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RESUMO

A presente dissertacdo descreve um sistema in-line de analise em fluxo multissegmentado
para determinacdo de sulfeto em amostras de agua explorando a reacdo de Fisher. As
amostras de agua foram coletadas, preservadas somente com hidréxido de sddio, e
introduzidas no minireactor acoplado ao sistema FIA. O sulfeto liberado, apds acidificacdo da
amostra, foi transportado com o fluxo de gés nitrogénio e misturado com solucdo de N, N
dietil p-fenilenodiamina (DEPD) na presenca de Fe(lll). O corante azul formado foi medido
em comprimentos de onda entre 672-679 nm. A avaliacdo do efeito dos fatores quimicos e de
fluxo foi realizada utilizando planejamento fatorial de dois niveis, enquanto a otimizacao foi
efetuada pela matriz de Doehlert. O sistema apresenta duas regides lineares, o primeiro
intervalo de resposta entre 0,433 pg L™ e 400 ug L™ e a segundo de 400 pg L * e 3500pg L™.
O limite de deteccdo e quantificacdo encontrados foram 0,130 pg L™ e 0,433 pg L*
respectivamente, enquanto a freqiiéncia de leitura foi de 12 h™. A precisio foi avaliada como
o desvio padrdo relativo (n = 10), para 50 pg L™ e 100 pg L™ de sulfeto, sendo encontrados
1,9 e 2,3%, respectivamente. O método apresentou seletividade satisfatoria no que diz
respeito aos principais interferentes presentes em amostras ambientais, tais como Fe®*, AI**,
F, Na", SO,%, COs%, Cd**, Cu**, Zn*", Ag". A exatiddo do método foi avaliada com sucesso

em amostras de &gua ambientais ap6s comparagcdo com o método de referéncia na literatura.

Palavras-chave: Sulfeto. Analise em fluxo. Analise multivariada.



ABSTRACT

The present dissertation describes an in-line flow analysis multissegmented system for
determination of sulfide in water samples exploiting the Fisher reaction. Water samples were
collected, preserved only with sodium hydroxide, and introduced into minireactor
accomplished to FIA system. The sulfide released, after sample acidification, was carried out
with nitrogen gas flow and mixed with N, N diethyl p-phenylene diamina (DEPD) solution in
the presence of Fe (I11). The blue dye formed was measured at wavelength range between
672-679 nm. The evaluation of the effect of chemical and flow factors was performed using
fractional factorial design of two levels, while the optimization was accomplished by
Doehlert matrix. The system presented two linear regions, the first range of response between
0.433 pg L™ to 400 pg L™ and the second of 400 ug L ™ to 3500 pg L™ The limit of
detection and quantification were found to be 0.130 pg L™ and 0.433 pg L™ respectively,
while the sample throughput was 12 h™. Precision was evaluated as the relative standard
deviation (n = 10), for 50 pg L™ and 100 pg L™ sulfide were found to be 1.9 and 2.3%
respectively. The method showed satisfactory selectivity as regard the main interferent
present in environmental samples, such as Fe**, AI**, F, Na*, s0,%, COs*, Cd**, Cu®*, Zn*",
Ag’. The accuracy of the method was successfully evaluated in environmental water samples

after comparison with the reference method reported in the literature.

Key words: Sulfide; Flow Injection Analysis , Multivariated analysis.
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1 INTRODUCAO

Devido a sua alta toxicidade, o sulfeto € considerado um importante pardmetro para o
estudo de um ecossistema e na agua, geralmente, ele pode ser representado pela soma do H,S,
HS e S%, espécies que mantém o seu equilibrio, em solucdo aquosa®?. Sob a forma de H,S, o
sulfeto pode ser encontrado como resultado da decomposicdo da matéria organica e também
como resultado da reducéo do sulfato®.

Véarios métodos sdo descritos na literatura para determinacdo de sulfeto, incluindo

volumétrico®,  espectrofotométrico®®,  cromatografia ~em  fase  gasosa’™,

16,17 18,19 20,21 22,23
)

quimioluminescéncia catalitico fluorescéncia™ ", potenciométrico™°,

242> o métodos polarogréficos®®. No entanto, para amostras ambientais, a fim

amperomeétrico
de garantir resultados confidveis, procedimentos de pré-tratamento da amostra sdo
necessarios sendo esta etapa, geralmente, a mais dificil e demorada®.

Para determinagdo espectrofotométrica, o corante fenotizidico azul de metileno é o
mais utilizado e estudado. Recomendado por Fischer em 1886 para a identificacdo de sulfeto,
este baseia-se na reacdo com N, N-dimetil-p-fenilenodiamina (DMPD) em meio acido e na
presenca de Fe (111)**%". O mecanismo de reacdo tem sido descrito por varios autores?®%.
Alternativamente, o dietil-fenilenodiamina (DEPD) tem sido utilizado visando substituir
DMPD como reagente espectrofotométrico, porque este composto forma um analogo do azul
de metileno, chamado azul de etileno®. Estudos comparativos reportam que a amina
aromatica DEPD leva a formacdo de corantes fenotiazidicos com maior absortividade
molar®. Estes resultados corroboram com os métodos anteriormente publicados, indicando a
elevada sensibilidade do DEPD para determinacéo espectrofotométrica de sulfeto®.

O éanion sulfeto pode agir como um intermediario versatil através do qual o enxofre
juntamente com outras espécies pode ser determinado, pois sua alta reatividade fornece varias
estratégias de deteccdo®* . Neste sentido, o acoplamento da analise em fluxo (FIA), com
diferentes estratégias de deteccdo pode ser considerado uma boa alternativa para
determinacédo de sulfeto, isso devido as proeminentes vantagens do sistema FIA, tais como,
simplicidade, pequena manipula¢do da amostra, baixo consumo de reagentes e amostra e,
consequentemente, a baixa geracéo de residuos®®*3. Considerando as modalidades do sistema
de fluxo, a técnica de analise de fluxo segmentado®® é considerada precursora dos diferentes
modelos de sistemas de fluxo disponivel hoje, e baseia-se na aspiracéo sequiencial de amostra

e bolhas de ar, 0 que faz com que a dispersdo seja mais controlada. Atualmente, existem
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varias configuracdes de sistema de fluxo, tais como a convencional analise por injecdo em
fluxo continuo e sem bolhas de ar proposto por Ruzicka**, sistemas com apenas um segmento
de liquido aprisionado entre dois segmentos de gas, que foi nomeado monossegmentado,
sistemas que empregam Vvérias vélvulas solendides nomeado multicomutagdo e sistemas de
analise sequencial®.

No presente trabalho, estratégias/configuracbes do FIA, tais como:
multissegmentado®, multicomutacéo® e difusio gasosa®’, foram explorados a fim de
determinar sulfeto com o tratamento da amostra in line. Portanto, o intuito do método
proposto foi a implementacdo de um sistema de andlise multissegmentado, o que torna a
determinacdo de sulfeto rapida e com baixo consumo de reagentes/amostras. Para tanto, um
minireator de 1,5 mL de volume interno foi construido e acoplado ao sistema FIA, e usando
um injetor automatizado e véalvulas solendides gerou-se o fluxo segmentado. Assim, foi
realizada uma injecao sequencial de reagente cromogénico (liquido) e nitrogénio (gas), além
de H,S liberado do minireator. O H,S foi misturado com o reagente formando o azul de
etileno e medido espectrofotometricamente. Todos os fatores que desempenham um papel
importante no sistema de fluxo foram estudados, utilizando ferramentas quimiométricas
incluindo planejamento fatorial fracionario, matriz Doehlert e metodologia de superficie de

resposta (RSM) na otimizag&o*®°.
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2 SINTESE BIBLIOGRAFICA

2.1 O enxofre

O enxofre, um ndo-metal multivalente, é um dos mais abundantes elementos quimicos
na natureza, apresentando como estados de oxidagio mais comuns os valores 2, 2%, 4" e 6",
Dentre os compostos de enxofre, presentes na atmosfera, destacam-se espécies, tais como
COS, CS,, (CH3),S, HS, SO, e SO,*. Na troposfera a transformagéo destes compostos exibe
uma clara tendéncia em direco aos estados de oxidagdo mais altos>°.

Na forma de H,S ele apresenta-se como um gas incolor, fétido, podendo adormecer o0s
centros respiratorios mesmo em baixas concentracdes'. Quando combinado ao ferro e metais
basicos este elemento ocorre no estado nativo ou elementar. O enxofre é encontrado no gas
natural como sulfeto de hidrogénio e em grande nimero de compostos organicos complexos,
sendo este também de grande importancia para as plantas, homens e animais, uma vez que
estd presente em varias estruturas bioldgicas, fazendo parte da estrutura de coenzimas,
vitaminas, agentes redutores e horménios®?.

O enxofre é também um elemento essencial a todas as formas de vida. Nas plantas, ele
faz parte de alguns aminoécidos e de todas as proteinas. Dentre as formas do enxofre o
sulfato é a mais estavel e abundante estando disponivel para uso dos organismos vivos na
biosfera®’, é um dos principais componentes de 4guas naturais. O SO4 exerce a funcéo de
ativador enzimatico, o -SH é um grupo ativo de enzimas e de coenzimas (acido lipdico,
tiamina, biotina), participa na fotossintese e reacdes de fosforilacdo, sendo essencial no
processo de fixacdo de nitrogénio pelas leguminosas, garantindo um crescimento mais
vigoroso e incrementando a producéo de sementes. A natureza recicla enxofre sempre que um
animal ou planta morre, ao se decomporem, o sulfato combinado com a agua pode ser
absorvido pelas raizes das plantas. Assim, os animais obtém sulfato, através da ingestdo de

vegetais e outros animais.
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2.2 Fontes de enxofre

Duvidas com relacdo as fontes, reacGes e destino das espécies de enxofre na atmosfera
ainda sdo muitas. No entanto, sabe-se que as espécies de enxofre presentes na atmosfera,
principalmente na forma de SO,, sdo em grande parte oriundas de fontes antropogénicas.
Dentre as fontes antropogénicas, destacam-se 0s processos de extragéo, transporte e refino de
petroleo, enxofre e gas natural, isso porque o &cido sulfidrico geralmente esta presente nos
depdsitos destas fontes energéticas; os aterros sdo outra fonte de H,S para o ambiente, ja que
a liberacdo deste corresponde a 1% do volume dos gases provenientes de aterros. Além disso,
atividades industriais como industria de cimento, metalurgia, téxtil, curtumes, fabricas de
papel (Kraft), queima de combustiveis fdsseis e biomassa também sdo consideradas
importantes fontes de emissdo de gases contendo enxofre. As fontes naturais sdo responsaveis
por aproximadamente 90% do acido sulfidrico total da atmosfera, merecendo destaque as
atividades vulcénicas e geotérmicas, dguas estagnadas, decomposicao da matéria organica e a
vaporizagdo da dgua do mar que sdo consideradas as principais fontes de emissGes naturais de

espécies gasosas de enxofre®*®,

2.3 Presenca em corpos d’agua

O acido sulfidrico € uma das principais espécies do ciclo do enxofre (FIGURA 1). Em
agua a espécie H,S se dissolve como um acido diprético fraco tendo como seus sais
correspondentes os sulfetos (S*) e hidrogeno sulfeto (HS), apresentando em solugéo os

equilibrios apresentados nas Equacdes 1 e 2>,
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Figura 1 - Ciclo do Enxofre.

Fonte: MARTINS e ANDRADE, (2002, p. 260)%°.

HZS( < H +(aq) HS “(ag) K3.1=1,3X10_8 Q)

aq)
HS ag) & H +(aq) S 2_(aq) Ka 9 =6,3X10_14 2

Como pode ser visto pelas curvas das fragdes (a) de cada espécie (FIGURA 2) a

distribuicdo das espécies provenientes do H,S variam com o pH em meio aquoso.

Figura 2 - Distribuicdo das espécies de sulfeto em solucéo aquosa em funcéo do pH.
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O H,S da atmosfera é dissolvido diretamente na 4gua e pode ser facilmente oxidado
pelo oxigénio presente na superficie. Podendo ainda difundir-se na coluna d’agua, com baixa
quantidade de oxigénio, e juntar-se a argila e matéria organica, formando parte do material
particulado em suspenséo e posteriormente o sedimento. Quando consumido pelas bactérias
presentes nos sedimentos e na agua, este € oxidado a enxofre elementar, o qual ao reagir com
sulfeto de ferro associado aos minerais e sedimento converte-se em pirita (FeS,). Podendo
este também, em presenca de luz e auséncia de oxigénio, ser oxidado pelas bactérias

fotossintéticas a enxofre e sulfato (FIGURA 3)*°,

Figura 3 - Esquema do é&cido sulfidrico em uma lagoa. BSR, bactérias sulfato redutoras; MES,
sulfetos metélicos.

Fonte: FERRER, L. et al., (2007, p. 14) *°.

