para a determinacéo simultanea destes. Os analitos atuam
como catalisadores na formacdo de triiodeto [Is]” que absorve na regido ultravioleta do
espectro eletromagnético com um maximo de absor¢do em 350 nm. Com o intuito de operar
na regido visivel do espectro eletromagnético, optou-se por conduzir o monitoramento em
410 nm, assumindo-se uma diminuicdo em absorbancia de aproximadamente 30%
(BRADFIELD; STICKLAND, 1975).

Os principais parametros que alteram a taxa reacional foram avaliados em auséncia e
na presenca de cada analito, visando o desenvolvimento de um procedimento analitico

sensivel, com méxima discriminacdo entre os sinais analiticos de Mo(V1) e de Fe(lll).

4.1. Diagrama de fluxos

O sistema de analises por injecdo em fluxo (Figura 1) utilizado para o estudo da
influéncia dos principais parametros envolvidos foi projetado com base nos experimentos
desenvolvidos por Carrilho et al. (1995). Inicialmente, a amostra é aspirada através da alca de
amostragem L; e seu excesso € descartado. Os reagentes Ry (peroxido de hidrogénio) e R,
(iodeto de potéssio) sdo adicionados ao percurso analitico por confluéncia, e a zona de
amostra com os reagentes flui pela bobina reacional em direcdo ao detector. Na auséncia da
amostra, este fornece o sinal referente a reacdo ndo catalisada, representada pela linha base
registrada. Ao se acionar o injetor-comutador para a posicao de injecdo, a aliquota de amostra
inserida no fluxo transportador (0,014 mol L™ HNO3), converge com os reagentes R; e R,, e a
reacdo ocorre na bobina reacional. O pico registrado reflete entdo o desenvolvimento da
reacdo catalisada, e € proporcional ao teor de analito na amostra. Neste trabalho, altura de

pico foi considerada como a base das medidas.
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Figura 1 - Diagrama de fluxos do sistema inicial. A: amostra; L: alca de amostragem
(900 pL); B: bobina reacional (250 cm); D: detector (410 nm); Ry: perdxido de hidrogénio a
0,4 mL min; R,: iodeto de potassio a 0,8 mL min™; T: fluxo transportador (0,014 mol L™

HNOs) a 1,6 ml min™. Area hachurada: posicdo alternativa do injetor-comutador.

Para a determinacgdo simultanea de molibdénio e ferro, o sistema de analises em fluxo
(Figura 2) foi projetado de forma que a discriminagdo entre os analitos fosse ressaltada. Para
isto, uma configuracdo que permita a insercéo de duas aliquotas de amostra foi proposta. Para
tal, duas alcas de amostragem (L; e L) foram utilizadas e um reator entre elas foi adicionado
para gerar uma zona de amostra complexa com sobreposi¢do parcial dos picos. Em uma das

aliquotas, &cido sulfurico foi adicionado por aspiracéo diferencial.
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Figura 2 - Diagrama de fluxos do sistema proposto. A: amostra; L; e L, = alcas de
amostragem; B; = bobina separadora; B, = bobina reacional; R;: perdxido de hidrogénio a
0,4 mL min™; R,: iodeto de potéassio a 0,8 mL min™; Rs: 4cido sulfdrico a 0,4 mL min™;T:
fluxo transportador (0,014 mol L™ HNO3) a 1,6 ml min™
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Em trabalhos anteriores (FORTES et al., 2006; 2010; SASAKI, 2011), a discriminacédo
cinética foi proporcionada inserindo-se aliquotas de amostra em um fluxo transportador-
reagente, criando uma zona de amostra complexa com diferentes gradientes de concentraces.

Duas estratégias de adicdo dos reagentes (A e B) para formacdo de gradientes foram testadas:

A — Insercdo da amostra em fluxo transportador-reagente. Foram avaliadas quatro
configuracGes, com a insercdo da amostra em:

¢ iodeto com adicdo de perdxido por confluéncia;

e perdxido com adicdo de iodeto por confluéncia;

e mistura de ambos os reagentes acima;

e fluxo transportador com acidez mais alta (0,04 - 0,4 mol L™).

B — Emprego da configuracdo em linha Unica, com adi¢do de um reagente (R; ou R,) na zona

de amostra, e adicdo do outro na solugdo transportadora, ou vice-versa.

A insercéo de reagente na zona de amostra foi inicialmente avaliada adicionando-se R;
ou R, por aspiracdo diferencial nas duas alcas de amostragem. Enquanto um reagente era
adicionado na zona de amostra, 0o outro era adicionado por confluéncia. Um modelo
matematico foi construido para ambos os casos, a fim de se avaliar a discriminacdo entre 0s
analitos. Optou-se, posteriormente, pelo estabelecimento de duas zonas reacionais diferentes,
o que foi possivel adicionando-se Rz em apenas uma al¢a de amostragem, como mostrado na
Figura 2.

