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Introdugao

1. Introducao

O desenvolvimento em dreas como a industria e a agricultura €
usualmente seguido pelo aumento de residuos quimicos no sistema
hidrografico. Por causa disso, o tratamento e monitorizagao desses residuos
tem que estar continuamente em desenvolvimento.

A monitorizagdo da qualidade da agua de forma continua, ou semi-
continua, proporciona vantagens para trés diferentes areas: cientistas que
desejam obter um melhor conhecimento dos processos biolégicos e quimicos
que ocorrem nas aguas naturais; agéncias de proteccao ambiental que desejam
identificar as caracteristicas das descargas das aguas residuais e rios com 0
objectivo de controlo de poluicao; operadores de instalacoes de tratamento de
aguas que desejam aprender como operar as instalagoes com maior eficiéncia.

Uma técnica usual e facilmente usada para a determinacao da qualidade
das aguas é a espectrofotometria/colorimetria. Esta técnica é largamente usada
para a determinagdo de varias propriedades de qualidade da agua.
Propriedades fisicas que podem ser determinadas espectrometricamente sao a
cor e a turbidez, e as propriedades quimicas incluem os metais (dentro deles o
aluminio), ndo-metais e constituintes organicos.

Embora a determinagdo destas propriedades por espectrofotometria seja
relativamente facil e rapida, a preparagao das amostras consome algum tempo,
pois é necessario o tempo para a mistura dos reagentes e formagcao dos
complexos da amostra. Por outro lado, na rotina da monitorizagdo da qualidade
da agua, sao centenas de amostras que tém que ser analisadas.

Estas dificuldades podem ser ultrapassadas através de automatizacao de
métodos classicos da quimica analitica por andlise por injec¢ao em fluxo (FIA)
ou andlise por injeccdo sequencial (SIA). Usando estas técnicas, os reagentes e
amostras ndo precisam de ser misturados manualmente; os reagentes sao
enviados por uma bomba para os tubos, onde, ap6s a mistura, passam pelo
detector que regista o sinal.

E, entdo, desejavel desenvolver um método simples e barato para a
determinagao directa do aluminio (AI*). O reagente mais sensivel para

determinacao do aluminio é o Eriocrome cianina R (ECR), foi introduzido pela

Determinagao Automatica de Aluminio em Aguas de Consumo Humano 1



Introdugao

primeira vez na pratica analitica por Eegriewe no ano de 1937 e tem sido
largamente usado desde entao [2]. O complexo formado é extremamente
estavel e obedece a lei de Lambert-Beer.

Com o corante eriocrome cianine R, as solugcdes diluidas de aluminio
tamponadas a um pH de 6 produzem um complexo vermelho alaranjado que
exibe um maximo de absorcao a 535 nm. A intensidade da cor desenvolvida é
influenciada pela concentragao de aluminio, tempo de reaccao, temperatura,
pH, alcalinidade, e concentracao de outros ides na amostra [3].

As interferéncias mais significativas nos métodos espectrofotométricos
para a determinagao do aluminio em amostras de aguas naturais sao causadas
pelos fluoretos, fosfatos e ferro. Muitos catibes de metais pesados também
podem formar complexos corados com o reagente cromogénico referido, mas
para gerar alguma absor¢ao de luz significativa, teriam que estar presentes em
concentragoes superiores a 0.1 pM, o que raramente acontece em aguas
naturais. O ferro interfere formando complexos corados com a maioria dos
reagentes cromogénicos usados para o aluminio. Isto conduz a erros positivos,
na medida em que os complexos de ferro também absorvem no mesmo
comprimento de onda do aluminio. Varios reagentes mascarantes foram
propostos para o ferro, sendo o acido ascoérbico um dos melhores reagentes
para o efeito. O acido ascorbico suprime a interferéncia do ferro até 5 mg Fe I’
usando o metodo Eriocrome cianina R. Os fluoretos interferem formando
complexos com o aluminio tao estaveis, que a formacdo do complexo de
aluminio com o reagente cromogénico é impedida. Usando o método ECR, a
interferéncia de F reduz a sensibilidade em menos de 10%, para concentragoes
até 0.5 mg F I. Para concentragdes superiores em F, a interferéncia aumenta
significativamente. Os fosfatos apresentam um mecanismo de interferéncia
semelhante ao dos fluoretos, mas como menos intensidade. O método ECR
mostra interferéncia a partir de 10 mg I"' de fosfato [4].

Outros reagentes cromogénicos foram estudados para a determinagdo
espectrofotométrica do aluminio na agua: pirocatecol violeta [4 - 8], cromo
azurol [7] ou aluminon [4]; mas sem mostrarem vantagens em relagdo ao
método ECR [2].

Determinagao Automatica de Aluminio em Aguas de Consumo Humano 2



Significado de Ocorréncia

2. Significado de Ocorréncia

O Aluminio (Al) é o segundo elemento no Grupo IIIA da tabela periddica,
tem um numero atémico de 13, uma massa atomica de 26,98 e uma valéncia
de 3. E o metal mais abundante na Terra, constituindo cerca de 8% da crosta
terrestre e em combinagao com silica e oxigénio, forma feldspatos, micas e
minerais argilosos. O aluminio é principalmente minado como bauxite, um
mineral contendo cerca de 40-60% de Oxido de aluminio (alumina), e também
pode ser encontrado como um constituinte normal do solo, plantas e tecidos
animais. O aluminio e os seus derivados sao usados para permutadores de

calor, pecas aeronauticas, materiais de construgao, contentores, etc. [3]

Os coagulantes baseados em aluminio tais como o sulfato de aluminio
(Al>(SOs)3), mais conhecido por alimen, ou o cloreto de polialuminio (PACI),
sao comummente usados em tratamentos de aguas de consumo humano para
melhorar a remocao de particulas, coldides, e substancias dissolvidas por
processos de coagulagao. O tratamento de aguas superficiais com sulfato de
aluminio é praticado ha mais de cem anos por todo o mundo. O uso de alumen
como coagulante para tratamento de aguas geralmente leva a maiores
concentragoes de aluminio em aguas tratadas do que em aguas brutas.

Normalmente, a por¢ao de aluminio adicionada a agua bruta nao é
removida durante o tratamento e permanece como aluminio residual na agua
tratada. A ocorréncia de aluminio na agua tratada tem sido considerada ha
muitos anos como um aspecto indesejavel da pratica de tratamento. Existe
uma consideravel preocupagao por todo o mundo acerca dos niveis de
aluminio encontrados nas aguas brutas e nas aguas tratadas para consumo
humano, que surgiu principalmente por duas razdes. Primeiro, porque as
chuvas acidas provocam um aumento dos niveis de aluminio nas aguas doces.
Elevadas concentragdes de aluminio nas aguas tratadas origina um aumento
da turvagao, reducao de eficiéncia de desinfeccao, e pode precipitar como
Al(OH)3 durante o percurso da distribuicao. Em segundo, existe a possibilidade
de uma associagao entre o aluminio e doencas neuropatoldgicas tais como

demeéncia pré-senil e a doenga de Alzheimer.

Determinacao Automatica de Aluminio em Aguas de Consumo Humano 3



Significado de Ocorréncia

O uso de qualquer coagulante contendo aluminio pode aumentar ou
diminuir a concentragao de aluminio nas aguas tratadas dependendo da
formagao de outras espécies na fonte de agua e das condigoes de tratamento.
Contudo, para muitos abastecimentos de agua, particularmente onde o alumen
é usado como coagulante, o aluminio total aumenta depois do tratamento. @)
aluminio total é a soma das fracgdes né@o sollveis, em suspensao ou coloidais,
e das formas monoméricas. A Figura 2.1 mostra as varias fraccbes do

aluminio:

Aluminio Total

Aluminio em suspensao Aluminio coloidal Aluminio monomérico

v

Aluminio nao soluvel

Aluminio monomérico Aluminio monomérico
estavel (organico) instavel (inorganico) —
complexos Al(OH)**, Al-F

e Al(SO,)* ; AP

Figura 2.1 — Diagrama de blocos mostrando as varias fracgdes de aluminio e

O aluminio em aguas de consumo humano pode existir numa forma
mononuclear como aluminio livre (AI**) ou pode ser complexado por outros
constituintes dissolvidos inorganicos (como OH', F, SO4%). O presente trabalho
estuda apenas a determinagdo do aluminio livre e dissolvido (aluminio
monomeérico instavel).