O enxofre possui um importante papel nos processos biogeoquimicos, formando sais
insolUveis com varios metais que podem estar presentes na dgua e nos sedimentos, atuando
também na liberacdo de metais no ambiente aquatico devido a mobilizacdo bacteriana do
enxofre presente em minerais®™. Em ambientes andxidos, o acido sulfidrico controla a
biodisponibilidade dos metais pesados. Na interface agua-sedimentos a disponibilidade de
oxigénio (condicdo redox) tem papel relevante no ciclo de nutrientes e metais pesados. O
potencial redox decresce com o aumento da profundidade ocorrendo assim a reducdo do
sulfato formando sulfetos. Os sulfetos de metais, devido sua baixa solubilidade mantém os

metais ndo biodisponiveis e, geralmente, uma baixa concentragdo de sulfeto livre na 4gua.
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O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), Resolucdo n° 357 de 17 de
marco de 2005 e n° 397 de 3 de abril de 2008, estabelece os seguintes limites maximos
permissiveis: Aguas Doces: Classes 1 e 2, Sulfeto (H,S ndo dissociado) 0,002 mg/L S*;
Classe 3 - Sulfeto (como H,S ndo dissociado) 0,3 mg/L S*. Aguas Salinas: Classe 1 e 2,
Sulfetos (H,S ndo dissociado) 0,002 mg/L S*. Aguas Salobras: Classe 1 - Sulfetos (como
H.S ndo dissociado) 0,002 mg/L S%. Lancamento de efluentes, Sulfeto 1,0 mg/L de Sulfeto >

2.4 Impactos antropogénicos no ciclo do enxofre

O enxofre, devido a vasta quantidade de compostos que forma, possui indmeras
aplicacbes, sendo a producdo de acido sulfdrico pela industria quimica uma das mais
importantes. Este elemento é amplamente usado também na fabricacdo de fertilizantes,
inseticidas, explosivos, borrachas e no preparo de polpa de madeira para a fabricacdo de
papel. Outra importante aplicacdo ¢ o emprego de sulfato de bario na industria quimica na
fabricacdo de cosméticos, pigmento de tintas e para conferir a coloracdo em papéis e tecidos.
Seu uso difundido tem afetado enormemente o ciclo do enxofre®®, fazendo com que o mesmo
seja alvo em debates sobre a chuva acida.

As atividades humanas, embora crescentes e dependentes dos ciclos econémicos, sao
relativamente constantes em comparacdo com a alta variabilidade de algumas emissbes
naturais, como a explosiva atividade vulcanica. Desde o inicio do século XX, a
industrializacdo global teve um efeito consideravel sobre o ciclo do enxofre, talvez, mais
notadamente no aumento de acidez na fase aquosa e a formacdo de sulfato particulado no
aerossol atmosférico. Havendo também um aumento na liberagdo de enxofre em rios, devido

a mineracdo, industrializacdo e, em particular a agricultura®®*®.

2.5 Toxicidade

A toxicidade de uma substancia gasosa pode ser descrita em fungdo de seu poder
asfixiante. Os asfixiantes podem ser subdivididos em: (1) simples, que sdo aqueles cujo

perigo esta relacionado a sua alta concentracdo que, devido a reducdo da presséo parcial de
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oxigénio, eles produzem seus efeitos adversos ao deslocar ou eliminar o oxigénio do ar
inspirado (ex.etano, metano, nitrogénio); (2) anestésicos, que sdo capazes de provocar
depressdo do sistema nervoso central, interferindo no sistema neurotransmissor (ex.
hidrocarbonetos derivados do petréleo) e (3) asfixiantes quimicos, os quais diminuem a
capacidade de transportar oxigénio, por produzirem anoxia tissular, ou seja, baixa oxigenacao
dos tecidos (ex. monoxido de carbono). O sulfeto pode ainda formar complexos com o ferro
nos citocromos mitocondriais parando o metabolismo aerébico® . Portanto o gas sulfidrico
é um asfixiante quimico.

A presenca de sulfeto geralmente pode ser detectada, muitas vezes independentemente
do seu estado real, devido a liberacdo do &cido sulfidrico, este gas provoca um odor
caracteristico mesmo em niveis traco. Embora o nariz humano consiga detectar niveis tdo
baixos quanto 0,02 ppm, normalmente hd uma sensibilidade de um maximo de
aproximadamente 5 ppm. Acima deste nivel ou por meio de exposicdo prolongada, a
percepcao do gas é bastante comprometida, isso porque os efeitos neurotdxicos agem sobre
os nervos olfativos. O sulfeto atua nas células desativando a respiracdo aerdbia levando a
morte geralmente por asfixia. A dose letal, dependendo da exposicdo, pode
variar de 300-1000 ppm, deixando davidas de maior toxicidade quando comparado ao cianeto
de hidrogénio a niveis semelhantes®.

Os casos clinicos de envenenamento por sulfeto variam de 30 a 3000 mg L™ °. A alta
reatividade do sulfeto e baixo potencial acumulativo desta espécie tende a minimizar o risco
de exposicdo diaria a niveis que ndo sdo susceptiveis a causar efeitos adversos graves a
salide®. A Portaria 3214/78, NR — 15, Anexo 11 do Ministério do Trabalho estabelece os
limites de 8 ppm (12 mg m™) para o gas sulfidrico, 4 ppm (10 mg m™) para o di6xido de
enxofre (ppm - partes de vapor ou gas por milhdo de partes de ar contaminado, mg m™-
miligramas por metro cubico de ar) e grau de insalubridade maximo para ambos,

considerando uma exposic¢ao ocupacional de 48 horas semanais®’.

2.6 Estratégias analiticas para deteccdo de sulfeto

Em consequéncia de sua toxicidade e riscos associados a exposi¢do ocupacional, a
deteccdo de sulfeto tem ganhado significativa importancia dentro da comunidade analitica®.
De acordo com a American Public Health Association (APHA) dois métodos considerados
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padrdo podem ser usados para a determinacédo de sulfeto em aguas: um espectrofotométrico e
outro iodométrico®. Trabalhos descritos na literatura revelam que os procedimentos

18,62,63

espectroscopicos sd0 0s mais comuns em determinagdo de sulfeto estando os

64-67 24,68-70

procedimentos eletroquimicos e cromatogréaficos em segunda e terceira posigoes,
respectivamente. Apesar dos expressivos avangos em instrumentacdo a maioria dos sistemas
de deteccao ainda dependem de alguma forma de manipulacdo da amostra para a seletividade.

A volatilidade do H,S geralmente fornece rotas mais faceis para a
separacao do sulfeto em matrizes compostas, sua liberacédo e posterior coleta, usualmente em
meio alcalino, muitas vezes pode contornar interferéncias. Esse recurso tem sido bastante
explorado e aplicado em muitos sistemas, independentemente do meétodo utilizado para
sua deteccdo®*®. Segundo Lawrence et al, as técnicas frequentemente utilizadas na
determinacdo de sulfeto sdo: a deteccdo espectroscopica, que sera mais detalhada no item
2.6.1; as técnicas classicas baseadas em iodimetria, consiste na titulacdo de sulfeto por uma
solucdo padrdo de iodo em meio &cido formando enxofre elementar, a simplicidade deste
método tem significativas limitagdes em termos de sensibilidade e seletividade quando se
trabalha com amostras reais, sendo a titulacdo direta com iodo geralmente evitada devido a
perda de amostra por volatilizacdo e ou oxidacdo aérea; a deteccdo eletroquimica
(potenciométrico, coulométrica e amperométrico), sendo a potenciométrica a mais
comumente explorada, estes sistemas tendem a envolver sulfeto de prata como o principal
elemento de deteccdo. O elevado tempo de resposta, os desvios Nernstinianos e 0s problemas
com os componentes do eletrodo de referéncia causados pelo sulfeto tém limitado o uso de
eletrodos seletivos a sulfeto. Alternativamente sdo desenvolvidas outras estratégias
potenciométricas visando resolver esta limitacdo; as técnicas cromatograficas como
cromatografia em fase gasosa e HPLC foram aplicadas na deteccdo de sulfeto varias matrizes,
incluindo preparagdes farmacéuticas, efluentes, amostras de solo, 4gua de processamento de

papel, fluidos corporais e sangue humano?.

2.6.1 Deteccdo espectroscopica

Dentre os métodos analiticos para determinacdo de sulfeto em diversas matrizes,
considera-se o teste do azul de metileno a abordagem mais comum para sua determinagdo®"

28317192 Este envolve a reacdo do sulfeto com N, N dimetil-p-fenileno em presenca de fons
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ferro dando origem a uma coloracdo azul caracteristica, correspondente a producdo do

corante tiazo heterociclico, azul de metileno, como mostrado na Figura 4.

N
NH, a3+ =
i’
HsC +2 _CHs
N or N
' by

H,C
3 \ITI “HCl
CH, CHs 3
N N
= =
H,S
HSC\N+/ N/CHS —2> HSC\N+ ) s N/CH3
| cr -HCI | | Cl -HCI |
CH,4 CH,4 CH, CH,

Figura 4 - Representacdo esquematica da reacdo quimica de formacdo do azul de metileno. DMPD —p-
fenilenodiamina.

Relatada primeiramente em 1886 por Emil Fischer®, a reacdo do azul de metileno
mantém significativo valor ainda hoje, isso devido a sua simplicidade, seletividade e
sensibilidade. A quantificacdo do azul de metileno € favoravel a espectrofotometria
UV/Visivel uma vez que este corante possui maximo de absorcdo préximo a 670 nm. Além
disso, os limites de deteccdo alcancados pela espectrofotometria UV/Visivel podem ser
comparados favoravelmente aos obtidos por técnicas como cromatografia gasosa, eletroforese
capilar, HPLC, cromatografia idnica dentre outras®®. No entanto, apesar da absorcio
espectroscopica UV/visivel ser tradicionalmente escolhida para detec¢do do corante, hd uma
flexibilidade consideravel de instrumentacdo para esta abordagem. As técnicas de
fluorescéncia e HPLC™ tém sido usadas para detectar o heterociclico resultante do enxofre,
sendo a ultima bastante Gtil em situacbes em que a turbidez da solucéo dificulta a avaliagdo
espectroscopica.

Estudos voltados aos mecanismos da reagdo®*

e tentativas de manipular os
componentes de reacdo, como a substituicdo do dimetilfenilenodiamina pelo derivado dietil
correspondentes ou por p-aminofenol, constantemente sdo alvos de pesquisas. A
Espectroscopia também tem sido aplicada a determinagdo quase direta de sulfeto. A

74-77

abordagem mais comum utiliza espectrofotometria de absorcdo molecular™ ", mas ndo pode

ser descrita como uma técnica puramente direta devido a necessidade de implementacdo de
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uma etapa de preparo de amostra. A volatilizacdo do sulfeto presente na amostra é induzida e
0 H,S liberado é arrastado para uma célula de absorcdo com a deteccdo da espécie em
aproximadamente 190-200 nm. As limitacOes desta abordagem estdo nos problemas e perdas
associadas ao manuseio do gés sulfidrico®.

Técnicas de espectroscopia atdbmica e quimiluminescéncia tem sido também
investigada, mas com uma contribuicdo menor, sendo a quimioluminescéncia comumente
empregada na analise de espécies reduzidas de enxofre, como o dimetilsulfeto. A
Espectroscopia de infravermelho e técnicas de transmitancia também podem ser utilizadas na
deteccdo de sulfeto?.

Um vasto namero de procedimentos usando fluxo continuo foram propostos para a
determinacdo de sulfeto usando quimioluminescéncia, eletrodos seletivos, detector de
emissdo molecular em cavidade, difusdo gasosa e potenciométrica, fluorimetria, técnica de
conversao em espectrofotometria de absorcdo atbmica e difusdo gasosa com amperometria.
No entanto, grande parte do métodos mencionados nao foram aplicados a analise de amostras
reais®®. Além disso, o tratamento inicial da amostra é normalmente dificil e moroso, devido
aos complexos componentes das amostras ambientais®. Neste contexto, o desenvolvimento de
novos métodos que possibilitem a determinacdo e quantificacdo de sulfeto de forma mais
simples e menos trabalhosa torna-se atraente e de grande significado. Considerando-se as
vantagens da proeminente simplicidade processual, resposta rapida e baixo custo, os sistemas
automatizados de analise em fluxo associados ao método espectrofotométrico baseado na
producdo de azul de etileno apresentam-se como uma alternativa viavel na determinacdo de

sulfeto.

2.7 Sistemas em fluxo

Inicialmente, surgiu o conceito de sistema em fluxo continuo segmentado (CFA), o
qual apresentou-se como uma op¢ao interessante uma vez que grande maioria das separacoes
e conversdes quimicas eram efetuadas em meio aquoso. Posteriormente, no inicio dos anos
70 passaram a ser desenvolvidos sistemas em fluxo (FIA) sem a referida segmentacdo das
amostras, tendéncia que acabou por consolidar o desenvolvimento de uma nova metodologia

denominada Analise por Injecdo em Fluxo'.
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A técnica FIA baseia-se em combinar a injecdo da amostra, dispersdo controlada e
tempo exato. A manipulacdo reprodutivel das zonas de amostra e reagentes atraves de tempo
preciso, e o calculo quantitativo da concentragdo do analito sob condigdes termodindmicas de
ndo equilibrio sdo aspectos basicos do sistema FIA".

Nos sistema de andlise em fluxo, amostras e reagentes sdo inseridos em um fluxo
carregador, geralmente impulsionados atraves de uma bomba peristaltica numa vazao
previamente estudada. A interpenetracdo da amostra no espago ocupado pela mesma até o
detector proporciona um gradiente de concentragdo em consequéncia de um processo de
dispersdo. Dentre as vantagens desta técnica destacam-se o baixo consumo de reagentes e
amostra e alta freqtiéncia de amostragem’®.

Com o desenvolvimento de pesquisas voltadas a analise em fluxo e devido sua
viabilidade econOmica, estes sistemas passaram por uma evolucdo e diversificacdo, tendo
hoje ampla possibilidades de configuracGes de sistemas em fluxo como: Fluxo segmentado
SFA, Injecdo em fluxo (FIA), Injecdo sequencial (SIA), Injecdo em fluxo por
multicomutacdo (MCFIA), Multiseringa (MSFIA) e uma nova geracao de analise em fluxo.
Atualmente, os sistemas em fluxo se destacam, nos mais diferentes ramos da ciéncia e,
principalmente, em quimica analitica sendo o termo Injecdo em Fluxo (FI) também utilizado
em conjuncdo com técnicas analiticas, tais como potenciometria por injecdo em fluxo,

amperometria por injecdo em fluxo, espectrofotometria por inje¢do em fluxo, etc.