Em todas as estratégias a solucdo transportadora foi 4&cido nitrico
0,014 mol L™. Estas foram avaliadas realizando-se modificacbes apropriadas nos sistemas
apresentados nas Figuras 1 e 2.

4.2. Influéncia dos principais parametros envolvidos

O sistema de andlises em fluxo cujo diagrama de fluxos é mostrado na Figura 1 foi
utilizado nos estudos iniciais para dimensionar os principais parametros envolvidos, visando
aumento da sensibilidade na determinacdo de Mo(VI), e melhoria na discriminagdo entre os

sinais analiticos referentes a Mo(VI) e a Fe(lll).
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4.2.1. Concentracdes dos reagentes

O procedimento experimental empregado na etapa da definicdo das concentragdes dos
reagentes consistiu num planejamento fatorial completo 23. As variaveis estudadas foram as
concentracdes de iodeto, de peroxido de hidrogénio e de acido nitrico. Foram realizadas trés
replicatas do ponto central, em um total de 11 experimentos. Os niveis minimo e maximo de
concentragéo selecionados foram 1,5 e 3,5 % (m/v) KI; 0,01 e 0,04 % (m/m) H,O, e 0,007 e
0,30 mol L™ HNOs.

4.2.2. Vazdo total e comprimento da bobina reacional

Os parametros vazdo total (soma das vazdes de T, R; e Ry) e comprimento da bobina
reacional influenciam diretamente no tempo disponivel para reacdo. O tempo de reacao foi
variado em funcéo destes dois pardmetros, e um planejamento fatorial 3° foi realizado para
tal. A vazéo total foi modificada entre 1,8 e 3,8 mL min™ variando-se a velocidade de rotacdo
da bomba peristaltica e 0 comprimento da bobina reacional foi modificado entre 150 e 350

cm.

4.2.3. Natureza e concentragdo do &cido

Os efeitos da adicdo de é&cidos cloridrico, sulfurico, perclérico ou nitrico na
sensibilidade foram avaliados para ambos os analitos. Estes acidos foram individualmente
adicionados (0,30 mol L™) nas soluges de peréxido de hidrogénio (R; — Figura. 1).

As taxas reacionais de Mo e Fe em funcdo do tempo, relativamente a dois meios
diferentes (acidos sulfarico e nitrico a 0,014 mol L™) foram avaliadas com a paragem da zona
de amostra na cubeta de deteccdo, sendo o progresso da reacdo observado por 1 min. As
inclinacbes das curvas cinéticas obtidas em funcdo das concentracdes dos analitos estdo
apresentadas na Figura 6.

Apos se selecionar acido sulfarico como reagente Rs, sua concentracdo foi investigada
no intervalo de 0,014 a 0,30 mol L™.
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4.2.4. Comprimentos das al¢as de amostragem e da bobina separadora

Os comprimentos das alcas de amostragem L; e L, que definem os volumes inseridos
de amostra, e da bobina separadora B; (Figura 2), que define a distancia entre as duas
aliquotas de amostra foram avaliados (Tabela 5). Os niveis minimo e méximo para L; e L,
foram 60 e 160, e para B;, 60 e 100 cm.

O critério para o dimensionamento dos volumes inseridos de amostra e o do intervalo
entre as duas aliquotas foi o modelo matematico resultante, o qual deveria apresentar 0s

menores erros de previsdo, avaliados como RMSEP (THOMAS, 1994).

4.3. Espécies interferentes

Os principais interferentes que influenciam na taxa de oxidacao de iodeto por perdxido
de hidrogénio foram avaliados. Para isto, cada espécie quimica interferente em potencial foi
sequencialmente adicionada a solucdes contendo 20,0 pg L™ Mo(VI) + 2,0 mg L™ Fe(ll),
sendo a solucdo resultante analisada empregando-se o sistema da Figura 2. As concentracdes
de molibdénio e ferro foram previstas e os erros de previséo calculados na presenca e auséncia

da espécie interferente.

4.4. Desenvolvimento do modelo matematico

No que se refere ao desenvolvimento dos modelos, estes foram construidos utilizando-
se PLS. Os dados foram organizados sob forma de matrizes. A matriz X, de varidveis
independentes era composta pelos dados experimentais de absorbancia, onde cada n
representava uma amostra e cada m um ponto considerado na zona de amostra. A matriz Y,
continha as varidveis dependentes, neste caso as concentracdes dos analitos, onde cada linha n
representava uma amostra e cada coluna p um analito. Como pré-processamento, os dados das
matrizes X e Y foram auto-escalados (FERREIRA et al., 1999). A média era calculada em
cada coluna da matriz de varidveis independentes, entdo, cada valor experimental era
subtraido da respectiva média e dividido pelo respectivo desvios-padréo.