A presenca de aluminio na agua para abastecimentos domésticos €
devida a adi¢do de sais de aluminio no decurso da coagulagao e floculagcao no
tratamento, ou é causada por um valor de pH baixo (pH=5.5+0.5) de aguas

superficiais ou subterraneas.
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Tem havido a preocupagao sobre o uso de sais de aluminio como
coagulantes no tratamento de &gua potavel, uma vez que elevadas
concentracbes de aluminio na agua tratada pode resultar numa variedade de
problemas no abastecimento de agua. Os problemas de abastecimento de
agua associados ao aumento da concentragao de aluminio na agua tratada
incluem a formagao de um precipitado de aluminio no sistema de distribuicao
que pode aumentar a turvagéo e o nimero de queixas sobre a qualidade da
agua. A floculacdo do aluminio no sistema também pode interferir com o
processo de desinfecgao por envolvimento e proteccao dos microorganismos.
Outro problema atribuido ao aumento da concentracdo de aluminio € a
deposicdo de produtos de hidrdlise de aluminio nas paredes dos canos,

diminuindo assim a capacidade de carga.

A presenca de aluminio nas aguas de consumo humano tem levantado
discussdes sobre possiveis efeitos na saude, por causa de relagdo suspeita
com a doenca de Alzheimer ou encefalopatia por didlise. Varios estudos
indicaram que animais expostos a aluminio, sobre condi¢bes controladas,
demonstraram uma correlacdo entre doengas neuropatolégicas e o aluminio.
Também ficou demonstrado que doentes de didlise renal sofreram deméncia
quando o dialisado continha concentracoes de aluminio de 80 pg/L e que a sua
remocao, antes da didlise, diminuiu os sintomas de deméncia nos pacientes.
Doentes de didlise expostos a valores elevados de aluminio podem exibir
encefalopatia por didlise e/ou doengas de mineralizacao dos ossos tais como
osteodistrofia por didlise. Contudo, a biodisponibilidade das espécies de
aluminio nos humanos nao é conhecida e assim nao se podem tirar conclusoes
definitivas destes estudos. Por outro lado sabe-se que, baseado em estudos de
toxicidade, formas de AI(OH); carregadas positivamente, sao muito mais
toxicas para o ambiente marinho do que para 0s complexos organicos.

Determinagao Automatica de Aluminio em Aguas de Consumo Humano 5
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Regulamentacéo relativa a concentragao do aluminio em aguas de
consumo humano

Demonstrado ja o perigo que elevadas concentragées de aluminio podem
constituir para os humanos e nao s6, foi necessario padronizar valores
maximos de aluminio nas aguas tratadas. O objectivo desta norma é assegurar
a remo¢ao de material coagulado a montante do sistema de distribuicdo. A
Tabela 2.1 mostra os limites adoptados por alguns paises para o aluminio nas

aguas de consumo humano:

Tabela 2.1 — Normas internacionais de qualidade de agua para o
aluminio em aguas de consumo humano *"

0rga|;1;?sal;éiof Recor:"li:‘ra:;.ados Val?;‘;él-:;imo
(mg/L)

WHOQ' 02 | e
USEPA? 0.05 0.2
AWWA?® 0.2
Finlandia | - 0.2

Suica 0.05 0.5

CEE* 0.05 0.2

UE> | e 0.2

' World Health Orgamzanon United States Environmental Protecnon Agency, ° American
Waste Water Association, * Comunidade Econémica Europeia [10], ° Unido Europeia [11]

A excepcao do valor de concentragdo maximo do aluminio estabelecido
pela Unido Europeia, todos os valores indicados na tabela s&o indicativos e nao
normativos.

Estes valores nao sao baseados na importancia do aluminio para a
satlide, mas proporcionam um bom compromisso entre o uso de sais de
aluminio e a eficacia do tratamento da agua distribuida.

Determinagao Automatica de Aluminio em Aguas de Consumo Humano 6
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3. Reagentes Utilizados

a. Solugdo Padrao de Aluminio

b. Solugdo de acido ascorbico: Dissolver 0.1 g de acido ascorbico em agua
e perfazer até 100 mL.

c. Reagente tampao: Dissolver 136 g de acetato de sodio,
NaC,H30,-3H,0, em agua, adicionar 40 mL 1N e diluir até 1 L.

d. Solugdo corada de stock: Dissolver 150 mg de eriocrome cianina R em
cerca de 50 mL de agua. Ajustar o PH de cerca de 9 até 2.9 com 1 + 1 de acido
acético. Diluir com agua até 100 mL.

e. Solugdo corada de trabalho: Diluir 10 ml da solucéo de stock até 100 mL

num balao volumétrico.

Os reagentes usados foram adaptados do Standards Methods for the
Examination of Water and Wastewater [3].

Determinagao Automdtica de Aluminio em Aguas de Consumo Humano 7
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4. Automatizacao e Determinagao

41. FIA

A sempre crescente necessidade de andlises em varios tipos de controlo
analitico tais como a industria, industria farmacéutica, agricultura, analises
clinicas e outros, deu origem ao desenvolvimento de um largo nimero de
diferentes instrumentos para analises automaticas. Os desenvolvimentos neste
campo foram ainda mais estimulados pelas adicionais vantagens da
automacgao, tais como o aumento na precisao, a diminuicdo do custo de cada
ensaio, e a satisfatéria confianga do equipamento automatizado [12].

A andlise por injecgao em fluxo (FIA, do inglés flow injection analysis) foi
proposta em 1975 por Rlzicka e Hansen [12]. Na altura, tinha sido estimado
que o mercado para instrumentos automatizados para andlise quimica, iria
adquirir uma taxa de crescimento anual de 15%, em comparacdo com o
crescimento de 9% de outros tipos de instrumentacao analitica. Os numerosos
instrumentos fabricados e direccionados para analise de um largo nimero de
amostras podiam ser divididos em dois grupos: analisadores discretos e os
analisadores em fluxo continuo.

Nos analisadores descontinuos (robds), cada amostra é colocada num
recipiente individual e permanece, pelo menos, o tempo do procedimento
analitico. Este tempo pode compreender adi¢cbes discretas de tampdes e
reagentes, diluicoes, aquecimentos, etc. a predeterminados pontos do ciclo
analitico, até que a amostra tratada chegue a célula colorimétrica ou outro
qualquer detector. Até esse ponto, o caracter individual de cada amostra é
estritamente preservado.

Outro tipo de sistema é o analisador stop-flow, e é pelo seu conceito e
construcao parecido com o analisador batch. Neste sistema, ambas as
amostras e reagentes sao rapidamente misturados por injeccdo para uma
camara de mistura da qual a mistura reaccional ¢ for¢cada a entrar numa célula
de absorgéo. O fluxo é abruptamente parado e a absorvancia da solugdo é

medida, antes de a célula ser lavada.

Determinagao Automatica de Aluminio em Aguas de Consumo Humano 8



Automatizagao e Determinagao — FIA

Nos analisadores de fluxo continuo, as amostras sao sucessivamente
aspiradas dos seus recipientes individuais para um tubo, através do qual se
movem, até a analise estar completa. As amostras tornam-se parte de uma
corrente que continuamente se move, para o qual, a determinados pontos
reagentes sao adicionados a caudais constantes. A corrente finalmente passa
através da célula do espectrofotometro, ou outro aparelho de medicao, onde a
medicao quantitativa é executada e o sinal continuamente gravado. O
movimento de todos os liquidos dentro dos tubos dos analisadores de fluxo
continuo é controlado por uma bomba peristaltica que também é responsavel
pela aspiracdo das amostras. E a versatilidade dos analisadores de fluxo
continuo a responsavel do seu largo uso: as amostras podem ser separadas
para multiplas analises, e a corrente transportadora pode ser dialisada,
extraida, filtrada, aquecida, decantada e até destilada. A maior desvantagem
deste conceito, € que cada amostra esta sujeita a contaminacao da amostra
precedente. Além do mais, a contaminacao aumenta a medida que a
velocidade de amostragem aumenta por causa do curto espaco de tempo entre
amostras. Foi, contudo, a introdugao de correntes de ar segmentado por
Skeggs em 1957 que tornou analise de fluxo continuo praticavel [12].

Em FIA é sugerido que um pequeno volume de amostra é injectado
rapidamente numa corrente transportadora de reagente, em fluxo turbulento,
Deste modo, no ponto de injeccao, a solugao de reagente sera empurrada e
formar-se-4 uma zona de amostra que sera, entao, processada e levada até a
célula do detector. A praticabilidade desta ideia dependera dos seguintes
factores [12]:

a) Reprodutibilidade do volume da amostra e da velocidade de injeccao;

b) Reprodutibilidade do movimento da amostra dentro dos tubos do

analisador, e grau de perturbagao reprodutivel proveniente do
percurso e adicao de mais reagentes a jusante;

c) Suficiente e reprodutivel mistura de cada amostra com o reagente

contido na corrente transportadora.