2.7.1 Andlise em Fluxo Multissegmentado (CFA)

A Figura 5 representa um esquema do sistema de analise em fluxo segmentado (SFA,
Segmented Flow Analysis), os quais foram baseados no conceito de Skeegs®®. Como pode ser
visto, a amostra € introduzida no sistema e direcionada ao detector pelo transportador. A
corrente que flui é segmentada por bolhas de ar que acondicionam a mistura de solucdes da
amostra e dos reagentes em pequenos volumes no percurso analitico, visando facilitar a
mistura e evitar a contaminagdo entre amostras sucessivamente processadas®®’®. Propostas
empregando a segmentacdo por diferentes gases e solventes também foram exploradas.
Convencionalmente, com o emprego de desborbulhadores, as bolhas de ar podem ser

removidas nas proximidades do detector, antes de passarem pelo mesmo.



28

A SFA foi a primeira técnica implementada em laboratorios que requerem um elevado
numero de analises. Os métodos de analise em fluxo continuo segmentado, comercializados
com 0 nome de Autoanalisador pela marca Technicon®, foram baseados nos experimentos

descritos por Skeggs em 1957%.

P
A
Ar
R W
(@)
Carregador ou Carregador ou
Carregador-reagente Amostra Carregador-reagente

Ar Ar Ar Ar

Amostra Limpeza Amositra

(b)
Figura 5 - Representacdo esquematica de um sistema de anélise em fluxo segmentado (SFA). (a) Esquema de
uma configuracdo SFA; (b) visdo do fluxo segmentado. A, Amostra; R, Reagente; P, Bomba
peristaltica; C, e C,, Confluéncias; D, Detector; W, Descarte.

Fonte: CALATAYUD, J. M. (1995, p. 11)*.

2.7.2 Anélise por injecdo em fluxo (FIA)

A anélise por injecdo em fluxo (FIA, Flow Injection Analysis), proposta por Ruzicka
e Hansen em 1975*# envolve a injecéo rapida de uma amostra em um fluxo continuo nao-
segmentado de carregador, sendo as amostras processadas individualmente (amostragem
discreta)’®. A zona de amostra ao ser inserida no fluxo mistura-se com as solugdes
carregadora e reagente sofrendo dispersdo, sendo entdo direcionada ao detector onde

ocorrerdo as medidas sendo posteriormente descartada. O volume de amostra injetado, o
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comprimento da bobina de reacdo, as vazdes do carregador e reagentes e o diametro interno
da tubulagéo sio fatores que controlam a dispers&o®.

Atualmente, os sistemas FIA figuram-se como alternativas atraentes, devido a sua
ampla utilizacdo em diversas técnicas como a eletroquimica, espectrometria de absorcao
atomica®®, espectrometria de emissdo atdmica, cromatografia, espectrofotometria, entre
outros®®’. A Figura 6 apresenta o esquema de um sistema de analise por injecdo em fluxo
(FIA)

w

=
=

Figura 6 - Representagdo esquematica de um sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA). P, Bomba
peristéltica; R, Reagente; C, Carregador; A, Amostra; I, Injetor Comutador; L, Alca de amostragem;
C, Confluéncia; D, detector; W, Descarte; PC, Registrador.

2.7.3 Sistema em fluxo monossegmentado (MSFA)

Na busca por unificar as vantagens inerentes ao FIA como, equipamento de baixo
custo, alta frequéncia de amostragem, leitura em estado ndo estacionario, com as
caracteristicas interessantes associadas ao CFA, como baixa dispersdo, baixo limite de
deteccdo e adequado as reacdes lentas, em 1985 Pasquini e Oliveira introduziram o conceito
de andlise em fluxo monossegmentado (MSFA). Nestes sistemas 0 processamento da
amostra-teste pode ser considerado como intermediario entre CFA e FIA, um exemplo
denomina-se Analise em Fluxo Monossegmentado (MSFA), no qual a aliquota da amostra

injetada é intercalada entre duas bolhas de ar®.
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Um dos beneficios desta técnica é minimizar significativamente a dispersdo da zona
da amostra na solucéo transportadora, o que é importante nas determinagdes de analitos em
baixas concentragdes, além de possibilitar uma ampla flexibilidade na alteracdo dos fatores
de otimizacdo, podendo viabilizar a determinacdo de analitos em diferentes niveis de
concentragdes. Uma vantagem ainda estd no fato de que além da dispersdo ser minima, a
mistura das solugdes reagentes é homogénea, possibilitando dilui¢cbes da zona de amostra
inserindo-se no monossegmentado volume do reagente em excesso ou outra solucdo, desde
que seja inerte a reacao.

No sistema em fluxo monossegmentado a mistura das solugdes € inserida e mantida
no percurso analitico separada da solucdo transportadora por duas bolhas de ar, com a zona
da amostra formando um Unico segmento, conforme apresentado na Figura 7. Com o
emprego de desborbulhador ou cdmara com membrana permeavel a gés é possivel remover as
bolhas de gas nas proximidades do detector antes que estas passem pelo mesmo. Contudo,
com o aperfeicoamento das técnicas de deteccdo e aquisicdo de sinais, a necessidade de se

retirar bolhas tem sido eliminada.

Carregador Ar Amostra Ar Carregador

Figura 7 - Modelo do processo de amostragem no sistema MSFA.

2.7.4 Injecdo sequencial (SIA)

Os sistemas baseados em injecdo sequencial (SIA, Sequential Injection Analysis),
surgiram com trabalhos de Ruzicka e Marshall em 1990* tendo sido proposto inicialmente
para monitoramento de processos industriais, nos quais o0 equipamento deve funcionar por
longo periodo, sem que seja necessario recalibracdes e manutencdo frequentes®™. Seus
componentes basicos sdo um direcionador liquido com um Unico fluido carregador, uma
valvula de selegdo multi-posicdo e um detector. No SIA empregando-se um propulsor de

liquidos e um dispositivo de selecdo, uma quantidade de zonas ndo-segmentadas, bem
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definidas, é agrupada em uma bobina. No percurso até o detector ocorre a interpenetracao
entre as zonas de amostra misturando seus componentes, originando assim uma ou mais
espécies detectveis que sdo entdo detectados. Estes sistemas destacam-se por sua
versatilidade, uma vez que a valvula de selecdo de multi-posi¢do permite a0 mesmo uma
gama de possibilidades de modificacdo de metodologias®®. A Figura 8 demonstra uma

representacdo esquematica de um sistema de analise por injecéo sequiencial (SIA).

Figura 8 - Representacdo esquematica de um sistema de anélise por injecdo seqiencial (SIA). C, Carregador;
R1, Ry, Rs, reagentes; B, e B,, Bobinas; D, Detector; P, Bomba peristaltica.

Fonte: VIEIRA, J. A. et al (1998, p. 258)%

2.7.5 Injecao em fluxo por multi-comutacdo (MCFIA)

Comutacdo pode ser definida como a mudanca de um injetor proporcional, ou a
mudanca nas portas de uma valvula, no ato de inserir amostra e reagentes no percurso
analitico. A analise em fluxo por multi-comutagdo (MCFIA, Multi-Commutated Flow
Injection Analysis), representada na Figura 9, foi proposta por Reis et al. em 1994 e é baseada
no uso de valvulas solendides de comutacao rapida . O uso destas valvulas tem crescido nos
altimos anos, podendo estas ser implementadas em sistemas de fluxo segmentado e néo-
segmentado®®, como uma alternativa as técnicas em fluxo classicas, como SFA, FIA e
S|A83’94.
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Figura 9 - Representacdo esquematica de um sistema de analise em fluxo por multicomutacdo. C, carregador; S,
amostra; R, reagente; P, bomba peristaltica; V1, V, e V3, valvulas solendides de trés vias; B confluén-
cia; D, bobina; E, célula de fluxo; F, Detector; G, computador; W, descarte, I, fibras dpticas J, fonte
de radiacdo.

Fonte: SALAMI, F. H. et al (2009, p. 105)*.

2.7.6 Outras técnicas de analise em fluxo

Nos ultimos anos tem surgido novas técnicas de andlise em fluxo, dentre estas
destaca-se: a andlise por injecdo em fluxo multiseringa (MSFIA, Multi-Syringe Flow
Injection Analysis) proposta em 1999 pelo Grupo de Quimica Analitica, Automacdo e Meio
Ambiente do Departamento de Quimica da Universidade das Ilhas Baleares (UIB)®**%: Os
sistemas Lab-on-valve (LOV) proposto por Ruzicka em 2000% e o sistema multibomba

(MPFS, Multi-Pumping Flow System) proposto por Lapa et al., em 2002%'.

2.8 Sistemas automatizados

Pesquisas sdo realizadas no sentido de aperfeicoamento de técnicas e métodos de
anélise, visando a minimizacdo da intervencdo humana na manipulacdo de solucbes e
consequentemente, diminuicdo de erros resultantes de diferentes fontes. O elevado nimero de
amostras laboratoriais em &reas como clinicas e ambientais, aliados a necessidade de técnicas
rapidas e confiaveis operando durante longos periodos, levaram a crescente necessidade de
automatizar procedimentos analiticos®.

A automacdo dos sistemas de analise em fluxo tem se mostrado atraente por melhorar

0 desempenho do método. Segundo Pasquini e Faria, quatro pontos nos sistemas FIA sdo
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passiveis de serem automatizados: (1) injecdo da amostra, (2) apresentacdo de amostra para a
analise, (3) controle do detector e (4) a aquisicdo dos dados de interface®".

Umas das vantagens marcantes obtidas com automacdo estd na economia, visto que
instrumentos automatizados tendem a diminuir os custos no laboratério, oferecem maior
reprodutibilidade dos resultados, além de possibilitarem uma velocidade de aquisicdo maior
quando comparado aos sistemas manuais. A melhoria na precisao pode ser conferida a alta

reprodutibilidade no tempo das seqiiéncias de operacéo dos instrumentos automatizados™*.

2.9 Otimizacdo multivariada de processos em Quimica Analitica

O desenvolvimento de metodologias analiticas envolve a otimizacdo de diversos
parametros que afetam a eficiéncia na determinacdo do analito. Assim, no desenvolvimento
de um procedimento analitico eficiente e reprodutivel, a otimizacdo destes pardmetros
experimentais de relevancia é um passo crucial e possivelmente uma das etapas mais criticas
do trabalho cientifico. Nesta etapa do processo sdo consumidos tempo e grande quantidade de
reagentes e trabalho, principalmente em se tratando de uma otimizacao univariada.

A técnica univariada convencional, ou seja, 0 classico sistema onde se varia um fator
por vez, ndao sO consome tempo e reagentes como também negligéncia as interacdes
existentes entre os fatores, levando a resultados que podem ndo corresponder as condicdes
que conduzem ao 6timo verdadeiro, isto porque nos sistemas quimicos, os fatores geralmente
estdo correlacionados, interagindo por meio de mecanismo que geram efeitos sinérgicos e
antagonicos. Ao se ignorar tal fato, 0 processo de otimizac&o apresenta pouco valor®®®.

Nos ultimos anos, a otimizagdo de métodos analiticos tem passado por mudancas
perceptiveis, a utilizacdo de técnicas multivariadas no delineamento experimental vem se
difundindo e demonstrando sua utilidade em diversos campos do conhecimento, merecendo
destaque os estudos envolvendo processos biotecnoldgicos, processos quimicos, sinteses
organicas, psicologia e otimiza¢do de processos industriais®®. Na comunidade analitica os
procedimentos multivariados estdo substituindo os dispendiosos processos univariados®®*.
Uma das principais caracteristicas deste metodo é avaliar simultaneamente a influéncia de
todos os fatores selecionados num sistema, bem como suas interacdes. Quando comparada a
otimizacdo univariada, a multivariada possui como principais vantagens o menor nimero de

experimentos requeridos, menor tempo de execucao e menor consumo de reagentes®.
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Convencionalmente, a otimizacdo multivariada em procedimentos analiticos implica
primeiramente na aplicacdo de um planejamento fatorial e, em seguida, uma funcao
matematica entre a resposta analitica e os fatores significantes do processo sdo obtidos, e
entdo os valores Otimos sdo calculados. A fungdo resposta pode ser obtida, aplicando-se

planejamentos como a metodologia de superficie de resposta*®.

2.9.1 Planejamentos fatoriais de dois niveis

Numa etapa inicial, nas investigacdes preliminares, onde se deseja saber se
determinados fatores tém ou ndo influéncia sobre a resposta analitica, e ndo se esta
preocupado, ainda, com uma descricdo muito rigorosa dessa influéncia, os planejamentos
fatoriais de dois niveis sdo comumente utilizados. Num planejamento fatorial, a influéncia de
todos os fatores experimentais bem como suas interagdes, pode ser estudada. Se os fatores
sdo explorados em 2 niveis é comum codifica-los usando os sinais (+), para o nivel superior
e, (-) para o nivel inferior, podendo ser incluido um nivel zero (0) como centro nos quais
todas os fatores estdo em seu valor médio. Com as combinagdes dos k fatores investigados
em dois niveis, tem-se um planejamento composto de 2% experimentos.

