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Resumo

No ambito desta dissertagao foi desenvolvido um sistema de analise por injec¢ao
sequencial (SIA) para a deteccao espectrofotométrica de vanadio (V) em amostras de
agua. A reacgdo baseia-se na condensacdo oxidativa entre a dopamina e¢ a 4-
aminoantipirina pelo vanadio (V) em meio acido, com consequente formacao do
produto de cor violeta, detectado a 565 nm.

Foi efectuada a optimizagao do sistema tendo em conta varios parametros fisico-
quimicos, tais como composicao da solugdo transportadora, concentracdo e volumes de
reagentes ¢ amostra, ordem de aspiracao de reagentes e amostra, dimensao do reactor,
caudal de propulsao e comprimento de onda.

O sistema seguiu a lei de Beer para concentragdes de vanadio (V) entre 0,50 e
5,0 mg L. Foram avaliadas as caracteristicas analiticas do sistema tendo-se obtido
como limites de deteccio e quantificacdo 0,39 e 1,31 mg L™, respectivamente. A
metodologia permitiu efectuar 10 determinagdes por hora.

Uma vez que a metodologia desenvolvida seria posteriormente aplicada a analise
de vanadio (V) em amostras de agua, foi efectuado um estudo de interferéncia de
diversas espécies usualmente presentes neste tipo de amostras. Depois de optimizada, a
metodologia foi aplicada a amostras de agua para consumo humano tendo sido
avaliados os efeitos de matriz através de ensaios de recuperacao.

As vantagens e as limitagoes da metodologia desenvolvida foram comentadas,

nomeadamente no que concerne a sua aplicagdo a amostras de aguas residuais.



Abstract

The present work describes the development of a sequential injection analysis
(SIA) methodology for the spectrophotometric determination of vanadium (V) in water
samples. The determination was based on dopamine oxidation by vanadium (V) in
acidic medium followed by coupling of the formed intermediary with 4-
aminoantipyrine to yield a violet product, detected at 565 nm.

The system optimization was accomplished regarding several physical chemical
parameters, such as composition of carrier solution, concentrations and volumes of
reagents and sample, order of aspiration of reagents and sample, length of the reaction
coil, propulsion flow rate and wavelength.

Beer law was obeyed for vanadium (V) in concentration range 0.50 and 5.0 mg
L. The detection and quantification limits of vanadium (V) determination were found
to be 0.39 and 1.31 mg L™, respectively. The sampling rate was of 10 determinations
per hour.

Considering that the developed methodology was to be applied to the
determination of vanadium (V) in water samples, a study of interference of several
species usually present in these samples was performed.

Following system optimization, the methodology was applied to drinking water
samples and the matrix effects were assessed through recovery tests.

The advantages and disadvantages of the proposed methodology were discussed,

mainly concerning the application to waste water samples.



Résumé

Le travail présenté décrit le développement d'une méthodologie d'analyse par
injection séquentielle (SIA) pour Ila détermination spectrophotométrique de
vanadium(V) dans des échantillons d'eau. Cette détermination est basée sur 1'oxydation
en milieu acide de la dopamine par le vanadium(V) suivie de la formation en présence
de 4-aminoantipyrine d'un produit violet détecté a S65nm.

L'optimisation du systeme a ¢té effectuée en considérant de nombreux
parametres physico-chimiques comme la composition de la phase ¢luante, les
concentrations et les volumes de réactifs et d'échantillons, l'ordre d'incorporation des
¢échantillons et de 1'échantillon, la longueur des tubulures, les débits et la longueur
d'onde de détection.

La loi de Beer est vérifiée pour des concentrations en vanadium (V) comprises
entre 0,5 et 5,0 mg L. La limite de détection et le seuil de quantification du
vanadium(V) ont ét¢ déterminés comme étant respectivement égaux a 0,39 et 1,31 mg
L. Le nombre de mesures d'échantillons est d'environ une dizaine par heure.

La méthode développée s'intéressant spécifiquement a la détermination du
vanadium (V) dans des échantillons d'eau, une ¢tude des potentielles interactions dues la
présence de diverses especes présentes dans ce type d'échantillons a été réalisée.

Les avantages et les inconvénients de la méthode proposée pour l'analyse

d'échantillons d'eaux de rejet sont discutés dans ce travail.



Resumen

En el presente trabajo se describe el desarrollo de una metodologia de analisis
por inyeccion secuencial (SIA) para la determinacion espectrofotométrica de vanadio
(V) en muestras de agua. La determinacion se basa en la oxidacion de dopamina por el
vanadio (V) en medio 4cido seguida de acoplamiento del intermediario formado con 4-
aminoantipirina para generar un producto violeta, que se detecta a 565 nm.

Se realiz6 una optimizacion del sistema teniendo en cuenta varios parametros
fisico quimicos, como la composicion de la disolucion portadora, la concentracion y
volimenes de reactivos y muestra, orden de aspiracion de los mismos, longitud de la
bobina de reaccion, velocidad del flujo de propulsion y longitud de onda.

La ley de Beer se cumpli6é para un intervalo de concentraciones de vanadio (V)
entre 0,50 y 5,0 mg L. Los limites de deteccién y de cuantificacién para la
determinacién de vanadio (V) encontrados son 0,39 y 1,31 mg L™, respectivamente. La
frecuencia de muestreo es de 10 determinaciones por hora.