Determinagao Automatica de Aluminio em Aguas de Consumo Humano 9
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O conceito de tempo de residéncia (periodo de tempo compreendido entre
a injeccao e a deteccao), o qual constitui um dos parametros que caracterizam
os sistemas FIA, permite avaliar o ritmo analitico dos mesmos. Para o desenho

e construcao de montagens FIA é necessario seguir seis regras [13]:

12, A diminuicdo do caudal de escoamento no percurso tubular conduz a
uma diminui¢cao na dispersao da amostra;

22, Em percursos tubulares longos, acomodando um grande numero de
estados de mistura, obtém-se gradientes de concentragao simétricos;

32, As montagens de fluxo continuo, além das indicagées do tamanho dos
percursos tubulares e do didmetro e do caudal de escoamentos de
cada canal, deverao ser complementadas com a indicagao de tempo
de residéncia;

42, A dispersdo limitada da amostra € obtida através da injeccao de um
volume reduzido num escoamento com um caudal minimo, o qual flui
através de um percurso tubular o mais curto possivel e com 0.4 mm
de diametro interno:

52 Num percurso tubular, a dispersao da zona da amostra aumenta com
o caudal de escoamento e com a raiz quadrada da distancia
percorrida ou do tempo de residéncia.

62. A dispersdao da amostra, causada pelo escoamento, devera ser
sempre mantida o mais baixa possivel, recorrendo a iSso a percursos
tubulares curtos e com uniformidade de didmetro. A diluicao de
amostras muito concentradas é melhor conseguida através da

injeccao de volumes reduzidos destas.

Estas regras decorrem da interpretagao da influéncia de variaveis
hidrodinamicas como a velocidade de escoamento dos liquidos, o comprimento
e a geometria dos percursos tubulares e o volume de injeccao, sobre o tempo
de residéncia, dispersao da amostra, perfil dos sinais analiticos e ritmo analitico
das montagens.

Um marco importante na evolugao do FIA foi a introdugao, em 1979, do
modo de paragem de fluxo [14], segundo o qual o escoamento € parado
aquando da passagem pelo detector da zona da amostra previamente dispersa

Determinagao Automatica de Aluminio em Aguas de Consumo Humano 10
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no reagente, registando-se a variagao do sinal analitico que ocorre no decorrer
das reacgdes analiticas. A combinacdo da paragem do escoamento com O
principio das zonas coalescentes [15] permitia a realizacdo de determinacoes
de cinética enzimatica com as vantagens inerentes aos metodos de fluxo
continuo. Desde logo, o escoamento nao necessitava de ser constante, mas
apenas reprodutivel de determinagcao em determinacao.

Embora no inicio da década de 80 ainda se debatesse a viabilidade da
realizacdo de determinagdes na auséncia de equilibrio quimico as
potencialidades da técnica FIA tinham ja sido demonstradas em quase 100
artigos cientificos provenientes de diferentes grupos de investigagcao de
diversos paises do Mundo tais como a Dinamarca, o Brasil, o Reino Unido, a
Holanda e a Suécia. Apesar da sua juventude, os conceitos associados de
reprodutibilidade e de controlo de dispersao estavam ja muito fundamentados
pelas aplicacbes da técnica nas areas da quimica clinica, dos produtos
farmacéuticos, da agricultura e do ambiente. Adicionalmente, tinha-se
demonstrado a sua versatilidade de adaptagao as infra-estruturas laboratoriais
através da facilidade com que se acoplava a diversas técnicas instrumentais
como a espectrofotometria de UV/VIS e de absorgao atémica, a potenciometria,
a voltametria, a amperometria, a condumetria, e a fluorimetria. As diferentes
montagens FIA eram classificadas de acordo com a dispersao da amostra em
montagens de pequena, média e grande dispers@o e o seu coeficiente foi
proposto por J. Rzicka e E. H. Hansen [16].

A dispersdo é dada pelo simbolo D, representando a razao entre a
concentragéao inicial da amostra C° e a concentracao no detector C, e
apresenta, como é evidente, um valor superior a um. Ha dois processos que
contribuem para a dispersao. O primeiro é o fluxo laminar gerado por queda de
pressdao em tubos abertos, o qual causa um perfil de fluxo parabdlico onde a
amostra perto das paredes esta estacionaria e a amostra no centro move-se a
duas vezes a velocidade média. Quanto mais comprido for o tubo por onde a
amostra passa, mais dispersa esta fica. Na auséncia de difusdo, a amostra
sera encontrada ao longo de todo o comprimento do tubo. A outra fonte de
dispersao é a difusao, que pode actuar de duas maneiras: primeiro, a difusao
ao longo do comprimento do tubo actua de modo a diluir e dispersar a amostra;
segundo, a difusdo na direc¢ao radial actua de modo a relaxar o perfil
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parabdlico. A Figura 4.1 mostra o perfil da dispersao ao longo de um tubo. A
amostra é injectada com uma concentragao C,, e a porcao da amostra no
centro do tubo move-se para jusante mais rapidamente, enquanto que a
amostra na parede do tubo esta estacionaria. A difusdo actua de modo a
relaxar o perfil de concentragao numa fun¢ao gaussiana. A dispersao causa um

aumento na area do pico e uma diminuicao na sua altura [17].

IC) > @

Tempo

Concentracao

Figura 4.1 — Perfil de dispersé&o ao longo de um tubo (17

A dispersao é muito importante a elevados caudais, em colunas longas, e
para pequenos volumes de amostras. Nestes casos, o perfil de fluxo parabdlico
é muito importante. Se uma amostra é para ser misturada com reagente, €
desejavel uma elevada dispersdo. Uma disperséao de dois corresponde a uma
diluicdo da amostra por um igual volume de solvente. Noutros casos, €
desejavel uma pequena dispersdo. Por exemplo, amostras podem ser
sequencialmente injectadas para um espectrofotometro ICP, gerando um
conjunto de varios picos. Neste caso, o sistema é projectado para manter D <3

[17].

Como limitagoes da técnica FIA apontava-se uma perda potencial de
sensibilidade decorrente do facto das medidas analiticas se realizarem antes
de se atingir o equilibrio e o caracter semi-empirico na concepgao e construgao
das montagens. Este sentimento prevalecia sobretudo pelos esforgos diversos
para teorizar os fendmenos inerentes a técnica, particularmente em relacao ao
conhecimento da dispersao e ao seu controlo, através de modelos
deterministicos de dificil aplicagao [18]. Posteriormente, veio a demonstrar-se
que a sensibilidade pode ser diminuida ou aumentada consoante as
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necessidades e os objectivos, alargando-se ainda mais a aplicabilidade da
técnica relativamente as concentragdes das espécies a determinar.

Durante a década de 80, a técnica FIA assumiu um crescente
protagonismo no seio da quimica analitica. No inicio da década aposta-se
fortemente na miniaturizacdo e compactacao das montagens divulgando
conceitos como o microFIA — sistemas em que 0s reactores sao impressos em
bloco de material plastico e, as funcdes de injeccdo e deteccao sao
miniaturizadas; e os sistemas denominados prosaicamente de maquina de
escrever — sistemas em que o conjunto dos componentes (propulsor, injector,
reactores e detector) sdo compactados num volume equivalente a uma
maquina de escrever. Valoriza-se a exploragao dos gradientes de concentracao
com prop6sitos de calibragao simplificada, varrimento espectral de diferentes
gradientes, determinages cinéticas, e métodos de interpenetracao de
gradientes de duas zonas [19,20]. Distinguem-se sistemas com determinacoes
homogéneas baseados em reacgdes de complexacao, oxidagao-reducao,
cataliticas ou enzimaticas; dos sistemas heterogéneos, os quais se baseiam
em técnicas com a difusdo de gases, a didlise, a precipitacao, o uso de resinas
de troca iénica ou de enzimas imobilizadas [21]. O sentimento dominante é o
de que ainda ha muito por explorar e desenvolver uma vez que o objectivo de
uma nova abordagem analitica ndo é apenas fazer melhor, mas também fazer
de maneira diferente.