Os sinais sdo atribuidos aos niveis superiores ou inferiores de forma aleatéria ndo
interferindo na realizacdo dos experimentos ou interpretacdo dos resultados, através destes
sinais € possivel esquematizar o planejamento na forma de matrizes de planejamento, as quais
sdo tabelas utilizadas na organizacdo das informacdes relacionadas ao desenvolvimento de
um planejamento fatorial. Os planejamentos fatoriais de dois niveis para 2, 3 e 4 fatores

experimentais estdo apresentados na Tabela 1%
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Tabela 1 - Planejamento Fatorial.

Fatores Experimentais

2 Fatores 3 Fatores 4 Fatores
Experimento Xia Xoa Xib Xaop Xap Xie Xae Xac Xae
1 - - - - - - - - -
2 + - + - - + - - -
3 - + - + - - + - -
4 + + + + - + + - -
5 - - + - - + -
6 + - + + - + -
7 - + + - + + -
8 + + + + + + -
9 - - - +
10 + - - +
11 - + - +
12 + + - +
13 - - + +
14 + - + +
15 - + + +
16 + + + +

A aplicagdo do planejamento fatorial permite obter informagdes dos efeitos
individuais e das interaces de cada fator relacionado ao sistema. Define-se efeito como a
mudanca ocorrida na resposta quando se passa do nivel inferior (-) para o nivel superior (+),
podendo ser classificado em efeitos principais (aquele causado por um dos fatores) e efeitos
de interagdo (causado pela interacdo entre fatores, podendo ser de segunda, terceira ou de
ordem superior)®.

Sabendo-se que 0 nimero de experimentos é dado por 2, e que o niimero de ensaios
necessarios para a execucao de um planejamento fatorial completo aumenta rapidamente com
k, pode-se dizer que para seis fatores seriam 2° = 64 ensaios. Assim, quando se deseja apenas

fazer uma triagem inicial de muitos fatores, € vantajoso aplicar um planejamento fatorial
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incompleto (fracionario). Os planejamentos fracionarios sdo possiveis e validos, pois, apesar
do numero de efeitos de interacdes de ordem elevada aumentar com o nimero de fatores,
esses efeitos podem ser destituidos de qualquer importancia pratica por serem, na maioria dos
casos, valores pequenos, além disso, quando o nimero de fatores aumenta, crescem as
chances de que um ou mais fatores ndo afetem significativamente a resposta, seja por meio
dos efeitos principais, seja por meio de efeitos de interacdes®.

Os planejamentos fatoriais completos ou fracionarios com dois niveis fornecem equacGes
resultantes de primeira ordem (EQUACAO 3) que expressam a relagio entre os fatores estudados e a
resposta, como segue abaixo:

Y=a+bA+cB )

onde Y é a resposta experimental, A e B representam os fatores a serem otimizados, a € um
termo independente, b e c representam coeficientes dos termos lineares. Nestes modelos,
torna-se impossivel obter condi¢cdes Otimas experimentais uma vez que os valores obtidos
desta equacdo mostram apenas uma tendéncia dos efeitos dos fatores na resposta.

As fungbes polinomiais de segunda ordem, por outro lado, geram maior e melhor
informacdo que os tipos de ordem priméaria porque elas ndo apenas determinam a influéncia
dos fatores a serem otimizados sobre a resposta, mas também possibilita a obtencdo de um
ponto 6timo. Para ser capaz de determinar um étimo é necessario que a funcdo polinominal
contenha termos quadraticos de acordo com a equacdo quadratica (EQUACAO 4)

demonstrada abaixo.

Y=a+bA+cB+dA%+eB? + fAB 4)

onde, d e e sdo os coeficientes dos termos quadraticos e f é o coeficiente do termo de
interacéo.

Visando obter a condicdo 6tima experimental e de posse dos resultados obtidos na
etapa de triagem, realizam-se planejamentos mais completos que fornecem equacOes
quadréticas. Os dois principais planejamentos utilizados sdo: (a) planejamento 2 com ponto

central mais estrela, também conhecido como planejamento estrela®® e (b) planejamento ou
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matriz de Doehlert™. A aplicacdo destes planejamentos, inclui um grupo de técnicas
matematicas/estatisticas, que permite selecionar a combinacao de niveis 6timos na obtencéo
da melhor resposta para uma dada situacdo através de modelos matematicos de segunda

ordem.

2.9.2 Metodologia de Superficie de Resposta

A Metodologia de Superficie de Resposta (SMR, do inglés Surface Response
Methodology) compreende um conjunto de procedimentos estatisticos usados na modelagem
matematica de respostas e é uma técnica de otimizagdo baseada em planejamentos fatoriais®.
Para descrever o sistema em estudo sdo usados Func¢des polinomiais lineares ou quadraticas
as quais fornecem condicdes de explorar (modelar e deslocar) o sistema até sua otimizagdo®.

Alguns critérios sdo desejaveis a um planejamento experimental construido para
estimar coeficientes, este deve proporcionar boas estimativas para todos o0s coeficientes,
exigindo poucos experimentos e, fornecer condicfes de avaliacdo dos coeficientes e do
modelo, ou seja, da regressdo e da falta de ajuste. As classes de planejamentos mais utilizadas
para o0 ajuste de modelos quadraticos sdo Composto Central “CCD - Central Composite

Design” e Doehlert, visto que apresentam todos os critérios descritos acima, dentre outros®.

2.9.2.1 Planejamento 2° com ponto central mais estrela

Apresentados por Box e Wilson, em 1951, os planejamentos compostos centrais
(CCD), foram considerados uma evolug&o dos planejamentos 3°, que necessitavam de muitos
experimentos para um pequeno namero de fatores, mesmo para planejamentos fracionarios.
Na sua construcdo faz-se necessario definir o nimero de fatores em estudo (k), qual
planejamento fatorial sera empregado (completo 2k ou fracionario 2k-b) e quantos
experimentos serdo realizados no ponto central (2k), sendo o numero de experimentos a ser
realizado dado por 2k+2k+1 “,

O planejamento estrela é aplicado quando experimentos prévios do tipo 22 com ponto
central mostram os melhores resultados na regido central do planejamento, podendo este
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também ser aplicado diretamente desde que se conheca bem o sistema. Assim, deslocamentos
séo repetidos tantas vezes quanto forem necessarios, com o objetivo de atingir uma regiao
6tima na parte central do planejamento. Ainda, neste planejamento cinco niveis sdo avaliados
para cada variavel estudada resultando num ndmero total de 11 experimentos (com triplicada
no ponto central). Na Figura 10 sdo ilustrados os pontos experimentais (escalas codificadas)

envolvendo dois fatores para o planejamento 2% com ponto central mais estrela.
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Figura 10 - Distribuicio dos pontos experimentais do planejamento 22 com ponto central mais estrela.

2.9.2.2 Planejamento de Doehlert

Discutiu-se até entdo desenhos simetricos, ou seja, aqueles que possuem 0 mesmo
numero de niveis para cada fator em estudo. No entanto, em algumas situagfes é vantajoso
usar desenhos em que diferentes fatores sdo estudados em diferentes niimeros de niveis®.
Proposto por David H. Doehlert em 1970, o planejamento Doehlert ou matriz de Doehlert™,
possui uma importante propriedade com respeito ao numero de niveis que cada fator possui.
Com quatro fatores, por ex., 0 nimero de niveis é 5, 7, 7 e 3, assim é possivel avaliar 0s
fatores considerados mais importantes, ou seja, que apresentam efeitos mais pronunciados em
um niimero maior de pontos do espaco estudado®.

O planejamento Doehlert apresenta ainda maior eficiéncia (). Este valor pode ser

facilmente determinado dividindo-se o nimero de coeficientes da equagdo quadrética (p) pelo
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nimero de experimentos (N) requeridos no experimento®. Para um planejamento Doehlert
com 3 fatores (k = 3), sdo necessarios 13 experimentos. Como p (numero de coeficientes) é
10, o valor de eficiéncia é de 0,77. J& no planejamento Composto Central para um mesmo
numero de fatores (k = 3), o N é 15 e p = 10 obtendo assim uma eficiéncia de 0,67%. Para
modelos de segunda ordem onde a otimizacdo envolve trés fatores (Xi, X, e X3) e uma

resposta experimental (Y) os dados experimentais ajustam a Equacao 5:

Y=by+b (X)) +b, (X,) +by (X3)+by (X)* +bs (X,)* +b (X5)* +b; (X)) (X,)

(5)
0 (X1) (X3)+bg (X,) (X5)5

onde, (Y) é a resposta experimental, (bg) € o termo constante, (by), (b2), e (bs) sdo coeficientes
do termo linear, (bs), (bs), e (bg) sdo coeficientes do termo quadratico, e (b7), (bs), e (by) sdo
coeficientes de interacdo entre os trés fatores.

Em suma, o planejamento Doehlert mostra-se mais adequado e vantajoso em
detrimento ao planejamento estrela devido ao menor nimero de experimentos requeridos e a
possibilidade de empregar um nimero maior e mais extenso de niveis para aqueles fatores
mais significativos ou problematicos. O planejamento fatorial em conjunto com matriz de
Doehlert vem sendo empregado como uma ferramenta estatistica importante no
desenvolvimento de metodos analiticos envolvendo a otimizagdo destes sistemas. A Figura

11 representa a distribuicdo dos pontos para o planejamento Doehlert com dois fatores.
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Figura 11 - Distribuicdo dos pontos experimentais de uma matriz Doehlert para otimizagdo de duas fatores
representado por um hexagono regular.

Na construcdo do modelo o nimero de experimentos (N) necessarios € dado por
K2+C, onde K* é o nimero de fatores e C, é 0 niimero de experimentos no ponto central.
Cada modelo é definido de acordo com o nuimero de fatores e os valores codificados da
matriz experimental, sendo a relacdo entre os valores codificados e os reais dado pela
Equacdo 6%. A Tabela 2 demonstra os valores codificados das matrizes do planejamento
Doehlert para dois, trés e quatro fatores.

X —X.°
_( .AX.. o ©)

Ci

onde o C; é o valor codificado para o nivel do fator i, Xi é o seu valor experimental, X;" é o
valor experimental no ponto central, AX; é a distancia entre o valor experimental no ponto

central e o experimental no nivel superior ou inferior e o é 0 valor limite codificado para cada
fator.
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Fatores Experimentais — Matriz de Doehlert

2 Fatores 3 Fatores 4 Fatores

Xia Xoa Xip Xan X3p Xic X X Xae
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 1 0 1 0 0 1 0 0 0
3 0,5 0,866 0,5 0,866 0 0,5 0,866 0 0
4 -1 0 0,5 0,289 0,817 0,5 0,289 0,817 0
5 -0,5 -0,866 -1 0 0 0,5 0,289 0,204 0,791
6 0,5 -0,866 -0,5 -0,866 0 -1 0 0 0
7 -0,5 0,866 -0,5 -0,289 -0,817 -0,5 -0,866 0 0
8 0,5 -0,866 0 -0,5 -0,289 -0,817 0
9 0,5 -0,289 -0,817 -0,5 -0,289 -0,204 -0,791
10 -0,5 0,866 0 0,5 -0,866 0 0
1 0 0,577  -0,817 0,5 -0,289 -0,817 0
12 -0,5 0,289 0,817 0,5 -0,289 -0,204 -0,791
13 0 -0,577 0,817 -0,5 0,866 0 0
14 0 0,577 -0,817 0
15 0 0,577 -0,204 -0,791
16 -0,5 0,289 0,817 0
17 0 -0,577 0,817 0
18 0 0 0,613 -0,791
19 -0,5 0,289 0,204 0,791
20 0 -0,577 0,204 0,791
21 0 0 -0,613 0,791

A resposta experimental obtida a partir dos planejamentos citados acima fornece uma

funcéo polinomial que pode ser perfeitamente empregada na construgdo das superficies de

resposta. Para obter as condi¢des de 6timo a partir destas superficies, basta derivar a equacdo

obtida do planejamento em funcdo do fator de interesse e iguala-la a zero. Contudo, outra

alternativa mais apurada de averiguagdo da existéncia de pontos maximo ou minimo sobre a

superficie de resposta se d& por meio do critério de Lagrange®.
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2.9.3 Critério de Lagrange

O critério de Lagrange é baseado no célculo da determinante de Hessian para Y, que

para o caso de dois fatores A e B é dado pela Equacao 7:

o (o) (o Y
H(A B) = - 7
(AB) (GAZ)(GBZ} [8A68j ")

Quando o valor da determinante € maior que zero, ou seja, H(ao, bo) > 0 e, ainda,

82YI8A? (ao, bg) < 0, tem-se um ponto critico (ag, by) maximo, porém, ele é minimo se H(ao,
bo) > 0 e 8°Y/8A? (ao, by) > 0. J4 uma cela existe se H(ao, bo) < 0.
Considerando a presenca de um méaximo sobre a superficie, os pontos 6timos séo

encontrados pela resolucdo do sistema de equagéo, conforme mostrado pela Equacéo 8.

oY oY
—=0 ¢ —=0 (8)
OA oB

Devido a complexidade dos céalculos envolvidos, emprega-se um programa
estatistico para processar os dados analiticos obtidos nos ensaios baseados na matriz de
planejamento Doehlert, visando a:

e obtenc¢do da equacdo que representa 0 modelo estatistico;
e elaboragdo dos gréficos das superficies de resposta;
e andlise da funcdo da superficie de resposta a partir do Critério de Lagrange; e

e determinacdo das coordenadas do ponto critico.
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3 JUSTIFICATIVA

A determinacdo de compostos de enxofre é reconhecidamente importante para inferir
sobre o ecossistema, porém os métodos para a determinacdo, em particular para sulfeto, séo
morosos e de dificil execu¢cdo. Embora bem conhecida, a reacdo do azul de metileno é
frequentemente aplicada em métodos “off-line”. Assim, 0 presente trabalho visou
desenvolver um método alternativo que permite as determinacgdes de sulfeto, desde o preparo
da amostra, até a leitura do sinal em sistemas “in-line”. Cabe lembrar que todo o processo de
otimizacdo dos fatores pertinentes ao sistema foi realizado por meio de técnicas
multivariadas.