Posteriormente a calibracao, era realizada a validagdo cruzada segundo o método leave
one out (HAALAND et al., 1988). Uma amostra por vez era retirada do conjunto de
treinamento, e 0 modelo era construido com as demais. Esse procedimento era repetido até

que os modelos tivessem sido construidos com todas as retiradas de amostras realizadas. Os
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erros de calibracdo eram, entdo, estimados pela raiz quadrada média dos erros de validacao
cruzada (RMSECV, do inglés root mean square error of cross-validation). O namero de
variaveis latentes para cada modelo foi definido levando-se em consideracdo as porcentagens
de variancia capturadas e os erros de validacdo cruzada atrelados a ele.

A capacidade de previsdo do modelo escolhido foi verificada comparando-se o0s
resultados obtidos por adicdo e recuperacdo dos analitos pelo método proposto e por
ICP OES. Concentracdes conhecidas dos analitos 10,0 e 20,0 pg L*Mo(VI) e 2,0 e 4,0 mg L™

Fe(I11) foram adicionadas nas amostras de aguas naturais.

4.5. Caracteristicas analiticas

Definido o modelo que apresentava melhor discriminacdo entre os analitos, e
estabelecido o dimensionamento para 0 sistema proposto, as principais caracteristicas
analiticas foram avaliadas. A estabilidade do mddulo de anélises foi verificada com o sistema
mantido em operacéo por 4 h.

A frequéncia analitica foi calculada através da equacdo 3:

1< 01 (7 (3)

onde: F: frequéncia analitica (h™); t.: tempo de limpeza, aqui definido como o intervalo de
tempo entre os instantes correspondentes ao maximo do primeiro pico e o restabelecimento da
linha base (a determinado nivel pre-selecionado de carry-over) ap6s o registro do segundo

pico.

Considerando a frequéncia analitica, as vazbes e as concentracbes utilizadas, o
consumo de reagentes foi estimado.

A repetibilidade dos sinais analiticos foi avaliada a partir da estimativa dos desvios-
padrdo de 10 andlises de uma amostra de 4gua natural fortificada, levando-se em consideracéao
os desvios dos dois picos e do vale, independente um do outro. A exatiddo foi avaliada pela
comparacdo entre as concentragdes recuperadas dos analitos pelo método proposto e por ICP
OES.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em sistemas de analises em fluxo com deteccao espectrofotométrica, o sinal transiente
monitorado € registrado sob forma de um pico normal ou invertido. Geralmente, a altura do
pico é utilizada como resposta analitica. Porém, no que se refere a metodos cataliticos onde ha
reacdo catalitica e ndo catalitica, a altura do pico nem sempre representa 0 comportamento do
analito frente ao parametro estudado, uma vez que a altura do pico inclui o sinal referente a
reacao nao catalitica. Portanto, neste trabalho utilizou-se a sensibilidade (inclinacdo da curva
analitica) como resposta analitica.

Experimentos preliminares envolvendo inser¢do de padrdes mono e bi-elementares de
Mo e Fe no sistema de analises em fluxo da Figura 1 confirmaram aditividade dos sinais
analiticos, valores entre 98 e 102% sendo sempre obtidos.

Relativamente as estratégias para adicdo de reagentes, especificadas no item 4.1, a
insercdo de amostra no fluxo transportador-reagente (perdéxido, iodeto, mistura de ambos ou
acido de maior concentracdo) do sistema da Figura 2, resultou em baixas concentracdes deste
nas porgoes centrais da zona de amostra. A linha base representada pela reacdo nao catalisada
apresentava maiores valores que a zona de amostra e um sinal transiente na forma de pico
invertido foi observado, como mostrado na Figura 3, que se refere a insercdo de solu¢do 50,00
ng L™t Mo(V1) em um fluxo transportador-reagente (Ry), e admissao de R por confluéncia. O
efeito da diluicdo dos reagentes na zona de amostra prevaleceu sobre o efeito catalitico

impedindo a formac&o dos dois picos necessarios para a quantificacao.
0,07
0,06 -

0,05

Absorbancia

0,04 1

0,034
0,00 L

t(s)

Figura 3 - Registro do sinal analitico obtido pela inser¢cdo de amostra em um fluxo
reagente.
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Quando se tinha um reagente no fluxo transportador e outro na zona de amostra, picos
distorcidos e com baixa reprodutibilidade eram observados impossibilitando a coleta de dados
(Figura 4). Esta estratégia apresentou baixa sensibilidade uma vez que, o tempo disponivel
para reacdo era menor do que o tempo de residéncia no percurso analitico. A figura 4 se refere
a adicdo de R1 por na zona de amostra solucdo 40,00 ug L™ Mo(V1) e insercdo desta em um

fluxo transportador-reagente (Ry).

0,15 1

0,10 1

Absorbancia

0,05 4

40's

0,00

t(s)

Figura 4 - Registro do sinal analitico obtido com a adi¢do de R; na zona de amostra e
insercao desta em transportador-reagente R,.