O numero de publicagbes em todo o mundo eleva-se a dois milhares no
fim da década de reflectindo o crescimento significativo na utilizagédo desta
técnica. A definicdo de FIA é também revista e actualizada com a publicagao
da segunda edicdo da monografia de Ruzicka e Hansen [18]. De acordo com
estes autores, a técnica FIA consiste na recolha de informagao de um gradiente
de concentracdo numa zona bem definida de fluido, que decorre da
intercalacdo da amostra e da sua dispersao num transportador, nao
segmentado, em movimento continuo (Tabela 4.1). A técnica FIA nao tem
limites na sua aplicagdo e utilidade a ndao ser a propria imaginacao e
capacidade inventiva do investigador ou quimico analitico, deixando em aberto
para a presente década uma vastidao de possibilidades a explorar.
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Tabela 4.1 — Evolucao de analise por injec¢ao em fluxo

Autores

Ano

Definicao

Ref.

Ruzicka e Hansen

1975

Andlise em fluxo continuo baseada na injecgao da
amostra, através de um septo, num escoamento
liquido nao segmentado, com elevado caudal.

12

Ruzicka e Hansen

1978

Andlise em fluxo continuo baseada na exploragao
dos perfis de concentragao que se formam quando
um volume de amostra é intercalado num
escoamento de liqguido nao segmentado e
transportado em direc¢ao ao detector.

13

Ruzicka e Hansen

1981

Técnica de microquimica, automatica e capaz de
atingir um ritmo analitico de pelo menos 100
determinagoes por hora.

33

Ruazicka

1982

Injeccao de uma zona definida de uma amostra
liguida num escoamento nao segmentado, o qual
transporta a zona de amostra em direccao ao
detector onde, um valor de absorvéncia, potencial
de eléctrodo ou outro parametro fisico é registado
de forma continua variando com a passagem da
zona de amostra pela célula de fluxo.

34

Stewart

1983

Sistema de medida cinético no qual a mistura dos
componentes habitualmente nao é completa e cujos
perfis de concentragdo axiais e radiais sao fungbes
dependentes do tempo.

35

Mottola

1986

Abordagem do processamento da amostra e/ou
reagente num fluxo continuo a qual evita a
segmentagao e permite o controlo da dispersao.

36

Horvai e Pungor

1987

Andlise em fluxo ndao segmentado, num reactor
tubular, linear ou enrolado, cuja introducdo da
amostra é feita por um sistema injector.

37

Razicka e Hansen

1988

Recolha de informacdo de um gradiente de
concentragdo, numa zona bem definida de fluido,
que decorre da intercalagdo da amostra e da sua
dispersdo num transportador, ndo segmentado, em
movimento continuo.

18

Fang

1992

Técnica de fluxo continuo, ndao cromatografica,
efectivada por manipulagao reprodutivel de zonas
de amostra e reagentes num escoamento liquido,
sob condigobes de auséncia de equilibrio
termodinamico.

38

Van der Linden

1994

Sistema de fluxo continuo nao segmentado com
injec¢ao da amostra e/ou reagente.

24
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Todo o processo evolutivo descrito até aqui nao foi sempre pacifico e os
adeptos desta técnica tiveram algumas vezes de se confrontar com criticas
menos positivas e opinides pouco claras na sua intengcdo. Assim mesmo, 0s
anos 90 permitiram a consolidagao e afirmagdo do FIA como instrumento
analitico de estudo e versatilizacao de processos quimicos [22]. Em meados
desta década, a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
recomendou o agrupamento da andlise por injecgado em fluxo e da
cromatografia liquida na mesma categoria, classificada como método de
analise em fluxo com amostragem intermitente e aspiragéo da amostra. Este
aspecto tinha sido salientado por ROzicka e Christian em 1990 [23] ao
sugerirem a aproximagao, em termos tedricos, dos conceitos associados ao
FIA e a cromatografia liquida. Segundo estes autores, o facto de ambas as
técnicas pressuporem a intercalagdo de um segmento de amostra num
escoamento liquido ndo segmentado permite a partilha de muitos dos
postulados tedricos desenvolvidos para cada uma das técnicas,
nomeadamente no que diz respeito aos diferentes modelos matematicos de
caracterizacao da dispersao e a derivatizagao quimica post coluna.

Com a vulgarizacédo da utilizagdo dos computadores, quer na recolha e
tratamento de dados, quer no controlo das montagens estabelecidas [24], e
com o surgimento de conceitos como a analise em fluxo monossegmentado
(MCFA), a recolocagao do detector (multi-site detection) e a técnica de
sanduiche, continuam a alargar-se os horizontes da analise por injeccao em
fluxo [22,25]. Nao obstante estes progressos, as montagens FIA poderao ainda
ser melhoradas em alguns pontos. Assim, a preparacao de reagentes e/ou
padroes em linha, e o desenvolvimento da capacidade, por parte destas
montagens. De detec¢do e de compensacgao de falhas poderao ser alvo de
estudos futuros.

Em conclus@o, pode referir-se que os sistemas analiticos baseados na
técnica FIA sédo geralmente simples e dotados de uma enorme capacidade de
adaptacao a diversos propdsitos analiticos. Os custos economicos associados
a estas montagens estao significativamente diminuidos, fruto do recurso a
equipamento barato e da economia dos reagentes caracteristicas destes
sistemas [26]. O facto de a sua implantagao traduzir uma reducao da
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participacao humana nos processos analiticos contribui para a reducao dos
custos além de favorecer uma componente essencial destes sistemas que € a
sua elevada reprodutibilidade. Os ritmos analiticos conseguidos sao
habitualmente elevados, sempre superiores aos conseguidos pelos métodos
discretos e muitas vezes maiores que 0os conseguidos por outras propostas de
automatizacéo [26]. Por ultimo, sao passiveis de ser acoplados a maioria dos
sistemas de separacdo ou deteccdo melhorando os processos de tratamento e
andlise dos diferentes tipos de amostras [27], possibilitando a monitorizagao
em linha de processos industriais [28] e a monitorizagao in situ de parametros
indicadores de qualidade ambiental [29].

O interesse que esta técnica tem suscitado, desde que foi proposta em
1975, tem vindo a aumentar progressivamente. Efectivamente, o ritmo de
publicacdes que lhe sdo dedicadas é muito elevado (mais de duas publicacoes
por dia) e foi editada uma revista (Journal of Flow Injection Analysis)
inteiramente subordinada a este tema. De igual modo, foram editadas 3
monografias de indole geral [18,30,31] e uma dedicada a um sistema de
deteccao (espectrofotometria de absorg¢do atémica) [32], e foi criado um
congresso mundial (/nternacional Conference on Flow Analysis), o qual se tem

realizado regularmente desde 1979.
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4.1.1. Equipamento e Montagem

O equipamento do sistema FIA (ver Figura 4.2) é constituido por uma
bomba peristéltica Ismatec modelo ISM827, que propulsiona as correntes de
reagentes e amostra, ou padroes, através de tubos Tygon® de varios
diametros, consoante o caudal a debitar. Neste sistema, a corrente
transportadora (C) é de amostra, ou padrao, onde € misturado o agente
mascarante de ferro (R1) e, através de outra juncé@o, é misturado o tampao
(R2). A corrente passa através de um solendide que comuta por um periodo de
tempo de dois segundos, de modo a injectar o reagente cromogénico. A
corrente passa ainda por dois reactores em serpentina para o desenvolvimento
completo da cor e por um desgasificador, de modo a retirar quaisquer bolhas
de ar que possam estar presentes na corrente, e assim nao produzir picos de
ar.

A absorvéncia é medida por uma detector fotométrico, que incorpora um
LED verde de modo a medir a um comprimento de onda de 535 nm, com um
percurso 6ptico de 3 cm. A aquisicao de dados e controlo da aparelhagem foi
adquirida usando uma placa de interface (modelo 6023) e terminadora (modelo
TBX-68) da National Instruments. O sinal analégico & entao transmitido para
um computador onde ¢é lido através de um programa construido em LABview.