Esta dissertacdo estéa inserida em um projeto maior, em andamento: Avalia¢do do aporte
de Nutrientes e de metais toxicos e suas relacbes com a biodiversidade das comunidades
planctonicas e bentdnicas nos tributarios do reservatério da UHE de Furnas MG (Brago

Sapucai).
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4 OBJETIVOS

Nesse estudo objetivou-se o desenvolvimento de um sistema de anélise por injecdo em
fluxo para determinacdo de sulfeto em amostras de agua, com tratamento da amostra “in-
line”. Foram explorados a reacdo de Fisher, sistema em fluxo multissegmentado integrado a
um minireator utilizando como técnica de quantificacdo a espectrofotometria molecular na
regido visivel e técnicas multivariadas (planejamento fatorial e matriz de Doehlert) na
otimizacdo. Por fim o método foi empregado na determinacéo de sulfeto em amostras de agua
da UHE de Furnas MG (Brago Sapucai).
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Instrumentacdo e acessorios

As medidas no sistema de andlise em fluxo multissegmentado foram efetuadas
utilizando um espectrofotdometro modelo USB 4000 (FIGURA 12(a)) Ocean Optics (UV —
Visivel), equipado com fibra Optica, lampada de tungsténio e uma cela de fluxo com 1,0 cm
de caminho 6tico. A aquisicdo de dados foi realizada por meio do Software Spectroscopy
Spectra Suite e os registros feitos em um microcomputador PC.

Para propulsdo dos fluidos empregou-se uma bomba peristaltica Ismatec (Zurique-
Suica) 1SM931C de oito canais contendo tubos de Tygon® de diferentes diametros. Tubos de
polietileno de 0,8 e 1,2 mm de didmetro interno também foram utilizados na interconexao e
conducéo dos fluidos.

Um conjunto com duas valvulas solendides de trés vias Incorporated Research (NR)
foi usado na multicomutacdo. Este tipo de valvula possui duas posi¢fes: “on” e “off”, as
quais permitem a conexdo de um canal comum a dois diferentes canais de entrada e saida
[FIGURA 12(b) e 12(c)], mediante a ativacdo ou desativacdo do solendide. A incorporagédo
destas valvulas ao sistema proposto permite a injecdo precisa de volumes bem definidos de
reagentes, bem como a reprodutibilidade nos tempo de limpeza, uma vez que a programacao
das valvulas € pré-estabelecida de acordo com as necessidades do sistema, além de permitir o
retorno dos reagentes aos seus respectivos reservatorios nas etapas em que estes ndo sdo
necessarios.

A Figura 12 (d) apresenta o injetor comutador automatizado feito em Teflon®, o qual
também compde o sistema proposto e é controlado através da interface paralela, sendo esta
interface também responsavel pelo controle do sistema eletrdnico [Figura 12(e)], montado no
proprio laboratorio de pesquisa, cuja funcéo era acionar ou desligar as valvulas solenoides
mencionadas anteriormente.

Outros acessorios como: Sistema desionizador Mili — Q Academic (Millipore®);
frascos Eppendorf®; Cubetas de acrilico e vidrarias de grau analitico foram necessarios para a

execucdo deste projeto.
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Figura 12 - (a) Detector empregado e acessorios: Espectro USB 4000 (UV — Visivel), fonte de luz, fibra 6ptica

e cela de fluxo em Z; (b) Detalhe da placa com 2 vélvulas solendides (3 vias); (c) Representacdo

esquematica de uma valvula solendide de 3 vias: “on” Solendide ligado: “off” Solendide desligado;
(d) Injetor comutador automatizado; (e) Circuito eletronico.

5.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados na execucdo deste trabalho foram de grau analitico e
todas as solugBGes preparadas em agua desionizada em sistema de purificacdo Milli-Q
(Millipore, Brasil). A fim de minimizar contaminac6es das amostras, todas as vidrarias foram

mantidas em solucdo de HNO3 10% v/v durante 24h, posteriormente estas foram enxaguadas
com agua deionizada e secas em ambiente livre de poeira.
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As solugdes acidas de DEPD (Fluka) foram preparadas pela dissolu¢do em H,SQO, e as
solugdes &cidas de Fe** pela dissolugdo do FeCls6H,0 (Sigma-Aldrich) também em H,SO..
Solugdes de NaCl, NH4F, KlI, K;SO4, Na;HPO,4, NaNO3, Na,CO3 foram preparadas para os
testes de interferéncia. A solugdo contida no minireator (HCI 6 molL™) foi preparada por
diluicio do acido concentrado e solugbes de acetato de zinco por dissolucdo
(CH3C00),Zn.2H,0 PA cristal em agua. A solugdo padrdo estoque de sulfeto (100 mg L™)
foi preparada diariamente em NaOH (0,025 mol L™) visando sua preservacéo e,
posteriormente, foi padronizada como descrito em APHA®. As solucdes de trabalho também

foram preparados em 0,025 mol L™ NaOH pela diluic&o apropriada da solucdo estoque.

5.3 Estudos preliminares

5.3.1 Varredura espectral

Efetuou-se uma varredura espectral de 550 a 800 nm com intuito de avaliar o perfil de
absorcéo do azul de etileno. Este estudo foi realizado usando solugdes de FeCl; 0,022 mol L
! DEPD 2,5 g L™ ambas preparadas em meio H,SO, 0,05 moL L™ e sulfeto 5 mg L™ em
NaOH 0,025 moL L™ e sistema FIA em linha tnica. De maneira a distinguir se o sinal gerado
estava sendo afetado por contaminacao proveniente dos proprios reagentes, fez-se a leitura do

branco das solucgdes.

5.3.2 Construcdo das celas de fluxo

A partir de cubetas quadradas de acrilico, construiu-se 2 celas de fluxo de volumes
distintos e caminho dptico de 1 cm, para tanto foram usados tubos de Tygon® e tubos de
polietileno que permitiram a entrada e saida do fluxo [FIGURA 13 (a) e 13 (b)], as cubetas
foram entdo vedadas com resina acrilica. Cabe lembrar, que a cela de fluxo em Z [FIGURA

13 (c)] é vendida comercialmente e possui volume de 7,85 L.
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Com o objetivo de avaliar o desempenho das celas de fluxo construidas e da celaem Z
comercial e selecionar a melhor para o estudo, ou seja, aquela que forneceria uma maior
resposta analitica efetuou-se testes usando sistema FIA em linha Unica, mantendo as
seguintes condicBes experimentais: espectrofotdmetro de fibra Optica Ocean Optics USB
4000; comprimento de onda 666 nm; bobina reacional de 250 pL; carregador, H,O, vazao de
2 mL min; alca de amostragem de 250 pL; amostra: solugdo padrdo de azul de metileno
1x10°mol L™,

() (b) (©)
Figura 13 - Cela de fluxo: (a) 0,48 mL; (b) 0,24 mL; (c) cubetaem Z -7,85.10°mL.

5.3.3 Construcao do minireator

Inicialmente, construiu-se minireatores de diversos volumes a fim de selecionar o
minireator a ser empregado no estudo. No procedimento de elabora¢do dos mesmos utilizou-
se tubos tipo eppendorf de tampas rosqueadas com volumes de 1,7, 2,5 e 2,7 mL. Perfurou-se
a tampa dos tubos em 3 pontos inserindo 2 tubos de polietileno de 0,8 mm e 1 tubo de 1,2
mm, 0s quais permitiram a entrada de amostra e nitrogénio, bem como a saida de gas do
minireator e limpeza do mesmo. Posteriormente, os tubos foram vedados com resina epoxi
(Araldite® HOBBY Cola Epoxi Brascola). Visando obter um minireator de volume 1,5 mL,
cortou-se a parte inferior de um tubo de 1,7 mL, vedando o mesmo com Araldite® e usando

como suporte a tampa de outro tubo. A Figura 14 apresenta os minireatores construidos.
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Avaliou-se 0 desempenho dos minireatores utilizando o sistema de analise em fluxo
multissegmentado demonstrado na Figura 15. As condi¢des experimentais foram: amostra,
350 L de sulfeto 5 mg L™; 600 pL de HCI 6 mol L™; vazéo de nitrogénio em 400 mL min™,
vazéo de DEPD (VR;) bem como a de Fe** (VR;) em 0,5 mL min™ e vazéo na saida da cubeta

em 2,5 mL min™,

Figura 14 - Fotos dos minireatores testados: 1- 1,7 mL; 2- 2,7 mL; 3-1,5mL e 4- 2,5 mL.

5.4 Sistema de anélise em fluxo multissegmentado

O diagrama esquematico do sistema de analise em fluxo multissegmentado para
determinacdo de sulfeto com tratamento de amostra in line é mostrado na Figura 15. A
valvula solendide 1 funciona constantemente alternando seu status nos tempos de 2 segundos
na posicédo ligada (insercdo do reagente cromogénico) e doze segundos na posicao desligada
(insercdo do gas), esta valvula propicia a formacao de um fluxo segmentado necessario para a
difusdo de gas sulfidrico ao reagente cromogénico. A Tabela 3 apresenta as etapas do
programa elaborado para o sistema proposto. Na primeira etapa a valvula (V;) encontra-se
desligada e o comutador na posicdo de amostragem [FIGURA 15(a)] nessa situacao ocorre o
preenchimento das alcas de amostra e de acido bem como a finalizacéo da limpeza do sistema
referente aos residuos gasosos do ciclo anterior. Na etapa 2, a valvula 2 continua desligada e
0 comutador passa para a posi¢cdo de inser¢cdo [FIGURA 15(b)], entdo ocorre a leitura do
sinal. Na etapa 3, aciona-se a vélvula 2 propiciando a limpeza do minireator retirando-se o

conteudo liquido desse e finalizando o ciclo de amostragem/leitura.



Tabela 3 - Etapas do sistema proposto.
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Etapas Descricéo Vs, Comutador Tempo/s
1 Amostragem/Limpeza Desligada Desligado 80
2 Insercéo / Leitura Desligada Ligado 180
3 Limpeza do minireator Ligada Ligado 40
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Figura 15 - Modelo esquematico do sistema de analise em fluxo multissegmentado proposto para determinagao
de sulfeto. (a) etapa de amostragem; (b) posicdo de insercdo de amostra. Amostra; HCI , Solugdo do
reator (6 mol L™Y); Ry, DEPD 4,09 g L™, 0,5 mL.min; R,, Fe**, 0,02 mol L™, 0,5 mL min; P -
Bomba Peristaltica; L; e L, - bobinas; C —confluéncia; V; e V, - valvulas solenbides; W — descarte
contendo acetato de zinco 3% (m/v); N,, 400 mL min™.
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5.5 Procedimento de otimizacéo

Os fatores pertinentes ao sistema proposto sdo: concentracdo do DEPD (CRj),
concentracdo de Fe** (CR,), vazdo do nitrogénio (VN,), concentracdo de H,SOs; nos
reagentes (CAR), volume da alca de amostragem (AA), volume da alca de HCI (AHCI),
volume da bobina dos reagentes (B;), volume da bobina reacional (B,), temporizacdo da
valvula solendide (TV;), concentracdo de HCI no reator, vazdo na saida da cubeta (VC) e
vazdo de DEPD (VR:) e Fe** (VR,). Entretanto, investigar com esse elevado nimero de
fatores seria inviavel, desta forma efetuou-se uma revisdo bibliografica buscando a
possibilidade de fixar alguns fatores, no intuito de diminuir o nimero de experimentos no
estudo. Assim, em todo processo de otimizacdo utilizou-se o sistema de analise em fluxo
multissegmentado descrito na Figura 15, mantendo-se as seguintes condic¢fes: Solucdo de 5
mg L™ de sulfeto preparada diariamente e previamente padronizada, volume da alca e a
concentragdo de HCI em 100 pL e 6 mol L™ respectivamente, vazao de nitrogénio em 400
mL min™, vazdo de DEPD (VR;) bem como a de Fe** (VR,) em 0,5 mL min™ e vaz&o na
saida da cela de fluxo em 2,5 mL min™.

O parametro utilizado como resposta analitica foi a area de pico. Os dados
experimentais foram processados usando-se o programa STATISTICA 7.0 (StatSoft, Tulsa,
USA), estabelecendo significancia estatistica com nivel de confianca 95%. A otimizacdo do
sistema proposto utilizou um planejamento fatorial fracionario 2”2 seguido pela Matriz de

Doehlert. Estes experimentos foram realizados em duplicata e em ordem aleatéria.

5.5.1 Planejamento fatorial de dois niveis

Os fatores selecionados para estudo foram: concentracdo do DEPD, concentragdo de
Fe**, concentracéo de H,SO, nos reagentes, alca de amostragem (AA), volume da bobina dos
reagentes, volume da bobina reacional (B;), temporizacdo da valvula solendide (TVj). O
efeito dos 7 fatores selecionados foram investigados utilizando-se o planejamento fatorial
fracionario 2" envolvendo 16 experimentos em duplicata, cuja combinacdo dos niveis e

matriz do planejamento encontram-se na Tabela 4.