A adicdo de R; na zona de amostra e de R, por confluéncia (ou vice-versa) evitou 0s
efeitos relatados acima. Dois picos bem definidos e sobrepostos eram formados com adigéo
de apenas um reagente na zona de amostra enquanto o outro era adicionado por confluéncia.
Entretanto, os valores de RMSEP obtidos para ambos os casos mostraram que a discriminacdo
cinética nao foi satisfatoria. Isso se deve ao fato de a diferenca entre efeitos cataliticos de
Mo(V1) e Fe(lll) ndo ser influenciada pelo modo de adicdo de reagentes, demonstrando a
necessidade de mudancas mais significativas nas condicGes reacionais para evidenciar a
discriminacdo cinética e, neste sentido, os principais parametros envolvidos foram estudados.
De fato, a oxidacdo de iodeto por peroxido de hidrogénio tem sido frequentemente estudada
para determinacao de Mo (V. 2.3), porém néo ha relatos do comportamento do Fe(l11) frente a
esta oxidagdo. As condigdes que influenciam o desenvolvimento reacional em presenga ou

auséncia dos analitos sdo entdo discutidas a seguir.
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5.1. Influéncia dos principais parametros envolvidos
5.1.1. ConcentracGes dos reagentes

Os experimentos conduzidos conforme planejamento fatorial completo 2°
demostraram o efeito causado no sinal analitico de Mo(VI) e Fe(lll). O planejamento foi
avaliado visando a obtencéo de condigdes experimentais que levassem a maior sensibilidade

na determinacdo de molibdénio, bem como méaxima discriminacéo entre os analitos.

Tabela 2 - Influéncia das concentracdes de iodeto de potassio, perdxido de hidrogénio e
acido nitrico

Experimento Kl H,0, HNO; Sensibilidade Mo  Sensibilidade Fe
(% m/v) (% m/m) (mol L™ Abs L ug* Abs L mg*
1 1,5 0,010 0,0070 0,0007 0,014
2 35 0,010 0,0070 0,0012 0,028
3 1,5 0,040 0,0070 0,0010 0,025
4 35 0,040 0,0070 0,0020 0,050
5 1,5 0,010 0,30 0,0010 0,014
6 35 0,010 0,30 0,0013 0,029
7 1,5 0,040 0,30 0,0020 0,024
8 35 0,040 0,30 0,0036 0,046
9 2,5 0,025 0,15 0,0025 0,033
10 2,5 0,025 0,15 0,0025 0,033
11 2,5 0,025 0,15 0,0024 0,032

A sensibilidade da determinacdo de Mo(V1) foi priorizada em relacdo a de Fe(lll),
buscando-se entdo condicbes favoraveis a determinacdo do primeiro analito, uma vez que ja
se obtinha uma boa resposta analitica para Fe(lll). Os resultados do planejamento fatorial
demonstraram que, para 0s nhiveis maximos dos trés parametros, havia um aumento em
sensibilidade para Mo(VI) enquanto que, para Fe(lll), ndo se observaram alteracdes
significativas com relacdo a concentracdo do acido. Em alguns casos, até mesmo uma perda
de sensibilidade no nivel maximo deste pardmetro foi observada. JA& o aumento das
concentragOes de iodeto e peroxido levaram a um aumento de sensibilidade até seus niveis
maximos testados.

Em termos de discriminacdo, os parametros foram avaliados segundo o efeito que
estes causaram em cada analito, a fim de se definirem condicbes onde os analitos
apresentassem comportamentos diferentes em resposta & mudanca causada pela variagdo do

nivel de um determinado pardmetro. Quando a concentracdo de perdxido de hidrogénio foi
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modificada do nivel minimo para 0 maximo, verificou-se um aumento na sensibilidade tanto
para molibdénio quanto para ferro, ou seja, com a alteragdo do nivel deste pardmetro ambos
analitos se comportaram de forma similar. O mesmo aconteceu relativamente a variacao na
concentracdo de iodeto. Para a concentracdo de acido nitrico observou-se, em alguns casos,
um aumento na sensibilidade para Mo(V1) e um decréscimo para Fe(l11). Os experimentos 3 e
7 ilustram tal fato, onde a variacéo na acidez de 0,0070 para 0,30 mol L™* HNO; causou um
aumento em sensibilidade para molibdénio (0,0010 para 0,0020 Abs L ug™) enquanto que,
para Fe(l11) ndo se observou variacao significativa (0,025 para 0,024 Abs L mg™).