O sistema FIA 6ptimo é mostrado na Figura 4.2. Os caudais sao de 88
ul/s para a corrente transportadora, de 7.5 ul/s para R1, de 26.8 uL/s R2, e de
26.1 ul/s para o reagente corado. Os caudais estdo em propor¢ao com as
quantidades em volume referidas pelo Standards Methods for the Examination
of Water and Wastewater [3]. Os diametros internos dos tubos sao de 0.44 mm
para R1, 0.89 mm para R2 e 2.06 mm para C. E injectado 50 pl de reagente
corado. Os volumes dos reactores sao de 601 pul (RC1) e 570 ul (RC2) e sao
feitos de tubos PTFE 0.75 ID.
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Figura 4.2 — Sistema FIA 6ptimo para determinagdo do aluminio (lll) pelo método
ECR: C, corrente transportadora; R1, &cido ascorbico; R2, tampao; RC1 e RC2,
reactores em serpentina.
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4.1.2. Optimizagao da Montagem

Uma abordagem para a monitorizacao continua da qualidade da agua
usando andlise por injecgao em fluxo é o recurso a um sistema de injec¢ao do
reagente. Isto tem a vantagem de minimizar o consumo de reagente, usando
como corrente transportadora a agua de analise, a qual existe em grande
quantidade e é econémica [6].

Varias variaveis foram seleccionadas como as mais importantes para a
optimizacéo, tais como o numero de reactores, o volume (tempo de injec¢ao)
do reagente corado, os caudais das correntes (velocidade de rotacao da
bomba) e a concentragéo do eriocromo cianina R.

= O tempo de injeccao do reagente variou entre dois a 3 segundos, o

que corresponde a volumes de 50 e 80 pL, respectivamente;

« O numero de reactores variou entre um, dois e trés, o que

corresponde a um volume de 601, 1171 e 1791 pl, respectivamente;

= A velocidade de rotagao da bomba variou entre 30 a 45 rot/min;

= A concentracao do reagente variou entre 0.6 e 1.2 g/L.

Verificou-se, entao, que o sistema responde melhor quando é usada a
solucao de reagente mais concentrada, mas com um tempo de injeccao mais
curto (menor volume injectado). Como a cinética da reacgéo é lenta, os
resultados obtidos foram melhores quando se usaram dois reactores, porque
deste modo aumentou-se o tempo de residéncia, e consequentemente a
intensidade da cor a ser medida, e para reactores maiores (usando 3 reactores)
o efeito diluicdo/difusdo iria se sobrepor a cinética da reacc¢ao originando
calibragcdes nao lineares. Quanto ao caudal, optou-se por um intermédio, uma
vez que ao usar um caudal baixo, a diluicao da corrente aumentaria (e com ela
a dispersao), o que produziria resultados abaixo dos esperados; por outro lado,
caudais elevados implicam um aumento da velocidade, diminuindo o tempo de
residéncia, o que originaria uma diminuicao de sensibilidade do método,
principalmente para concentracbes mais elevadas, uma vez que nao houve

tempo suficiente para o desenvolvimento de cor.
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As condigcdes Optimas para este sistema estao apresentadas na Tabela
4.2.

Tabela 4.2 — Condicgdes optimas do sistema

Variavel Condicgao optima
Tempo de injeccao (s) 2
Volume de reactores em serpentinas (uL) 1171
Caudal da bomba (rot min™") 35
Concentragéo do reagente (g L) 1.9
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4.1.3. Estudo de Interferentes

Potenciais interferéncias na determinacao do aluminio por reagentes
cromogénicos foram descritos por Royset [4,8]. A interferéncia mais
significativa na maioria das aguas potaveis e tratadas é o ferro (lll), que € a
espécie de ferro predominante nas aguas superficiais [6].

Neste trabalho o agente mascarante usado foi o &acido ascorbico,
necessario para eliminar a interferéncia do ferro (lll). A interferéncia do ferro
(1) foi estudada, analisando amostras com e sem acido ascorbico. Foram,
entdo, adicionadas quantidades de ferro (Ill) até 200 pg/L, uma vez que € a
concentracdo maxima estipulada por lei [11], e lida a absorvancia das
amostras. Os resultados estao registados nas figuras abaixo:

Aluminio 50 ppm Aluminio 400 ppm
52
| - | »
COW 50 1 —_
| i complexante
1 =4 48 i //
= "
g .l =
Com ©
>
i complexante 5
* * ¢ @ 44 |
2 |
‘ = Com
| 42 { R complexante "
. , 40 | : .
50 100 150 200 50 100 150 200
Concentragao Fe* Concentragéo Fe*

Figura 4.3 — Valores lidos de absorvéncia do aluminio (lll), com e sem agente
complexante, vs. concentragdo do Ferro (lII)

Verificou-se que, para valores de aluminio de 50 ppb, a concentracao lida
aumenta, no maximo, cerca de 12%, quando a concentracao de ferro é de 200
ppb. Por outro lado, sem o agente complexante acido ascorbico, este valor
pode aumentar cerca de 70%, como se mostra no primeiro grafico de 4.3. Para
valores de aluminio de 400 ppb, o ferro praticamente nao interfere, sendo que a
absorvéncia lida pode aumentar no maximo 3%. Sem agente complexante,

este valor pode aumentar cerca de 25%.
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4.1.4. Resultados

Sensibilidade
Os graficos da calibragao sao mostrados nas figuras seguintes 4.4 e 4.5.

Verificou-se que ha linearidade dos 50 aos 400 pg/L, mas € dentro da gama

50-300 que apresenta melhores resultados, com um coeficiente de correlacao

de 0.994.

Absorvéncia

y =0,0669x + 11,091
I R = 0,9937

0 50 100 150 200 250 300

Concentracao AI**(ppb)

Figura 4.4 — Curva de calibragio Absorvéncia vs. Concentracao aluminio (lll) na
gama 50-300 ppb

g

Absorvéncia

'y =0,0587x + 12,108
FE = 0,9807

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Concentracgao AI** (ppb)

Figura 4.5 — Curva de calibragao Absorvéncia vs. Concentracao aluminio (Ill) na
gama 50-400 ppb
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Reprodutibilidade

O método apresenta um coeficiente de variacdo entre os 1-2% para
concentracées do aluminio entre 0 50-400 pg/L. Os valores dos limites de
confianca e coeficiente da variacao para cada padrao estdo apresentados na

tabela seguinte:

Tabela 4.3 — Avaliacao da qualidade dos resultados fornecidos pelo método

Padrao | Limites de confiancaa |[Concentracao| Coeficiente
(ppb) 95% (ppb) de Variacao %
50 13.806 + 0.333 50+1.2 1.207
100 18.362 + 0.502 100 +£2.7 1.367
200 24.883 + 0.696 200 +5.6 1.399
300 30.794 +1.297 300 £12.6 2.106
400 34.301 +0.375 400+4.4 0.547
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42. SIA

Embora o FIA seja uma técnica laboratorial bem sucedida e uma versatil
ferramenta para melhorar o campo da analise instrumental, a sua aplicagcao ao
controlo de processos, ainda que crescendo, tem sido dificultada pelo uso de
complexos esquemas de fluxo, que necessitam do uso de bombas multi-canais
e esquemas de tubagem. Estes instrumentos funcionam bem no laboratério,
mas nao sao inteiramente aceites no ambiente industrial. Consequentemente,
foi iniciado um programa de pesquisa no Centro para Processos Quimicos
Analiticos da Universidade de Washington, dedicado ao desenvolvimento e
estudo de um sistema de injeccao de fluxo single-line com injeccao dupla e
fluxo por pulsos. Mais recentemente, foi mostrado que o caudal constante, que
tem sido considerado o alicerce de ambas as técnicas de injec¢ao de fluxo e
cromatografia, pode ser substituido por fluxo sinusoidal com injeccao
sincronizada, e deste modo abrindo a possibilidade do uso de uma bomba de
seringa e parafuso excéntrico, que é mais adequada para aplicacoes industriais
[39].

As consequéncias conceptuais destes desenvolvimentos técnicos sao
interessantes, como a substituicao de fluxo constante por uma variavel
programada de fluxo que leva a reconsideracao do papel do transporte de fluxo
num sistema de injec¢cao em fluxo [39].

O uso de um padrao de fluxo, em vez de fluxo constante e monétono,
necessita de sincronizacao da injecgao da zona da amostra com o inicio de
cada ciclo de fluxo. Sendo assim, € necessario conceber uma configuragéo do
sistema que permita injeccao da zona de amostra, adicao de reagente, mistura,
medida e ejeccao da mistura reaccional por uma combina¢ao de avangos e
reversoes do fluxo. Estes passos podem ter diferentes extensoes, duragoes e
velocidade, desde que sigam sempre o mesmo padrao. Existem claramente
muitas combinacoes possiveis da extensao e numero dos passos, mas se 0
padrao for estritamente reprodutivel em cada ciclo de medicao, a dispersao da
zona da amostra, sendo composta por varias variancias individuais, sera
sempre a mesma, assim como o tempo de reac¢ao. Adquirir um fluxo absoluto

nulo nao é, evidentemente, pratico, mas o consumo de amostra e reagente
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pode ser drasticamente reduzido. O sistema de fluxo pode ser bastante
eficiente se as dispersées mutuas das zonas de amostra e reagentes forem
constantes, e a reacgao para produzir espécies detectaveis e a consequente
deteccao ocorrerem na mesma secgao do sistema de fluxo [39].