Tabela 4 - Niveis dos fatores no planejamento fracionério 2"
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Niveis
Sigla Fator
Minimo (-) Maximo (+)
CR; Concentracdo DEPD (g L™) 1,5 3,0
CR, Concentracéo FeCl; (mol L) 0,03 0,12
CAR Concentracio H,SO, nos reagentes (mol L) 0,05 0,5
AA Alga de amostragem (uL) 500 1000
B, Bobina dos reagentes (uL) 150 350
B, Bobina reacional (uL) 200 700
TV, Temporizagio de V; (seg) 2 4
Ensaios CR; CR, CAR AA B, B, TV,
1 -(1,5) -(0,03) -(0,05) - (500) - (150) - (200) -(2)
2 +(3,0) -(0,03) -(0,05) - (500) +(350) - (200) +(4)
3 - (1,5) +(0,12)  -(0,05) - (500) +(350) - (200) -(2)
4 +(3,0) +(0,12)  -(0,05) - (500) - (150) +(700) +(4)
5 -(1,5) -(0,03) +(0,5) - (500) +(350) +(700) + (4)
6 -(1,5) -(0,03) +(0,5) - (500) - (150) +(700) -(2)
7 +(3,0) +(0,12) +(0,5) - (500) - (150) - (200) +(4)
8 -(1,5) +(0,12) +(0,5) - (500) +(350) - (200) -(2)
9 +(3,0) -(0,03) -(0,05)  +(1000) - (150) +(700) +(4)
10 -(1,5) -(0,03) -(0,05)  +(1000)  +(350) +(700) -(2)
11 +(3,0) +(012)  -(0,05)  +(1000)  +(350) - (200) + (4)
12 -(1,5) +(012)  -(0,05)  +(1000) - (150) - (200) -(2)
13 -(1,5) -(0,03) +(05)  +(1000)  +(350) - (200) -(2)
14 +(3,0) -(0,03) +(05)  +(1000) - (150) - (200) + (4)
15 -(1,5) +(0,12) +(05)  +(1000) - (150) +(700) -(2)
16 +(3,0) +(0,12) +(05)  +(1000)  +(350) +(700) +(4)

Os valores entre parénteses expressam os niveis reais dos fatores estudados.
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5.5.2 Planejamento Doehlert

De posse da significancia estatistica dos fatores investigados no planejamento 2”3, um
planejamento Doehlert para trés fatores (CR;, CR, e CAR) foi realizado empregando RSM
para otimizacdo final do método. Os niveis para a montagem do planejamento de Doehlert
foram escolhidos tendo em vista a revisao bibliografica realizada, o conhecimento quimico
do sistema e sua viabilidade. A Tabela 5 apresenta os niveis reais e codificados da matriz de
Doehlert para trés fatores e a Tabela 6 descreve o planejamento de Doehlert utilizado na
otimizacdo do sistema de analise em fluxo multissegmentado para determinacdo in-line de

sulfeto.

Tabela 5 - Niveis codificados e reais da matriz de Doehlert para trés fatores.

Fatores Niveis Codificados e Reais
CR; -1 -0,5 0 0,5 1
LY 3) (3.5) (4) (4.5) %)
CR, -0,866 -0,577 -0,289 0 0,289 0,577

. 0,866 (0,040)
(mol LY  (0,010) (0,015) (0,020) (0,025) (0,030) (0,035)

CAR -0,817 0 0,817
(mol L) (0,02) (0,04) (0,06)

Valores entre parénteses correspondem aos niveis reais.



Tabela 6 - Matriz de Doehlert para trés fatores.
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Fatores
Ensaios

CRi(gL™ CR, (mol LY CAR (mol L™
1 0 (4,0) 0 (0,025) 0 (0,04)
2 0 (4,0) 0 (0,025) 0 (0,04)
3 0 (4,0) 0(0,025) 0 (0,04)
4 1(5,0) 0(0,025) 0 (0,04)
5 0,5 (4,5) 0,866 (0,04) 0 (0,04)
6 0,5 (4,5) 0,289 (0,030) 0,817 (0,06)
7 -1(3,0) 0(0,025) 0 (0,04)
8 -0,5 (3,5) -0,866 (0,010) 0 (0,04)
9 -0,5 (3,5) -0,289 (0,020) -0,817 (0,02)
10 0,5 (4,5) -0,866 (0,010) 0 (0,04)
11 0,5 (4,5) -0,289 (0,020) -0,817 (0,02)
12 -0,5 (3,5) 0,866 (0,04) 0 (0,04)
13 0 (4,0) 0,577 (0,035) -0,817 (0,02)
14 -0,5 (3,5) 0,289 (0,030) 0,817 (0,06)
15 0 (4,0) -0,577 (0,015) 0,817 (0,06)

5.6 Estudo de interferentes no método proposto

Avaliou-se a influéncia de concomitantes no sistema de analise em fluxo
multissegmentado por meio da comparagéo do sinal analitico obtido para uma solucéo padréo
de sulfeto 300 pg L™ com aquela contendo concomitantes em concentracdes inferiores e
superiores ao nivel estabelecido pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)*', e
quando estes niveis ndo eram estabelecidos pelo 6rgdo regulamentador adicionou-se duas

concentragdes diferentes do concomitante.
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Testou-se a interferéncia dos principais compostos comumente presentes em aguas,
avaliando-se também alguns compostos que embora ndo sejam encontrados normalmente
foram estudados com a finalidade de se obter mais dados a respeito do sistema proposto. A

Tabela 7 apresenta os concomitantes analisados.

Tabela 7 - Concentracdo dos concomitantes estudados para se verificar interferentes

) Limites maximos estabelecidos . . 1
Concomitantes 4 Concentragdes de concomitante (ug L™)
pelo CONAMA (ug L™)

Al 200 100 400
Cd 10 5 20
Cu 13 6,5 26
Zn 5000 2500 10000
Fe 5000 2500 10000
Ag NE 25 NT
CO,” NE 300 3000
F 1400 700 2800
Na NE 300 10000
SO, NE 12500 50000

NE, ndo estabelecido pelo CONAMA; NT, ndo testado.

5.7 Figuras de mérito

5.7.1 Linearidade

A linearidade pode ser definida como a habilidade que uma metodologia possui de
demonstrar que os resultados obtidos, em uma faixa especifica (faixa linear dinamica), sdo
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra. Desta forma, determinou-se

a linearidade a partir do coeficiente de correlacdo, obtido na curva analitica de sulfeto'®.
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A curva de calibracéo foi construida mediante a injecdo de 1 mL de padrdes de sulfeto
nas concentragdes 50, 100, 200, 300, 400, 600, 800, 1000, 1500, 2500 e 3500, 4500, 5500,
6500 pg L™, preparados em NaOH 0,025 moL L™ por dilui¢des apropriadas da solucéo
estoque previamente padronizada e também em NaOH 0,025 moL L™ As condigbes
experimentais foram: volume da alca e concentracdo de HCI, 100 pL e 6 mol L™
respectivamente; vazao de nitrogénio em 400 mL min; concentracéo de DEPD e Fe** 4,09 g
L™ e 0,020 moL L™ respectivamente, ambos preparados em meio H,SO4 0,041 moL L™; a
vazéo de DEPD (VR;) bem como a de Fe** (VR;) em 0,5 mL min™ e a vazdo na saida da

cubeta em 2,5 mL min™.

5.7.2 Limites de Deteccdo (LD) e Limites de Quantificacdo (LQ)

Na determinacdo de espécies quimicas em baixas concentragdes o calculo dos limites
de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) é de grande importancia para avaliar o desempenho do
método analitico. Define-se o limite de deteccdo como a menor quantidade de analito
detectavel por um método, no entanto, sem precisdo e exatiddo satisfatorias. Podendo ser
ainda definido como a menor quantidade que pode ser detectada estatisticamente diferente do
branco. O limite de quantificacdo é mais adequado e traduz, com precisdo e exatidao
consideraveis, a menor guantidade do analito que pode ser medida na amostra. Segundo a

101 ' matematicamente os calculos

IUPAC (International Union Pure and Applied Chemistry)
referentes ao limite de deteccdo e quantificacdo baseiam-se na razéo entre o desvio padrdo
obtido de dez leituras do branco (Syr) € o coeficiente angular da curva analitica (b) da equacgéo
da curva analitica. Multiplicando-se o valor obtido por trés obtem-se o LD (Equacéo 9) e

multiplicando-se por dez o LQ (Equacéo 10).

1D = Sbb' ©
LQ = % (10)
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5.7.3 Precisao

A preciséo expressa, sob condi¢es determinadas, a dispersédo de resultados entre
ensaios independentes, reproduzidos de um mesmo padrdo, mesma amostra ou amostras
semelhantes®. Pode-se representar a precisdo pela estimativa do desvio padrdo relativo
(RSD), conhecido também como coeficiente de variagdo (CV). Uma maneira simples de
melhorar a precisdo é aumentar o nimero de replicatas. Assim avaliou-se a precisdo em
termos do desvio padrdo relativo (n=10), para solucdes contendo 50 pg L™ e 100 pg L™ de
sulfeto segundo a Equagéo 11, onde, s é desvio padrdo e X é o valor da média do conjunto de

dados.

RSD(%) ou CV (%)= x 100 (11)
X

5.7.4 Frequéncia de Leitura (FL)

Corresponde ao numero de leituras que podem ser realizadas por intervalo de tempo.
No presente trabalho foi considerado aléem do tempo de limpeza inerente ao sistema FIA,

também o tempo necessario para a completa troca do contetdo gasoso dentro do minireator.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Estudos preliminares

6.1.1 Varredura espectral

Como pode ser observado na Figura 16, a varredura espectral realizada nas condicGes
descritas no item 5.3.1, inicialmente mostrou uma maior absorbéncia em uma faixa de
comprimento de onda variando de 672 a 679 nm, ndo sendo detectada interferéncia
proveniente dos proprios reagentes, esse valor foi condizente com o obtido em outros
trabalhos . Assim, 0s experimentos referentes a otimizagdo e desenvolvimento do sistema

foram realizados nesse intervalo de comprimento de onda.
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Figura 16 - Varredura espectral do azul de etileno obtido a partir da reacdo com 5 mg L™ de sulfeto.

6.1.2 Construcdo da cubeta de fluxo

Observando-se os resultados (Figura 17) obtidos nas condigdes descritas no item
5.3.2, nota-se que a melhor resposta analitica em termos de absorbancia foi fornecida pela

cela em Z. Deste modo, esta foi adotada no desenvolvimento do sistema em fluxo
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multissegmentado. Os menores sinais obtidos com as cubetas construidas no laboratério

podem ser atribuidos ao aumento da dispersdo devido o maior volume interno das mesmas.
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Figura 17 - 1 Cela de fluxo de 0,48 mL; 2, Cela de fluxo em Z; 3, Cela de fluxo de 0,24 mL.

6.1.3 Construcéo do minireator

Com base nos resultados apresentados na Figura 18 nota-se que o sinal analitico
mostrou-se diminui com o volume do minireator, 0 que pode ser atribuido ao tempo que o
H.S leva para deixar o mesmo. Em um minireator maior a taxa de retirada do H,S é menor
provocando maior dispersdo do sinal analitico. Dessa forma, a concentracdo de H,S na
porcdo gasosa tende a ser menor e, consequentemente, o sinal analitico diminui. Portanto, no
sistema proposto optou-se pelo minireator de 1,5 mL, pois este forneceu melhor resposta

analitica em termos de area de pico.
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Figura 18 - Avaliacdo do desempenho dos minireatores
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6.2 Perfil do sinal analitico no sistema em fluxo multissegmentado

Uma vez que o sistema de andlise em fluxo multissegmentado ndo fazia uso de um
desborbulhador, fez-se necessario o tratamento dos sinais através de um programa
desenvolvido em ambiente Windows empregando o OriginPro 8, o qual apos tratar o sinal
analitico fornecia uma curva referente ao pico em questdo e sua resposta em termos de area.

A Figura 19 apresenta o perfil de um sinal analitico antes e apds o tratamento.

0,35 0,35
0,30 0,30 4 N
| 7N
0,251 [ 0,25 1 \\
© 0,201 1 0,20 \\
2 | g I
€ 015+ 5 0154
o | \| (@]
2 | N
< 0104 / 0,104 |
0,05 | 0,05 \
0,00 2 T 000{— b
-0,05 T T T -0,05 T T T T
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Tempo (s) Tempo ()
(a) (b)

Figura - Perfil dos sinais analiticos obtidos. (a) antes do tratamento e (b) apds o tratamento pelo programa
desenvolvido.

6.3 Procedimento de otimizacéo

6.3.1 Planejamento fatorial de dois niveis

Os resultados experimentais obtidos com o planejamento fatorial fracionério 27 séo
apresentados na Tabela 8, a denominacdo dos fatores esta descrita no item 5.5. A média e a
variancia dos resultados do planejamento fatorial de dois niveis 2’2 estdo apresentados na
Tabela 9. A fim de avaliar a importancia das estimativas de contraste dos fatores,
inicialmente calculou-se a estimativa conjunta da variancia (Sp?), com 16 graus de liberdade,

segundo a Equacéo 12.
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Tabela 8 - Matriz e resultados do planejamento fatorial de dois niveis 2°2 para determinagio “on-line” de
sulfeto no sistema de analise em fluxo multissegmentado.