Os melhores resultados foram obtidos em niveis maximos para os trés parametros,
sugerindo que a faixa de trabalho deveria ser ampliada e um estudo mais detalhado ser
realizado. Elaboracdo de um novo planejamento experimental envolvendo concentracdes de
iodeto e peroxido de hidrogénio acima dos niveis testados ndo se tornou necessario porque o
aumento destas concentracbes leva a um aumento pronunciado na taxa da reacdo nao
catalisada, obtendo-se valores de branco muito elevados. Além disso, altas concentracdes de
iodeto podem afetar a etapa de limpeza do sistema. A concentracdo de iodeto foi entdo fixada

em 3,5 % (m/v) e a de peroxido, em 0,04 % (m/m).
5.1.2. Vazdo total e comprimento da bobina reacional

Os experimentos executados de acordo com o planejamento fatorial completo 3
mostra a influéncia dos parametros acima sobre o sinal analitico de ambos os analitos. O
comprimento da bobina apresenta uma influéncia positiva, pois variando de um nivel minimo
para um nivel maximo, tem-se um aumento na sensibilidade (Tabela 3). De fato, um aumento
no percurso analitico proporciona maior tempo disponivel para o desenvolvimento da reacao.
Este aumento de sinal da reagdo catalitica foi acompanhado por um aumento na reacdo ndo
catalisada (branco). No que se refere a vazdo total, esta apresenta influéncia negativa.
Variando do nivel minimo para o nivel maximo tem-se uma diminuicdo do sinal analitico,

causada pela redugédo no tempo de reacdo e menor eficiéncia de mistura.
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Tabela 3 - Influéncia do comprimento do reator e da vazao total

Experi- Comprimento  Vazdototal Sensibilidade Mo Sensibilidade Fe  Frequéncia
Mento do reator (cm)  (mL min™) Abs L ug™ Abs L mg™ analitica (h™)

1 150 1,8 0,0023 0,053 32

2 150 2,8 0,0015 0,038 52

3 150 3,8 0,0011 0,030 70

4 250 1,8 0,0032 0,064 28

5 250 2,8 0,0022 0,051 47

6 250 3,8 0,0017 0,042 61

7 350 1,8 0,0038 0,067 27

8 350 2,8 0,0029 0,061 42

9 350 3,8 0,0022 0,052 57

O comprimento da bobina reacional apresenta relacéo direta com o intervalo de tempo
para o desenvolvimento das reacdes, porém comprimentos excessivos sdo indesejaveis, pois
levam a um aumento da dispersdo, prejudicando a frequéncia analitica (Tabela 3) e
aumentando o consumo de reagentes (RUZICKA; HANSEN, 1988). Por outro lado, este ndo
pode ser muito pequeno, para garantir uma mistura efetiva dos reagentes e minimizar ruidos
no sinal analitico, especialmente no presente caso, onde se tem altas concentracfes de iodeto.
Estes efeitos deletérios foram observados para reator de 150 cm. Como compromisso entre
condicdes de mistura, intervalo de tempo disponivel para o desenvolvimento da reacéo e
perda de sinal por dispersdo resultando em aumento da frequéncia analitica, 0 comprimento

da bobina foi selecionado em 250 cm e a vazao total em 2,8 mL min™.

5.1.3. Natureza e concentracdo do acido

Embora a concentracdo do &cido seja um parametro que apresenta forte influéncia
sobre a sensibilidade analitica, Andrade et al. (1993) relataram que a natureza deste ndo afeta
significativamente o sinal analitico na determinacdo de Mo(VI). Como neste trabalho havia
interesse na discriminacdo cinética, foram avaliados os efeitos dos acidos cloridrico, sulfurico,
perclérico e nitrico. Na Tabela 4 sdo mostradas as sensibilidades obtidas para Mo(VI) e
Fe(l11) em presenca dos diferentes acidos.
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Tabela 4 - Influéncia da natureza do &cido nas sensibilidades para Mo(V1) e Fe(l11)

Addo et absimg?
HCI 2,66 x 10 0,0339
H,S0, 2,43 x 107 0,0060
HCIO, 2,77 x 107 0,0349
HNO; 2,81x 107 0,0339

A andlise da Tabela 4 revela que a natureza do &cido ndo apresentou efeito
significativo sobre a sensibilidade analitica referente a Mo(VI), uma vez que os valores de
sensibilidades obtidos para os diferentes &cidos estudados foram muito similares entre si. Este
efeito foi também observado para Fe(lll), exce¢do feita a H,SO,. De fato, foi observada uma
diminuicdo expressiva no valor de sensibilidade em presenca deste acido, com respeito aos
outros &cidos. Isto parece ndo ter sido ainda relatado, e foi decisivo na discriminagdo entre
ambos os analitos. A fim de se realizar um estudo mais completo do efeito da presenca deste
acido no desenvolvimento da reacdo realizaram-se experimentos variando-se a sua
concentragao.