A Analise por injeccao sequencial (SIA, do inglés Sequential Injection
Analysis), nasceu dos conceitos atras referidos, e foi introduzida em 1990 por
Razicka e Marshall [39,40], sendo um simples e conveniente conceito de
analise por fluxo. Quando a investigacao de FIA se orientou para a exploragao
de gradientes de concentracao formados pelo processo de dispersao, novas
técnicas usando stopped-flow, fluxo sinusoidal, injeccao de reagente (FIA
reverso), injeccao sequencial, e calibragado de uma unica solucao foram
desenvolvidas. A transformacao de FIA em SIA significa o reconhecimento de
uma grande versatilidade deste método, originalmente designado como uma
mera ferramenta para automacao de ensaios em série [41].

Com a introducdo de SIA, sao também aplicaveis os mesmos
parametros basicos para injeccao em fluxo, na medida em que sao usados 0s
mesmos componentes, apenas com algumas alteragcbes menores. SIA é
mecanicamente mais simples do que a injeccao em fluxo uma vez que so usa
uma Unica bomba, uma unica valvula e um unico canal. O SIA usa uma valvula
de seleccao, em vez de injeccao, através do qual volumes, precisamente
medidos, de amostra e solugdes de reagente s@o aspirados para um holding
coil por meio de uma bomba que seja capaz de fazer movimentos precisos e
controlados de stop-go-forward-reverse [41]. Um equipamento basico SIA é

mostrado na figura seguinte:

lavagem

amostra esgoto aux.

S S

bomba reagente 1
reagente 2

esgoto

Figura 4.6 — Esquema de um SIA. C, transportador; HC, holding coil, RC, reaction coil;
SV, vélvula de selecgao; D, detector 1
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Foram usados, principalmente, quatro diferentes tipos de
transportadores de liquidos em SIA. Artigos que lidaram com as suas
aplicagcoes usaram uma bomba de fluxo de pistao sinusoidal, especialmente
desenhada para SIA [42,43]. Com esta bomba, o caudal é dependente do
angulo de rotacao, do raio da bomba, da engrenagem, e da frequéncia da
bomba. As repetibilidade e reprodutibilidade sao boas, mas é dificil manter um
caudal constante durante a andlise. Outras bombas usadas em SIA sao as
bombas peristalticas, que sao ainda mais adequadas quando usadas com
tubagem de Neoprene [41]. Buretas automaticas que sejam programaveis por
computador e tenham velocidade variavel sao principalmente usadas pelo
grupo espanhol [44]. Outro tipo de bombas usadas em SIA é a electro-
osmatica, que é descrita como sistema de bombagem ideal para este método,
por causa da sua direccao de fluxo ser rapidamente invertida e o seu caudal
pode ser mantido com elevado grau de reprodutibilidade [41].

Por ultimo, uma outra contribuicao valiosa foi dada pelo grupo da
Universidade de Washington que exploraram novos sistemas de sensores,
alargando tremendamente o alcance do SIA e abrindo novos horizontes no

campo de analise de fluxo.

Seguindo o primeiro passo da sequéncia das zonas, durante a qual a
amostra e reagentes sao acumuladas nas condutas da holding coil adjacentes
a cada uma, a valvula é mudada para a posi¢ao do detector (ver Figura 4.7A).
No passo seguinte, o fluxo é revertido para que as zonas acumuladas sejam
propulsionadas, através da valvula, do reactor ao detector (Figura 4.7B). Como
o centro do fluido se move a uma taxa do dobro da velocidade média, enquanto
que os elementos do fluido mais adjacente as paredes movem-se a taxas
inferiores, os nucleos das zonas sequenciadas penetram em cada uma das
zonas. Durante este movimento, a reversao do fluxo cria uma regiao complexa
dentro da qual o analito é transformado numa espécie detectavel (Figura 4.7C).
Um requisito fundamental ao bom desempenho do SIA, € a interpenetracao
maxima das zonas através de um aumento deliberado da dispersao axial,
obtido por meios de inversao de fluxo e do desenho das tubagens.
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A
wash/carrier <amestra <reagente valvula

€—
B
wash-’cam'er? S > P) R}

C

wash-’carr.fe)} DD

Figura 4.7 — Perfis do fluxo das zonas sequenciadas (A) e injectadas [(B)
imediatamente depois da inversao do fluxo; (C) no reactor coil]. S, amostra; R,
reagente; e P, zona do produto formado *"!

A dispersao reprodutivel é a base para andlise pelos métodos de
injeccao de fluxo, e é o resultado de todas as forgas fisicas que actuam nas
zonas injectadas. A dispersao descrita para o FIA é também aplicavel num
analisador SIA e foi descrita na sec¢ao 4.1. No entanto, o modelo random walk
foi também usado para descrever dispersao num canal dum analisador SIA, por
Ruzicka e Marshall [39]. Segundo estes, existem dois factores principais que
causam o movimento das moléculas e o espalhamento da zona: um interno,
que é simétrico e causado pela difusdo molecular; o outra é externo e é
causado pelo fluxo imposto no liquido que transporta a zona através do
sistema. Se o fluxo é unidireccional, e se a difusdo molecular e/ou transferéncia
de massa radial (causada por coiling ou packing da tubagem) ndo compensa o
resultado assimetrico originado pelo fluxo Newtoniano, o perfil de concentragéo
resultante assimeétrico [39)].

Embora Ruzicka e Gibeli [42] tenham dito que “para uma configuragéo
racional de um analisador por injeccdo sequencial, o grau da dispersdo da
amostra tem que ser considerado como o principal elemento da configuracao”,
a penetragcao da zona (relacionada com a dispersdo) é o parametro chave, e o
controlo deste € essencial para a execucdo bem sucedida da injeccéo
sequencial [45]. A importancia da penetragdo da zona pode ser descrita como o
impacto dramatico que a sua influéncia tem na area superficial, sobre o qual o

gradiente de concentragao existe e por isso a mistura radial acontece.
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Embora se diga que o SIA é simplesmente uma variagdo do FIA,
existem algumas diferencas fundamentais no uso e controlo dos parametros
operacionais usados em SIA. O maior desafio € a teoria da dinamica dos
fluidos, que conduz a optimizagao do sistema de fluxo baseado em paragens e
inversdes do fluxo. Quando aplicada a técnica da injeccdo sequencial, é
imperativo perceber os principios em que se baseia de modo a proceder as
subsequentes analises. A extensao da dispersao que o pico do produto sofrera,
é essencialmente influenciada pelos parametros operacionais que governam a
hidrodinamica do SIA.

Os seguintes parametros mostraram afectar significativamente na
dispersao das zonas num sistema FIA: o caudal volumétrico, didmetro do tubo,
comprimento do trajecto do fluido da injeccao ao detector, volumes da amostra
e reagentes, ordem da injebgéo da amostra e reagentes, inversao do fluxo, e,
embora menos importante, a geometria do reactor. De modo a avaliar a
influéncia de cada parametro, um corante nao reactivo foi usado como amostra
e reagente respectivamente, numa série de experiéncias [41].

O caudal volumétrico inclui ambos os caudais de carga e saida e é
também referido como o efeito combinado da velocidade da bomba e do
diametro interno da tubagem da bomba, quando é usada uma bomba
peristaltica. Na correlagao com a expressao de Vanderslice, D=k"q, onde g é o
caudal em ml/min, a dispersao das diferentes zonas diminui a medida que o
caudal & aumentado. O coeficiente de dispersao diminui com o aumento do
caudal na medida em que o tempo de residéncia diminui, com o aumento do
caudal. Existe uma relagao linear entre a velocidade de bomba e o caudal; por
isso, o caudal pode ser alterado modificando a velocidade da bomba. A
elevados caudais, a deterioracao da sensibilidade e reprodutibilidade é
observada devido & elevada contra pressao. E preferido que o caudal de carga
seja mais rapido que o caudal de saida do modo a garantir elevada frequéncia
amostral, desde que a bomba o permita.