Fatores )
Ensaios Area
CR; CR, CAR AA B, B, TV,
1 -(15)  -(0,03) -(0,05 -(500) -(150) -(200) -(2) 0,7656 0,7958
2 +(3,0) -(0,03) -(0,05 -(500) +(350) -(200) +(4) 05452 0,5388
3 -(15) +(012) -(0,05) -(500) +(350) +(700) -(2) 0,0693  0,0808
4 +(30) +(012) -(0,05 -(500) -(150) +(700) +(4) 02711 0,2832
5 -(1,5) -(0,03) +(05) -(500) +(350) +(700) +(4) 0,1962  0,1965
6 +(3,0) -(003 +(05) -(500) -(150) +(700) -(2) 0,4057 04278
7 -(15)  +(0,12) +(0,5 -(500) -(150) -(200) +(4) 10,3169 0,3162
8 +(30) +(0,12) +(05) -(500) +(350) -(200) -(2) 0.5269  0,5501
9 -(15)  -(0,03) -(0,05) +(1000) -(150) +(700) +(4) 0,7523  0.7043
10 +(3,0) -(0,03) -(0,05) +(1000) +(350) +(700) -(2) 14455 1,4169
11 -(1,5) +(0,12) -(0,05) +(1000) +(350) -(200) +(4) 02550  0,2974
12 +(3,00 +(0,12) -(0,05) +(1000) -(150) -(200) -(2) 0,4505 0,4688
13 -(1,5) -(0,03) +(05) +(1000) +(350) -(200) -(2) 0,2574 0,2232
14 +(30 -(0,03) +(0,5 +(1000) -(150) -(200) +(4) 0,3093 0,3079
15 -(15) +(012) +(05) +(1000) -(150) +(700) -(2) 0,6852 0,7043
16 +(30) +(012) +(0,5) +(l000) +(350) +(700) +(4) 0,4638 0,4779

Os valores entre parénteses expressam 0s niveis reais dos fatores estudados.
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Fatores
Ensaio Area Média  Variancia
CR; CR, CAR AA B, B, TV,
1 - - - - - - - 0,7656 0,7958 0,7807 0,00046
2 + - - - + - + 0,5452 0,5388 0,5420 0,00002
3 - + - - + + - 0,0693 0,0808 0,0751 0,00007
4 + + - - - + + 0,2711 0,2832 0,2772 0,00007
5 - - + - + + + 0,1962 0,1965 0,1964 0,00000
6 + - + - - + - 0,4057 0,4278 0,4168 0,00024
7 - + + - - - + 0,3169 0,3162 0,3166 0,00000
8 + + + - + - - 0.5269 0,5501 0,5385 0,00027
9 - - - + - + + 0,7523 0.7043 0,7283 0,00115
10 + - - + + + - 1,4455 1,4169 1,4312 0,00041
11 - + - + + - + 0,2550 0,2974 0,2762 0,00090
12 + + - + - - - 0,4505 0,4688 0,4597 0,00017
13 - - + + + - - 0,2574 0,2232 0,2403 0,00058
14 + - + + - - + 0,3093 0,3079 0,3086 0,00000
15 - + + + - + - 0,6852 0,7043 0,6948 0,00018
16 + + + + + + + 0,4638 0,4779 0,4709 0,00010
p2: (n1_1)521+(n2_1)35"'---(”16_1)512 (12)

(n,=1) +(n,-1)+

D)

onde, n é o nimero de repeticdes em cada ensaio e s® a variancia obtida em cada ensaio. O

valor de Sp? encontrado foi 2,89x10™. De posse do valor de Sp? calculou-se a variag&o

experimental (V) pela Equacéo 13.
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V (estimativa de contraste) =V[|;2(+)] +V[Ii(—)] = (13)

+

onde n (neste caso 16) € o numero de respostas positivas e negativas. A variancia
experimental obtida 3,61x10™ e, consequentemente, 0 erro experimental (erro padrédo da
estimativa) foi calculado, extraindo a raiz da variancia experimental, sendo 6,01x107,
Usando a distribuicdo t de Student, é possivel construir intervalos de confianca para 0s
valores das estimativas e, como consequéncia, verificar quais fatores sdo significativos.
Multiplicando-se o erro padrdo da estimativa pelo valor de t;s (2,120) com 95% de confianga,
encontra-se o erro padréo de 1,27x10 *°. Como verificado na Tabela 10, todas as estimativas
dos fatores sdo maiores que o erro padrdo experimental e naturalmente todos os fatores

investigados sdo estatisticamente significativos no dominio experimental.

Tabela 10 - Estimativas de contraste para os fatores empregados no planejamento fatorial fracionério 2.

Fatores Estimativa de Contraste

CR; 0,1421
CR; -0,1919
CAR -0,1734
AA 0,1833

B: -0,0265

B 0,1034
TV, -0,1919

CRy, concentracdo de DEPD; CR,, concentracdo de Fe*"; CAR, concentracdo de H,SO, nos reagentes; AA,
Alca de amostragem; B,, Bobina dos reagentes; B,, Bobina reacional; TV;, Temporiza¢do da valvula 1.

A alca de amostragem (AA) apresentou estimativa de contraste positiva (0,1833),
mostrando que acréscimos no volume de amostragem contribuem para o aumento no sinal
analitico. No entanto, como este fator € limitado pelo volume do minireator (1,5 mL), o
melhor volume de amostra adotado foi de 1 mL. A estimativa do contraste de TV; foi
negativa (-0,1919), indicando que o nivel inferior deste fator (2 s) favorece a resposta
analitica. Como essa valvula controla o volume de reagente (DEPD + Fe®") inserido no gas
H,S liberado do reator, 0 uso de tempos maiores (4 s) acarreta excesso de reagente que

reagiria com o H,S e, como consequiéncia, seria observado um efeito de diluicdo do corante
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azul de etileno, explicando assim a diminuicdo do sinal analitico. Por outro lado, a
diminuicao excessiva da TV ndo seria viavel, porque o volume de liquido que passaria pelo
detector seria muito pequeno. Portanto, a temporizagdo de 2 s para a valvula 1 foi escolhido
como o melhor valor.

A bobina reacional (B), com uma estimativa de 0,1034 indica que com o0 aumento do
nivel deste fator (200-700 uL), ha um acréscimo na resposta analitica, que pode ser explicado
pela lenta reacdo de formacdo de azul de etileno. Contudo, quando se aumenta a bobina
reacional a frequéncia analitica é consideravelmente afetada. Assim, a bobina reacional (B;)
de 700 pL foi utilizada neste estudo. Quanto a bobina dos reagentes (B;), observou-se uma
estimativa de contraste negativa (-0,0265). Tal comportamento sugere que o aumento da
bobina dos reagentes, provavelmente leva a instabilidade do intermediério formado pela
oxidacdo do DEPD por Fe®". Assim, o valor do fator B, escolhido foi 150 pL.

A concentragdo do Fe®" (CR,) apresentou uma estimativa de contraste negativa (-
0,1919). Esse resultado era esperado, ja que 0 excesso de reagente pode levar a formacdo de
sulfeto de ferro, o que interfere na segunda etapa da reacdo, reduzindo a quantidade de
produto formado. A concentracdo de é&cido sulfurico nos reagentes (CAR), também
apresentou uma estimativa de contraste negativa (-0,1734), indicando que meios fortemente
4cido desfavorecem a oxidacdo do DEPD pelo Fe* e, consequentemente, a formacdo do
composto intermediario a ser reduzido pelo H,S. A estimativa do contraste de 0,1421
apresentada pela concentracdo de N, N, dietil-p-fenilenodiamina (DEPD) demonstra que o

aumento na concentracdo deste fator (1,5 a 3,0 g L™) favorece a resposta analitica.

6.3.2 Otimizacdo utilizando planejamento Doehlert para trés fatores

Apos a triagem dos fatores, os valores 6timos para CR;, CR, e CAR foram obtidos
utilizando Matriz de Doehlert para trés fatores * (TABELA 11). A fim de verificar o ajuste
dos dados experimentais com o modelo estatistico, os modelos linear e quadratico foram
avaliados de acordo com a analise de variancia (ANOVA). O modelo linear é representado

pela Equacdo 14.
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Fatores )
Ensaios Area
CRi(gL™ CR, (mol L) CAR (mol L™
1 0 (4,0) 0 (0,025) 0 (0,04) 2,684
2 0 (4,0) 0 (0,025) 0 (0,04) 2,729
3 0 (4,0) 0 (0,025) 0 (0,04) 2,761
4 1(5,0) 0 (0,025) 0 (0,04) 1,594
5 0,5 (4,5) 0,866 (0,04) 0 (0,04) 0,826
6 0,5 (4,5) 0,289 (0,030) 0,817 (0,06) 0,990
7 -1(3,0) 0 (0,025) 0 (0,04) 0,793
8 -0,5 (3,5) -0,866 (0,010) 0 (0,04) 1,751
9 -0,5 (3,5) -0,289 (0,020) -0,817 (0,02) 0,980
10 0,5 (4,5) -0,866 (0,010) 0 (0,04) 1,947
11 0,5 (4,5) -0,289 (0,020) -0,817 (0,02) 1,109
12 -0,5 (3,5) 0,866 (0,04) 0 (0,04) 0,651
13 0 (4,0) 0,577 (0,035) -0,817 (0,02) 1,069
14 -0,5 (3,5) 0,289 (0,030) 0,817 (0,06) 0,872
15 0 (4,0) -0,577 (0,015) 0,817 (0,06) 2,322

Area = —1,38+0,30(CR,) +58,02(CR, ) + 67,93(CAR) — 0,70(CR, )(CR, )
— 0.10(CR1)(CAR) — 2359,17(CR2)(CAR)

(14)

A A anélise de variancia (ANOVA) do modelo linear é representada na Tabela 12. A

razéo entre QMyegressao/ @QMresiquo de 0,56 foi inferior a Fz11 = 3,59 (no nivel de 95%), este

valor indica que a regressdo nao é significativa neste nivel de confianca. Analisando-se ainda

a razao entre QM. / QMe, = 1794,91 observa-se claramente que ha falta de ajuste do modelo
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uma vez que 179491 é superior a Fgp, =19,38, ao nivel de 95% de confianca.

Tabela 12 - Andlise de varidncia do modelo linear.

Soma Media
Fonte de Quadratica Grau de Quadratica F F
Variacdo Liberdade (gl caleulado tabelado
¢ (5Q) @ (owm)
Regresséo 2,990759 6 0,996920 0,56 3,59
Residuo 5,375169 8 0,4886517
Falta de ajuste (faj) 5,372176 6 0.5969084 179491 19,38
Erro puro (ep) 0.002993 2 0.0014965
SQ Total 8.365928 14

% de variacdo explicada pela regressdo:35,75; maxima % de variacdo explicada:99,96 de SQtal-

A ANOVA do modelo quadréatico (Equacdo 15) é mostrada na Tabela 13 e confirma a
superioridade do modelo quadratico, uma vez que reproduz 99,96% da variacdo total,
comparado a 35,75% do modelo linear. Como pode ser observado, 0 QM egressio/ @Mresiauo de

181,94 é maior que o valor observado no modelo linear (0,56).

Area = 31,54 +12,55(CR1) —1,53(CR1)’ + 286,48(CR2) — 4658,33(CR2)* +267,72(CAR)
—2532,22(CAR)? - 0,70(CR1)(CR2) — 0,10(CR1)(CAR) — 2247,78(CR2)(CAR)

(15)
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Tabela 13 - Analise de variancia do modelo quadratico.

Soma Grau de Média
Fonte de Variacao Quadratica Liberdade (gl) Quadratica Fealculado Fiabelado
(SQ) (QM)
Regressdo 8,383973 9 1,656795 181,94 3,48
Residuos 0,081955 5 0,009106
Falta de ajuste (faj) 0.078962 3 0,011280 7,54 19,35
Erro puro (ep) 0.002993 2 0,001496

SQ Total 8.365928 14

% de variacdo explicadda pela regressa0:99,02; méaxima % de variagéo explicada:99,96 de SQa-

Além disso, a razdo QMz,;/ QMe, de 7,54 é inferior ao valor critico de F7, = 19,35
ao nivel de 95% de confianca, confirmando desta forma que ndo ha falta de ajuste no modelo
quadratico. O melhor ajuste do modelo quadratico em relacdo ao linear com os dados
experimentais pode ser visto na Figura 20.

Usando o modelo quadratico, trés superficies de resposta foram construidas (FIGURA
23, 24 e 25), cuja presenca de pontos de maximo foi confirmada pelo critério de Lagrange *.
A Equacéo 15 apresentou a equacdo completa do modelo quadréatico validada pela ANOVA,
porém como se tem uma resposta e trés fatores € impossivel construir superficies em 4
dimensdes. Assim, construiu-se as superficies de resposta sempre envolvendo dois fatores e
mantendo o terceiro fator fixo no ponto central.

A superficie de resposta apresentada na Figura 21 é descrita pela Equacgéo 16 e ilustra

a relacdo entre concentracdo de DEPD, concentracdo de Fe** e a resposta analitica (4rea).



3.0

Respostas previstas

0.0
0.0 05 1.0 1.5 2.0 25 3.0

Valores observados

(a)

Respostas previstas

0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0
Eespostas observados
_ _ (D) .
Figura 20 - Comparacdo das previsdes dos dois modelos com os valores observados. (a) Modelo Linear e (b)
Modelo quadratico.
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Figura 21 - (a) Superficie de resposta e (b) curvas de niveis relacionando concentracdo de DEPD e
concentracio de Fe*. O valor da concentragéo de acido nos reagentes foi fixo em 0,04 mol L™
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Area=-31,458+12,527 (CR,)-1,531(CR,)* + 283,678 (CR,) - 4658,333(CR, )’
-2247,778(0,04)(CR,) + 6,641

(16)

A aplicacdo do critério de Lagrange nesta equacdo demonstra que a superficie de

resposta possui um maximo, uma vez que foram encontrados valores de H(CR,,CR,)>0e

(82Area/ oCR 12)2< 0 nas Equacdes 17 e 18.