A Figura 5 mostra o aumento no sinal analitico de Mo(V1) causado pelo aumento da
acidez, até 0,1 mol L™ H,SO, com um decréscimo de sinal para concentracdes acima desta.
Relativamente a Fe(lll), o sinal analitico diminuiu com o aumento nas concentragdes deste
acido, confirmando-se o efeito inverso nas catalises devidas a ambos analitos causado pelo

aumento nesta concentra(;éo.
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Figura 5 - Efeito da concentracéo de &cido sulfarico sobre o sinal analitico de (a) Mo(VI)
e(b) Fe(lll).
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As diferencas nas taxas reacionais para Fe(ll1l) em presenca de acido sulfurico foram
evidenciadas avaliando-se o progresso da reacdo em funcdo do tempo. As curvas cinéticas
mostraram 0 aumento continuo da absorbancia monitorada com a formacao do produto e as

inclinacBes destas curvas em fungdo das concentracdes dos analitos sdo mostradas abaixo.
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Figura 6 - InclinagBes das curvas cinéticas obtidas em meios sulfurico e nitrico. Para cada
concentracdo de Mo(VI) a esquerda e de Fe(lll) a direita, uma curva cinética foi obtida em
funcdo da concentracdo dos analitos, em () acido sulfarico 0,15 mol L™ e (a) nitrico 0,014

mol L.

Mo(VI) apresentou comportamento semelhante no tocante a formacdo de triiodeto,
tanto em meio 4cido nitrico, quanto em acido sulfarico. Porém, para Fe(lll) observou-se que,
em acido sulfarico, a reacdo catalisada procede mais lentamente em relagdo a acido nitrico.
Esse comportamento foi fundamental para a discriminacgdo cinética entre os analitos, uma vez
que torna-se possivel a selecdo de diferentes condicBGes reacionais na mesma aliquota de
amostra inserida no sistema analitico.

Em vista disso, uma configuracdo que evidenciava o estabelecimento de duas
condicBes reacionais diferentes foi proposta (Figura 2). O &cido sulfarico que ja havia
mostrado efeito como discriminante pela variacdo da concentracdo foi, entdo, utilizado e
adicionado em apenas uma das aliquotas de amostra resultando em uma zona de amostra com
gradientes de acidez mais pronunciados do que a outra. Com isso, as diferentes taxas das
reacOes catalisadas por Mo(V1) e Fe(lll) em meio acido sulfurico nortearam as discriminagdes
e quantificacGes dos analitos através do estabelecimento de duas zonas reacionais diferentes.

O sinal transiente obtido formado por dois picos e um vale é mostrado na Figura 7.
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Figura 7 - Registro tipico do sinal transiente gerado pela insercéo de duas aliquotas de
amostra. A figura se refere ao sistema da Figura 2, sendo 1: aliquota com adicdo de acido
sulfarico; 2: sobreposicao parcial das duas aliquotas; 3: aliquota sem adi¢cdo de acido sulfdrico
A: branco; B, C, D: 12,5; 25,0; 50,0 pg L™ Mo(VI); E, F, G: 1,00; 3,00; 7,00 mg L™ Fe(ll1).

5.1.4. Comprimento das alcas de amostragem e bobina separadora

Os comprimentos das al¢as de amostragem (L, L) e a distancia (B;) entre elas afetam
diretamente o sinal transiente e, consequentemente, 0 modelo gerado. Para estudar o efeito
destes parametros na discriminacdo entre os analitos, os erros de previsaio RMSEP foram
avaliados para modelos gerados em cada experimento variando independentemente Ly, L, e
B (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores de RMSEP obtidos por modelos gerados a partir de experimentos
com diferentes comprimentos de bobinas de amostragem e separadora

Experimento L, L, B, RMSEP Mo RMSEP Fe
cm) (m) (m)  (ugL?) (mg L™

1 60 60 80 3,36 0,223
2 160 60 80 2,23 0,175
3 60 160 80 1,89 0,210
4 160 160 80 0,67 0,211
5 60 110 60 4,16 0,142
6 160 110 60 1,58 0,269
7 60 110 100 1,69 0,313
8 160 110 100 4,02 0,528
9 110 60 60 2,52 0,145
10 110 160 60 2,96 0,638
11 110 60 100 111 0,134
12 110 160 100 3,07 0,242
13 110 110 80 1,61 0,205
14 110 110 80 1,85 0,217
15 110 110 80 1,22 0,191

Observou-se uma tendéncia na diminui¢cdo do RMSEP para Mo com o aumento de L;.
Diante disso, acondicdo experimental 4 que apresentava comprimentos de alcas de
amostragem L; e L, de 160 cm e bobina separadora 80 cm foi escolhida para anélise de aguas
naturais. Embora no modelo gerado a partir desta condicéo o valor de RMSEP para Fe nédo
tenha sido o menor, 0,211 mg L™, este modelo foi utilizado pois foi estimado o menor valor
de RMSEP para Mo 0,67 pg L™. Maiores algas de amostragem sdo desejaveis e permitem
aumento da resposta analitica devido a presenca de maiores quantidades dos analitos. Este
aumento favorece o desenvolvimento da reacdo e resulta em melhoria na sensibilidade,
tornando a discriminagdo mais evidente devido as diferencas entre as taxas reacionais serem
mais pronunciadas. Nesta condicdo experimental, a bobina separadora apresenta comprimento
de 80 cm, como compromisso entre limitar sobreposicdo total entre os dois picos e nédo

ocorrer perda de sinal do vale devido a uma separagéo pronunciada entre 0s picos.
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5.2. Espécies interferentes