O comprimento da tubagem é sugerido pelos requerimentos
experimentais. Tubagens longas levam a maiores tempos de residéncia e por
isso, maior tempo de reaccao originando uma maior dispersao.. O nivel da
mistura (nimero de pratos ou tanques) € definido como o comprimento médio
do tubo usado para cada etapa de mistura [41].
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Em SIA, as tubagens estao divididas em duas partes: a serpentina de
retencao (em inglés, holding coil), que é o tubo entre a bomba e a valvula de
selecgao, e o reactor em serpentina (em inglés, reactor coil), que é parte que
conecta a valvula de seleccao com o detector. A serpentina de retencéo actua
primeiramente como um reservatério e devera ser suficientemente longa para
prevenir que a amostra e reagentes entrem nas condutas da bomba. Os
reactores nao devem exceder um terco do volume da solugéo de lavagem, de
modo a assegurar a descarga completa durante cada experiéncia [41]. Os
reactores sao usualmente mantidos o mais pequenos possivel de modo a evitar
diluicéo excessiva da zona do produto formado. O comprimento é determinado
pela distancia fisica entre a valvula e o detector [42], e pela cinética de reaccao,
na medida em que assegura o desenvolvimento completo da cor, e deste modo
0 comprimento nao ser demasiado pequeno. Devido a natureza descontinua do
SIA, periodos de paragens de fluxo podem ser facilmente incorporados de
modo a alargar tempos de reaccao [41].

O diametro do tubo tem uma influéncia dramatica na dispersdo das
diferentes zonas, uma vez que este esta relacionado com o niumero Dean:

1

2

De:[ﬂe].[.&) ,
Y7l 2R

onde: D, didametro do tubo; V, volume; p, densidade; p, viscosidade; L,

comprimento do tubo; R, raio da curvatura do tubo.

E estabelecido que a dispersao é proporcional a quarta raiz do diametro
do tubo. Existem varios factores a ter em conta ao considerar o diametro éptimo
do tubo. Estes incluem a contra pressao resultante no comprimento do tubo, a
vulnerabilidade ao bloqueio, e o grau de dispersao radial possivel. A tubagem
mais larga € usualmente usada para o holding coil, devido a promogéo da
dispersao axial e, por isso, da penetragao da zona, assim como para os tubos
ascendentes para prevengdo de qualquer contra pressdo. Os tubos mais
estreitos sao usados para os reaction coils, de modo a prevenir diluicdo

excessiva na zona do produto formado [41].
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Gubelli et al. [45] conduziram estudos em profundidade sobre o efeito do
volume de amostra e reagente na zona de penetracdo e sensibilidade. As suas
conclusoes podem ser referidas em trés regras:

1%, Mudar o volume da zona amostral ¢ um modo efectivo de mudar a
sensibilidade da medi¢cao. Diluicdo de amostras concentradas é
melhor adquirida reduzindo o volume da amostra injectada.

2°. Injectar o dobro do volume dos reagentes como volume da zona
amostral, enquanto se mantém o volume da zona da amostra igual
ou inferior a 0.5-Sy», permite que se encontrem as condicdes
Optimas para quimicas de um unico reagente. (Sy é definido como o
volume da amostra necessario para produzir uma disperséo de dois
nos tubos).

3% Para reacgbes com dois reagentes poderem ser acomodadas, é
necessario que o volume da amostra seja mantido abaixo do valor
Sip, para que a zona amostral esteja cercado pelas zonas do
reagente e para que a concentragao dos reagentes injectados seja

suficientemente elevado.

Segundo van Staden et al. [47], a melhor sensibilidade obtida
corresponde a usar uma razao amostra:reagente 1:1. Com esta razao, as duas
zonas observam praticamente a mesma dispersao axial e a penetragéo ocorre
praticamente no maximo da zona amostral descendente, assim como no
maximo da zona do reagente ascendente. Por outro lado, Gubelli et al. [45]
verificaram que aumentando os volumes das zonas de reagente e amostra a
razoes de volumes iguais, causaram sobreposicao da zona e o aumento do
pico € adquirido pelo aumento substancial no consumo de amostra, reagente,
solucao de lavagem e tempo. Ou seja, um aumento simultaneo nos volumes de
amostra e reagente acima do valor Si» nao é uma maneira eficiente de
aumentar a altura do pico e a sensibilidade da medigdo. A sobreposicao é
completa usando pequenos volumes iguais, e parcial com relativamente
elevados volumes iguais. Enquanto mantiveram o volume de reagente
constante, os autores [45] também variaram as razoes dos volumes.
Aumentando o volume da amostra desde um volume inferior do reagente até a
um volume igual (onde o volume da amostra estava em excesso em relagéao a
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zona do reagente), concluiram que também resultava numa diminuicdo da
sobreposi¢ao da amostra. Para proporgées de amostra:reagentes diferentes de
um, a sobreposicao so é completa quando é executada com uma confluéncia
das correntes, ou seja, quando todos os elementos sao misturados.

A importancia da ordem correcta de injec¢do da amostra e reagente é
também um parametro importante [48]. A ordem das diferentes sequéncias de
reagentes é muito dependente das reacg¢des envolvidas. O tempo de residéncia
de uma zona especifica também depende na sua posi¢cdo na sequéncia dos
reagentes. A zona que é injectada primeiro, chega ao detector em ultimo
devido a inversao do fluxo. Esta zona é a que tem maior tempo de residéncia, e
por isso € a que fica mais dispersa [41]. O seguinte tem que ser considerado:
quando a sensibilidade é importante, o reagente, a concentragoes
suficientemente elevadas, tem que ser introduzido primeiro de modo a penetrar
a zona da amostra, que assim ira observar menor dispersdo. Se é necessario
tamponar a amostra pela solugdo de lavagem, a ordem tem que ser revertida.
A técnica de sanduiche, colocagao da amostra entre duas zonas de reagentes,
€ uma opgao a ser considerada quando as consideracdes de solubilidade
impedem o aumento da concentragéo do reagente [41].

Embora seja a primeira inversdo de fluxo, e a sua duragdo, a mais
efectiva em fornecer penetracao da zona mutua, existem analises em que é
necessario mais do que uma inversdo de fluxo, devido por exemplo, as
diferentes viscosidades das zonas adjacentes e por isso, mistura insuficiente
[45].

Varios tipos de reactores foram descritos na literatura para sistemas FIA.
Varias geometrias foram propostas, quando o reactor consiste num
comprimento de tubo. Foram avaliadas trés geometrias, de modo a estabelecer
uma relagao entre a geometria do reactor e a penetracao da zona. Os estudos
mostraram que a geometria do reactor nao tem um efeito significante na
sensibilidade ou precisao. Sao, contudo, preferidos tubos estreitos em sistemas
SIA, devido a melhor dispersao axial obtida [41].

Deve ser notado que apenas os parametros fisicos dos parametros acima
mencionados foram salientados. A influéncia da reacgao quimica na dispersao,
nao foi sequer mencionada. O valor 6ptimo para cada parametro dependera
extensivamente das condigoes especificas de cada reac¢do e nao apenas da
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sensibilidade maxima, mas assim como da reprodutibilidade das medicdes.
Uma série de parametros que resultem numa elevada sensibilidade podem ser
rejeitados, se o desvio padréo relativo for muito alto. E, contudo, surpreendente
que se obtenha uma tao boa precisao em sistemas SIA, uma vez que a
reaccao acontece numa interface com gradientes de concentracdo muito
diferentes [41].

Os sistemas SIA também podem ser classificados pelo nimero de zonas.
Podem ser de uma unica zona, se apenas a amostra € injectada, ou por
exemplo de mais de trés zonas, quando € injectado uma amostra e mais de
dois reagentes. O presente trabalho, apresenta um sistema de mais de trés

zonas: amostra, reagente cromogénico, tampao e agente mascarante.
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4.2.1. Equipamento e Montagem

O equipamento do sistema SIA é constituido por uma bomba de fluxo de
pistao sinusoidal (CAT, modelo HPLH20S), que propulsiona as correntes de
reagentes e amostra, ou padroes, para uma valvula de seleccao de 10 portas
(Valco Instruments, cheminert™ (C25-3180D) accionada electricamente. Para a
determinacao do aluminio (lll), a valvula foi preenchida com uma linha para o
detector, trés para os reagentes (eriocromo cianina R, acido ascorbico e
tampao), uma para a amostra, trés para os padroes (50, 150 e 250 ppb), uma
para a lavagem (agua desionisada) e ainda outro para um reactor auxiliar.