2 A 2 A 2 A 2
H(CR,CR,)=| LM || O°ATea) | AT | _Ha530, 739 (17)
oCR.” )| acR,? ) | 6CR,aCR,
oArea)
21 =—3,062 (18)
oCR,

A fim de encontrar o valor de maximo resolveu-se as equacdes 19 e 20 em funcédo da
CR; e CR,. Desta forma, os valores correspondentes a 4rea maxima sdo: CR; = 4,09 g L e

CR; = 0,020, onde a area prevista € encontrada pela equacdo 21.

OAT®a _ 15 527 -3,162 (CR ) =0 (19)
oCR,
OATeA _ 963778 -9316,667(CR ,)—89,911=0 (20)
oCR,
Area, .. = - 31,458 +12,527 (4,09) -1,531(4,09)° + 283,778(0,020) - 4658,333 (0,020)’ 2

- 2247,778(0,04) (0,020) + 6,641
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Area =2,816

prevista

A superficie de resposta apresentada na Figura 22 relaciona a concentracdao de DEPD,
concentracdo de H,SO4 nos reagentes e resposta analitica (&rea), e e descrita pela Equagao 22.
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Figura 22 - (a) Superficie de resposta e (b) curvas de niveis relacionando concentracdo de DEPD e
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concentracéo de H,SO, nos reagentes Fe™. O valor da concentracéo de Fe* foi fixo em 0,025 mol

Lt



74

Area=-31,458+12,527 (CR,) -1,531(CR,)? + 267,322(CAR) - 2532,222(CAR)>
-2247,778(0,025) (CAR) + 4,180

(22)

De acordo com a aplicacdo do critério de Lagrange na equacdo 22 é possivel ressaltar
a presenca de um ponto de maximo, pois como demonstram as equagdes 23 e 24 foram

encontrados valores de H(CR,,CR,)>0e (82Area/8CR 12)2 <0.

2 4 2 & 24 2
H(CR,, CAR)=| ZAME || AR [ O | 16609 017 (23)
ocR,* J|aCAR? ) | 6CR 0CAR
9 & 2
CATR | _ 3062 (24)
iCR,

Resolvendo-se as equacdes 25 e 26 em funcdo da CR; e CAR encontrou-se os valores

de méximo, sendo a CR; = 4,09 g L™ e CAR = 0,041, onde a 4rea prevista encontrada pela

equacao 27 é 2,743.
OAT® _ 15 527-3,162(CR ;) =0 (25)
1
OATEd _ 967322 -5064, 444 (CAR) — 56,194 = 0 (26)
aCAR
Area, ., = -31,458+12,527(4,09) -1,531(4,09)* +267,322(0,041) - 2532,222(0,041)*
(27)

- 2247,778(0,025)(0,041) + 4,180

Area =2,743

prevista

A superficie de resposta descrita pela equacdo 28 ilustra a relacdo entre concentracdo
de Fe™, concentracdo de H,SO,4 nos reagentes e a resposta analitica (4rea), e é apresentada na

Figura 23.



(@)

0.085

0.060

0.055

0.050

0.045

0.040

CAR

0.035

0.030

0.025

0.020

0.015 L B -
0.005 0010 0.M5 0020 0025 0030 0035  0.040 u.u45-'

CR,

(b)

Figura 23 - (a) Superficie de resposta e (b) curvas de niveis relacionando concentracdo H,SO,4 nos reagentese
concentracdo de Fe**. O valor da concentracéo de DEPD foi fixoem 4 g L™
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Area = -31,458+ 283,678 (CR ) - 4658,333(CR ) + 267,322(CAR) - 2532,222(CAR),

(28)
- 2247,778(CR,,)(CAR) + 25,609

Como pode ser confirmado pelos valores encontrados de H(CR,CR,)> 0 e

((’32Area/ oCR 12)2< 0 nas equaces 29 e 30, a aplicacao do critério de Lagrange na equacéo 28

também indica um valor de maximo.

2 A 2 A 2 A 2
H(CR , CAR)=| LA || AT ) | OATR | _jegng g7 29)
oCR > | 9CAR? | | 6CR ,0CAR
9 2
TATR | _ 916,67 (30)
oCR,

Resolvendo-se as equacBes 31 e 32 confirmou-se os valores correspondentes a area
méxima, onde a CR; = 4,09 g L™ e CAR = 0,041, e a area prevista encontrada pela equacio

33 € 2,743. A Tabela 14 resume as condices experimentais ap0s a otimizacao do sistema.

OATEA _ 263 678 -9316,667 (CR ,) - 2247,778(CAR) = 0 (31)
oCR,
OArea
— 267,322 -5064, 444(CAR) — 2247,778(CR ,) =0 (32)
CAR
Area, ., = -31458+ 283,678 (CR,) - 4658,333(C R,)? + 267,322(CA R) - 2532,222(C AR)’

-2247,778(CR,)(CAR) + 25,609

; (33)
Area =2,743

prevista



Tabela 14 - Condic6es de trabalho.
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Fator Condicao Otimizada
Concentracdo de HCI no reator 6 mol L™
Volume da alca de HCI 100 pL
Vazéo de nitrogénio 400 mL min™
Vazdo de DEPD (VR,) 0,5 mL min™
Vazdo de Fe** (VR)) 0,5 mL min™
Vazao na saida da cela de fluxo 2,5 mL min™
Volume do minireator 1,5mL
Cela de fluxo celaem Z
Alca de amostragem (AA) 1mL
Temporizagdo da valvula 1 (TV,) 25s
Bobina reacional (B,) 150 puL
Bobina dos reagentes (B,) 700 pL
Concentracio de DEPD (CR;) 409¢gL*?
Concentracio de Fe* (CR)) 0,020 mol L™
Concentracéo de H,SO, (CAR) 0,041 mol L*?

6.4 Estudo de interferentes no método proposto

No método proposto, a presenga de alguns concomitantes poderia causar perda ou

aumento do sinal analitico devido a formacdo de compostos volateis passiveis de reagir com
0 N,N Dietil-p-etilenodiamina, bem como pela formagdo de compostos insoliveis com o
sulfeto presente na amostra. A interferéncia aqui foi conferida a uma variacdo superior ou
inferior a 10% na recuperagdo do sinal analitico de sulfeto em relacdo ao sulfeto na auséncia
de concomitantes.

Como pode ser observado na Figura 24 apenas a prata apresentou interferéncia
consideravel, isso devido a formacdo de Ag,S que é insoluvel. Porém, ressalta-se que em
aguas naturais este metal normalmente ndo é encontrado, mesmo em baixas concentracdes.

Portanto, a seletividade do método mostrou-se satisfatoria em presenca de concomitantes
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frequentemente encontrados em amostras reais, sugerindo entdo que o método proposto pode

ser aplicado com sucesso para a determinacédo de sulfeto em amostras ambientais.

Concomitante

 F Fe" A Na' so” COCd” cu” zn
0 | B e BN B
LI B N L el 55 S+ NS NN Eo,o,c

- |BE Menor razdo sulfeto/concomitante
60 L \RXXY Maior razao sulfeto/concomitante

Interferéncia (%)
5
T

-100

Figura 24 - Estudo de Interferentes na determinacéo de sulfeto 300 pg L™ usando solucdo de diversos fons em
diferentes concentraces.

6.5 Figuras de Mérito e Validacdo do sistema FIA multissegmentado

Visando a descricdo do desempenho analitico do sistema de andlise em fluxo
multissegmentado para determinacdo de sulfeto “in line”, as seguintes figuras de mérito
foram investigadas: faixa faixa linear da curva analitica, limites de detec¢do e quantificagéo,
precisao, frequéncia de leitura e exatidao.

Como pode ser visto na Figura 25, o método proposto apresentou duas regides
lineares na curva analitica, sendo a primeira faixa de resposta entre 0,433 pg L™ a 400 pg L™
e a segunda de 400 pug L™ a 3500 pg L. Analisando-se a regressdo linear das duas regides
das curva de calibracéo observa-se que os valores de coeficientes de correlagdo obtidos para o
sistema estdo em concordancia com o estipulado (r minimo aceitavel = 0,99) pela Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitéaria'®.
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Figura 25 - Curva de calibracdo para determinagdo de sulfeto no sistema de analise em fluxo multissegmentado.

A Figura 26 apresenta a resposta analitica do sistema de analise em fluxo

multissegmentado para a determinacdo de sulfeto, apresentada em termos de absorbancia

(Altura de pico) e area de pico. Com base nos resultados obtidos observa-se que a resposta

analitica em termos de area de pico apresenta maior magnitude, o que justifica a adocdo desta

no sistema proposto.

Sinal Analitico

Figura 26 - Resposta analitica, expressa em termos de altura e area de pico.
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Os limites de deteccdo e quantificacdo encontrados foram respectivamente 0,130 e
0,433 pg L™. A precisdo foi avaliada em termos do desvio padrdo relativo (n=10), para 50
ngL e 100 pg L™ de sulfeto sendo 1,9 e 2,3% respectivamente. No sistema proposto sabe-se
que o tempo gasto para uma analise é de 5 minutos (90 seg de tempo de residéncia da amostra
no reator e 300 segundos para limpeza e leitura no espectrofotdmetro). Dessa forma, pode-se
dizer que teoricamente em uma hora de andlise sdo efetuadas cerca de 12 leituras.

Segundo a Tabela 15, uma comparacdo do método proposto com aqueles relatados na
literatura mostra que o sistema FIA multissegmentado para determinacgdo de sulfeto sem pré-
tratamento da amostra, apresenta ampla faixa linear, limite de deteccao inferior ou similar e a
auséncia de interferéncia frente aos ions comumente encontrados em amostras ambientais,
dificuldades relatadas em outros métodos. Além disso, o destaque do método proposto se
deve ao fato de ndo requerer tratamento prévio da amostra e reduzido consumo de amostra e

reagente.

Tabela 15 - Comparacdo entre diferentes técnicas de fluxo para determinagdo de sulfeto.

Faixa Linear Frequéncia de Volume
Método LD (ug L) Ref.
(Mg L™ Leitura (h™) Amostra (mL)
FIA 0,1 1-10 5 12 28
MSFIA-
13 20-500 5 2,2 50
Optrodo + GD
SI-MSFA 40 170-1000 38 0,12 102
SAl 40 50-2000 60 0,15 103
FIA 1,7 5-50 12 0,5 104
FIA reverso 500 500-5000 48 2,63 105
0,433 - 400 Método
MSFA 0,130 12 1

400 - 3500 Proposto
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A fim de verificar a exatiddo do método para determinacédo de sulfeto em amostras de
agua, foi realizado testes de adicdo e recuperacao. Os bons resultados de recuperagdo obtida
(96,3 - 99,4%), apresentados na Tabela 16, indicam a eficiéncia do método proposto.
Utilizou-se também técnicas de comparacdo visando avaliar os resultados obtidos no método
proposto com um método de referéncia publicado na literatura®. De acordo com a Tabela 16,
estatisticamente ndo ha diferenca (teste t pareado, 95% de confianca entre 0 método proposto
e 0 método de referéncia), assim, confirma mais uma vez a exatiddo do método para

determinacéo de sulfeto em amostras de agua'®.

Tabela 16 - Avaliacéo dos valores de recuperacdo para determinagdo de ions sulfeto em amostras de 4gua. ND =
ndo detectado. Resultados expressos como média do valor + desvio padrdo com base em trés
repeticdes (n = 3).

lons S* adicionados lons S% encontrados

Amostras (ug LY (ug LY Recuperacéo (%)
Agua de Mina 0 ND
300 289 + 2,46 96,33
Agua de Rio 0 ND
300 296,78 £ 1,26 98,93
Agua Represa 0 198,37 + 6,29
3000 3180,55 + 4,09 99,44

Tabela 17 - Determinacdo de Sulfeto em amostras de agua usando 0 método proposto e 0 método de referéncia.

$*(mg L™)
Amostras
Valor encontrado no método Valor encontrado no método
proposto referéncia
Fonte Termal A 3,05+ 0,06 2,84 +0,23
Fonte Termal B 1,15+ 0,01 1,10+ 0,14
Agua Mineral 3,09 + 0,07 2,86+ 0,18

Adicionado 3 mg L™ de S*. n = 3; Valor t calculado = 2,12; valor t critico = 4,303, com 95% de confianca
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7 CONCLUSOES

Os métodos de quantificacdo de sulfeto publicados, frequentemente necessitam de
uma etapa de preparo da amostra que torna a analise demorada e suscetivel a erros. Além
disso, os limites de deteccdo, quantificacdo e faixa linear, muitas vezes sdo desfavoraveis a
sua aplicacdo em amostras ambientais, devido aos baixos niveis de sulfeto em amostras de
agua. Tais inconvenientes podem ser superados pelo presente método. Destaca-se ainda
algumas caracteristicas do método, incluindo o reduzido consumo de amostra/reagentes,
baixo custo, seletividade satisfatoria e, principalmente, ndo requerer pré-tratamento da
amostra, uma vez que a amostra pode ser inserida diretamente no minireator, sugerindo sua
aplicacdo em anélises de rotina. Finalmente, o método também esta associado ao conceito de
Quimica Limpa, pois além da baixa geracdo de residuo esse é borbulhado em uma solucéo

contendo acetato de zinco, a fim de evitar a liberacdo de sulfeto para a atmosfera.
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