Foram estabelecidos limites maximos para as concentrac@es das espécies interferentes
para 0s quais a adicdo causava uma modificacdo de até 10% na concentracdo prevista em
relacdo a real para os analitos molibdénio e ferro. Com este critério, erros menores do que
10% eram obtidos, pois a influéncia do interferente se manifestava no intervalo de
concentracdo entre os dois Ultimos valores testados. Os limites obtidos para todas as espécies
interferentes foram maiores do que as concentracfes destes geralmente encontradas em aguas
naturais (CONAMA, 2005), podendo-se entdo inferir que o procedimento proposto pode ser
aplicado a &guas naturais sem restricbes no que se refere a seletividade analitica. No que se
refere a analise de plantas, as concentracdes de fésforo encontradas neste tipo de amostras

estdo acima do limite maximo toleravel para aplicacdo do método proposto.

Tabela 6. Seletividade. ConcentracOes toleraveis das espécies interferentes adicionadas a
solucdes de 20 pg L*Mo(VI1) + 2 mg L™ Fe(l11).

Espécie Concentragéo toleravel*/ mg L™

Vanadio(V) 0,1
Aluminio(lll) 50
Manganés(I1) 100
Cromo(VI) 0,1
Di-hidrogeno fosfato 10
Magnésio(ll) 250

Calcio(ll) 1000
Cobre(Il) 1

* Concentracdo cuja adi¢do causava um desvio de até 10% na concentragao prevista

5.3. Desenvolvimento do modelo

Para todos os modelos gerados, duas varidveis latentes foram selecionadas, pois
menores valores de RMSECV foram obtidos. Além disso, duas variaveis latentes foram
suficientes para captura de mais de 98,0 % das variancias.

O modelo escolhido ndo revelou a presenca de amostras andmalas (“outliers”) no
conjunto de calibracdo ao nivel de 95% de probabilidade, e apresentou boa habilidade de

previsdo, uma vez que o0s valores previstos foram concordantes com os valores reais.
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A Figura 8 mostra as curvas de correlagdo entre as concentracGes previstas e reais, para cinco
solugdes constituintes do conjunto de validagéo (n = 5), sendo os coeficientes de correlagédo
estimados como 0,99717 e 0,99850 para Mo(VI) e Fe(lll), respectivamente. Os valores
RMSEP foram estimados com base nos erros obtidos a partir das previsdes das concentragdes
destas solucdes. Os erros provenientes da comparagdo entre as concentragdes previstas e reais

séo apresentados na Tabela 7.

R’ = 0,99850

Figura 8 - Concentracdes esperadas (abscissa) e previstas (ordenada) na etapa de

validaco. Porcdes a esquerda e a direita se referem a pg L™ Mo(VI) e amg L™ Fe(ll1).

Tabela 7 - Concentracgdes previstas e reais e erros associados a etapa de validacéo

Mo (V1) Fe (111)
Esperado  Previsto Erro (%) Esperado Previsto Erro (%)
ng L? ng Lt mgL* mgL?
20 19,7 -1,5 2,0 2,2 10,0
40 40,6 15 2,0 2,1 5,0
30 29,2 -2,7 4,0 4,3 7,5
30 30,7 2,3 6,0 6,2 3,3
45 44,2 -1,8 3,5 3,7 57

O modelo otimizado foi aplicado na determinacdo dos analitos em amostras de
digeridos de plantas. As concentra¢fes encontradas pelo método proposto para molibdénio
estiveram muito acima do que aquelas por ICP OES, enquanto que para ferro, estas estiveram
abaixo do encontrado pelo método de referéncia. Esse efeito pode ser atribuido a presenca de

concentragdes elevadas de interferentes neste tipo de matriz, e.g. fosforo.
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Tabela 8 - Concentracgdes de Mo (V1) e Fe (111) em digeridos de plantas determinadas

pelo método proposto e por ICP OES.

Método proposto ICP OES
Amostra 1 1 1 1
Mo ng L” Femg L Mo ng L” FemgL
Cana 111,746 6,1+11 34,0+1,3 10,1 + 0,37
Café 197,8+4,1 12,0+35 12,5+ 6,6x10* 421 +31
Soja 2732+68 68+32 485+62x10* 1051+0,18

Os limites de deteccdo foram estimados como 0,88 pg L™ Mo(VI) e 0,16 mg L™
Fe(l11), ndo sendo adequados para analise de amostras de aguas naturais, em que molibdénio
se encontra em concentragdes menores que o limite de deteccdo. Decidiu-se entdo pela adigdo
dos analitos nas amostras, para verificacao de possiveis efeitos matriciais. O modelo foi entdo
utilizado na previsdo das concentracfes dos analitos adicionados as amostras. A porcentagem
de recuperacdo dos analitos se situou entre 85 e 114% (Tabela 9), demonstrando auséncia de

efeito de matriz.