A absorvéncia é medida por uma detector fotométrico, que incorpora um
LED verde de modo a medir a um comprimento de onda de 535 nm, com um
percurso optico de 3 cm. A aquisicao de dados e controlo da aparelhagem foi
adquirida usando uma placa de interface (modelo 6023) e terminadora (modelo
TBX-68) da National Instruments. O sinal analdgico é entao transmitido para
um computador onde é lido através de um programa construido em LabVIEW.

A tubagem é feita de tubo PTFE 0.75 ID. O holding coil tem um volume de
601 pl e o reactor tem um volume de 570 pl. O sistema SIA 6ptimo é mostrado

na Figura 4.8:

RC1

Desgasificador

Detector

r HC R1 P3 535nm
c WA sV 1
R.aux P2 esgoto
bomba

lavagem
amostra

Figura 4.8 — Sistema SIA para a determinagao do aluminio (lll): C, corrente
transportadora (agua); HC, holding coil, R1, reagente cromogénico; R2, 4cido
ascorbico; R3, tampao; R. aux., reactor auxiliar; P1-P3: padrées; SV, valvula de
selecgao; RC1, reactor.
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4.2.2. Optimizacao da Montagem

A optimizacao da montagem SIA revelou-se uma tarefa bastante ardua,
nao tendo chegado a resultados 6ptimos. Isto porque um sistema SIA funciona
bem até um maximo de trés zonas [41], e o sistema para a determinacédo do
aluminio necessita de mais de trés: reagente cromogénico, acido ascérbico,
tampao e a amostra ou padrdo. O que acontece, entdo, é que o grau de
mistura é deficiente. Outro aspecto negativo para a optimizacéo do sistema é a
cinética da reacgao, que é lenta, e necessita dum tempo de residéncia
especifico: ndao demasiado pequeno, para o desenvolvimento da cor, mas
também n&o demasiado elevado, de modo a que o efeito diluicao/difusdo nao
se sobreponha a cinética da reaccao.

Foram feitas diversas tentativas de modo a optimizar o sistema, sem que,
no entanto, se tenha chegado a bons resultados. Foi aplicada a técnica da
sanduiche, ou seja, a colocagao da amostra entre duas zonas de reagente. O
que se observava nesta situagao era normalmente a existéncia de dois picos.
Foram feitas diversas inversoes de fluxo: como ja foi dito, é a primeira a mais
importante para a interpenetragao das zonas. No entanto, efectuar mais do que
uma inversao conduzia a falta de reprodutibilidade do grau de mistura. Foram
experimentados varios comprimentos de tubagem e, consequentemente, foi
variado o numero de reactores: tubagens pequenas nao sao suficientes para o
desenvolvimento de cor, mas tubagens longas levam a maiores tempos de
residéncia e por isso uma maior dispersdo, havendo por isso uma menor
reprodutibilidade. Concluiu-se que o sistema respondia melhor apenas com um
reactor (601 ul), uma vez que evitava a diluicao excessiva da zona do produto
formado. Foram experimentadas varias ordens de injeccao de amostra e
reagente: uma vez que a amostra tem que ser tamponada, os melhores
resultados foram obtidos injectando primeiro o tampao, seguido do acido

ascorbico, reagente corado e amostra.
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4.2.3. Resultados

Relativamente a técnica SIA, nao se obtiveram resultados reprodutiveis. A
maior limitagao do SIA é a dificuldade da interpenetragao de diferentes zonas
quando sao usados varios reagentes [41,47,48]. Neste caso, o sistema
apresenta quatro zonas (amostra ou padrao, reagente corado, mascarante e
tampao) produzindo resultados de fraca qualidade. O facto de ndo ser possivel
misturar reprodutivelmente os varios reagentes envolvidos, leva a que nao seja
possivel atingir a linearidade concentragdo vs. sinal numa gama de
concentracao pretendida. Adicionalmente, a robustez do método para
eliminacao de interferentes (Fe) fica muito comprometida.

Para promover a sobreposicdo das zonas, pode-se efectuar varias
inversGes do fluxo, mas este procedimento aumenta a dispersdo da amostra,
diminuindo a zona de linearidade [48]. Usar uma camara de mistura é outro dos
métodos, mas este tem algumas propriedades indesejadas tais como os
volumes mortos e 0 aumento da dispersao [41].

Aliando estas desvantagens ao facto da cinética da reacgéao lenta, pode-
se perceber que a técnica SIA nao é a adequada na determinacgao do aluminio

(1) em agua.
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5. Estudo Econémico Comparativo

5.1.  Custo de reagentes/L

O custo dos reagentes é indiferente a técnica usada, e inclui a mao-de-
obra, outras solugcdes usadas, e IVA a taxa correspondentes. O preco da
solugdo cromogeénica é a de trabalho (ver alinea e do capitulo 3), e o preco
total dos padrdes corresponde a soma dos padrdes de aluminio usados. Estes
encontram-se na tabela seguinte:

Tabela 5.1 — Custos dos reagentes

Descrigao Custo (€/L)
Eriocrome Cianina R 14.18
Acido Ascérbico 12.85
Tampao 16.68
Agua Destilada 3.5
Padroes 19.62

5.2.  Volumes gastos por método de andlise e método de calibracao

5.2.1. FIA

O tempo de andlise da técnica FIA é de cerca de 50 segundos.
Dados os caudais (ver Figura 4.2), pode-se calcular os volumes gastos
por cada método de andlise e por cada método de calibragdo. A injecgao
de Eriocrome Cianina R é de 2 segundos.

Tabela 5.2 — Volumes referentes aos métodos de andlise e calibracéo (FIA)

Volume método (mL)
Descricao Analise Calibracao
Eriocrome Cianina R 0,05 0,16
Acido Ascorbico 0,38 1,13
Tampao 1,34 4,03
Paddfo | @ e 4,40

Determinagao Automatica de Aluminio em Aguas de Consumo Humano 36



Estudo Econémico Comparativo

5.2.2. SIA

Os volumes usados na técnica SIA sao o resultado da sequéncia
usada. E de notar que nao se chegou a optimizar o sistema, sendo estes
volumes indicativos, mas contudo bastante aproximados a um sistema

real.

Tabela 5.3 — Volumes referentes aos métodos de analise e calibracao (SIA)

Volume método (mL)
Descricao Analise Calibracao
Eriocrome Cianina R 0.03 0.09
Acido Ascérbico 0.02 0.06
Tampao 0.15 0.45
| Agua destilada 3.00 9.00
Padrao — 0.75

5.3. Custo das analises e calibragdes

Todas as andlises e calibragdes, em ambas as técnicas, sao feitas em
duplicado. Por isso, os custos das analises e calibragcdes correspondem a duas

vezes 0s volumes dos métodos correspondentes.

5.3.1. FIA
Tabela 5.4 — Custos referentes a uma andlise e calibracao (FIA)
Custos (€)
Descricao Analise Calibracao
Eriocrome Cianina R 0,0015 0,0044
Acido Ascérbico 0,0096 0,0289
Tampao 0,0448 0,1343
Padrdo = | @ eeemeeme 0,2590
Total 0,0559 0,4266
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5.3.2. SIA

Tabela 5.4 — Custos referentes a uma analise e calibragdo (SIA)

Custos (€)
Descrigao Analise Calibragao
Eriocrome Cianina R 0.0009 0.0026
Acido Ascérbico 0.0005 0.0015
Tampao 0.0050 0.0150
| Agua destilada 0.0210 0.0630
Padrao — 0.0294
Total 0.0274 0.1115
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6. Conclusodes

Este estudo confirma que, para a determinagao do aluminio (lll), o
sistema FIA apresenta mais vantagens. No FIA nao existe problema na
reprodutibilidade e qualidade da mistura, uma vez que esta é efectuada por
meio de confluéncias, e quando chega ao detector, esta perfeitamente
misturada.

Outra vantagem do sistema FIA é a frequéncia amostral. Um sistema SIA
necessita, s6 para lavagem da tubagem, cerca de 30 segundos, e a sua
frequéncia amostral é cerca de metade de um sistema FIA convencional [45].

O SIA, por outro lado, tem varias vantagens. A maior das quais é o baixo
consumo de reagentes, e o consequente custo reduzido de andlises e
calibragbes. Apresenta um equipamento mais simples e a aparelhagem nao
necessita de ser mudada se os parametros de fluxo e volumes de injeccéo
forem modificados. E também uma ferramenta muito versatil, na medida em
que pode ser adaptado a técnicas multireagente e sistemas de multideteccéo,
sem a necessidade de reconfigurar o sistema. Por outro lado, necessita de

controlo computorizado e, portanto desenvolvimento de software.
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