Tabela 9 - Resultados referentes aos ensaios de adicdo / recuperacdo envolvendo
amostras de aguas naturais fortificadas. Valores adicionados e concentracdes dos analitos

determinadas pelo método proposto, em ug L™ e mg L™, e taxas de recuperacéo, em %.

Amostra Concentracéo Recuperacéo / %
Adicionada Determinada

Mo Fe Mo Fe Mo Fe
Rio Jaguari 10 2 11,1+0,18 2,1+0,03 111% 105%
20 4 22,7+0,16 3,7+0,02 114% 92%
Ribeirdo das Posses 10 2 10,8+0,18 2,0+£0,03 108% 100%
20 4 204+049 35+0,08 102% 88%
Agua de escoamento 10 2 108+0,11 19%0,02 108%  95%
superficial 20 4 21,3+£0,20 3,4+0,03 107% 85%
Rio Camanducaia 10 2 98+£0,22 210,05 98% 105%
20 4 196+037 35+0,06 98%  87%
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Os resultados do método proposto foram comparados com os obtidos por ICP OES
(Tabela 10) e a exatiddo analitica verificada pelo teste t-Student pareado. Este indicou
concordancia (tearculado 1,58 < tiabelado 2,26) entre os métodos, ao nivel de 95% de confianca
para a determinacdo de molibdénio. Para ferro, o teste t-Student indicou discordancia entre os

métodos, assumindo a inexatiddo para determinacéo deste analito.

Tabela 10 - Resultados comparativos. ConcentracGes de molibdénio e de ferro em aguas
naturais determinadas pelo método proposto e por ICP OES.

Amostra Método proposto ICP OES
MougL™' FemgL™ Mo pg L™ Femg L™
Rio Jaguari 11,1+0,18 21+0,03 102+4,5x10°> 28+0,01
22,7+016 3,7+0,02 20,6+44x10" 4,8+0,04
Ribeirdo das Posses 10,8+0,18 2,0+0,03 10,6 +9,0x10° 2,6+0,01

204+0,49 35+0,08 21,3+50x10* 4,7+0,06

Agua de escoamento superficial 10,8 +0,11 19+0,02 10,6 +1,7x10° 2,1+0,02
21,3+0,20 3,4+0,03 213+1,3x10* 4,1+0,10

Rio Camanducaia 98+0,22 21+005 94+12x10* 2,7+0,01

19,6 £0,37 350,06 18,7+28x10" 45£0,04

5.4. Caracteristicas analiticas

O sistema proposto ndo apresentou oscilacdo ou deriva na linha base durante periodos
de operacdo de quatro horas. Boa repetibilidade entre as leituras foi observada com desvios-
padrdo relativos menores do que 2 % para os dois picos, bem como para a mensuracao
realizada na regido entre eles.

O intervalo de tempo entre os instantes de registro dos dois sinais maximos foi de 42 s
e 0 tempo de limpeza foi de 53 s, a ca 1 % de “carry-over”. Consequentemente, a frequéncia
de amostragem potencialmente atingivel foi calculada como 38 h™. Entretanto, um intervalo
de tempo maior entre uma injecdo e outra foi necessario para garantir a limpeza do modulo de
analises, porque o injetor era manualmente operado. Desta forma, a frequéncia analitica
pratica foi menor do que aquela potencialmente atingivel e verificou-se uma frequéncia
analitica de aproximadamente 31 h™. Nesta situacdo, foram consumidos 54,0 mg de iodeto de

potdssio e 0,30 mg de peroxido de hidrogénio por  determinacao.
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6. CONCLUSOES

A determinacdo simultanea de Mo(V1) e Fe(lll) empregando sistemas de analises por
injecdo em fluxo, aliando cinética diferencial com a ferramenta quimiométrica PLS foi
demonstrada. Etapas de eliminagéo / minimizagéo da interferéncia de ferro foram evitados e a
viabilidade da exploracdo de gradientes de concentracdo em sistemas de analises em fluxo foi
demonstrada. O presente trabalho mostrou a possibilidade de discriminacao entre dois analitos
com taxas de reacdo muito proximas pelo estabelecimento de duas zonas reacionais
diferentes. A adicdo de acido sulfurico foi essencial para discriminacdo entre os analitos,
principalmente devido & mudanga no comportamento catalitico de Fe(lll) na presenca deste
acido.

Digeridos de plantas também foram avaliados como aplicacdo do modelo proposto.
Porém, este se mostrou inexato devido ao efeito de matriz e a complexidade destas. Estudos
com interferentes deverdo ainda ser realizados, especialmente no que se refere a componentes
majoritarios e.g. fosforo. Diante disso, testes de adicdo e recuperacdo foram realizados em
amostras de aguas naturais e boas taxas de recuperacdo foram obtidas, sendo concordantes

com ICP OES para determinacdo de Mo(V1).
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