Teniendo en cuenta que la metodologia desarrollada seria aplicada para la
determinacion de vanadio (V) en muestras de agua, se realizé un estudio de la posible
interferencia de varias especies que suelen estar presentes en este tipo de muestras.

Después de optimizado el sistema, la metodologia se aplicd a muestras de agua
potable y los efectos de matriz se evaluaron mediante ensayos de recuperacion.

Finalmente, se realizé un analisis de las ventajas y desventajas de la metodologia
propuesta, principalmente en lo que respecta a su aplicacion en muestras de aguas

residuales.
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Organizacao geral da dissertagéo

A presente dissertacdo apresenta-se dividida em varios capitulos, incluindo os

temas que se referem seguidamente, em detalhe.

No Capitulo 1, Introducdo, apresenta-se uma abordagem geral ao elemento
vanadio e seus compostos no ambiente. Salientam-se as fontes emissoras, transporte no
ambiente, aplicagdes, propriedades fisico-quimicas, toxicidade, fungdes bioldgicas e
legislacao.

Faz-se uma introdugdo aos métodos de fluxo e descreve-se, em pormenor, a
técnica de andlise automatica em fluxo empregue neste trabalho, a andlise por injec¢ao
sequencial SIA (do inglés “Sequential injection analysis). Sdo ainda referidas as
diversas metodologias que tém sido utilizadas na quantificagdo de vanadio (V) em
amostras de agua, nas quais se incluem as metodologias implementadas por métodos
discretos e as metodologias automaticas em fluxo. Na parte final do capitulo, faz-se o

enquadramento do trabalho desenvolvido e estabelecem-se os objectivos a alcangar.

No Capitulo 2, Parte experimental, faz-se referéncia aos aspectos praticos deste
trabalho. E feita a descricio dos reagentes, material, equipamento, preparagdo das
solucdes, componentes do sistema SIA e o modo como ¢ efectuado o controlo
informatico do sistema. Sao referidos ainda os processos de optimizacao e avaliagao das
caracteristicas de funcionamento da metodologia SIA, assim como o procedimento

experimental utilizado.
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No Capitulo 3, Resultados e discusséo, descreve-se a reac¢do na qual se baseia a
quantificagdo de vanadio (V) em aguas e faz-se a apresentagdo e discussdo dos
resultados obtidos nas etapas de desenvolvimento, optimizagdo e validacdo da
metodologia automatica SIA implementada. E apresentado o estudo de possiveis
espécies interferentes na determinacdao de vanddio (V) em amostras de &gua.
Apresentam-se os resultados dos ensaios de recuperagdo obtidos na aplicacdo da
metodologia a amostras de dgua para consumo humano. S3o ainda expostos os
resultados obtidos na aplicagdo da metodologia a uma amostra de referéncia de agua
residual sendo discutida a estratégia utilizada para eliminar a presenca do interferente

Fe(III).

No Capitulo 4, Conclusbes, mencionam-se os aspectos mais relevantes do
trabalho, no que diz respeito a aplicacdo da técnica SIA para a determinacdo de vanadio
(V) em aguas. Por fim, refere-se uma proposta futura para a eliminacio do interferente

Fe(III) em amostras de agua.
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Capitulo 1 - Introducgéo

Capitulo 1

Introducéao

1.1 Vanadio no ambiente

1.1.1 Fontes emissoras, transporte e aplicacbes

A contamina¢do do meio ambiente por metais pesados tem vindo a suscitar
preocupacgdo nas populagdes no que concerne aos efeitos que podem provocar na saude
humana e no sistema ecoldgico, sendo por isso considerado um tema de actual
relevancia.

O vanadio ¢ um elemento metalico que se encontra amplamente distribuido pela
crosta Terrestre em baixas concentragdes [1,2]. Este, em quantidades vestigiais (ng mL"
", representa um elemento essencial para o normal crescimento das células, mas pode

ser toxico para o homem e para os animais quando presente em concentragdes
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superiores [2-5]. Pode-se assim depreender a importancia dos estudos de monitorizagdo
de vanadio que tem vindo a ser efectuados em amostras ambientais [2,6].

No ambiente, o vanadio ndo se encontra na sua forma elementar, mas sim
combinado com outros elementos, tais como oxigénio, sodio, enxofre ou cloreto. Os
seus compostos existem em mais de cinquenta ligas metédlicas € em associacdo com
combustiveis fosseis, tais como petroleo bruto, 6leos, carvdo [7]. Este encontra-se
também em diversos minerais, tal como vanadite, Pbs(VO,4);Cl, cartonite,
K2(UO,)2(VO4),2.3H,0 e patronite (VSy4). Outros minerais de vanadio, embora de menor
importancia, sdo a bravoite, sulvanite, roscoelite, davidite e uvanite [1,8].

O vanadio envolve-se em varios processos geoquimicos que ocorrem na crosta
terrestre. O ciclo biogeoquimico global do vanadio caracteriza-se pela libertacdo deste
para a atmosfera, dgua e solo, proveniente de fontes naturais e antropogénicas. O
transporte das particulas contendo vanadio para areas distantes ¢ efectuado através da
agua ou do ar, pela deposicdo seca e humida e pelos processos de adsorcdo e
complexagdo. Como todos os elementos vestigiais que se acumulam no solo, o vanadio
migra no proprio solo e no sistema: rocha - agua - solo - vegetagdo - animais - homem.
O transporte ¢ distribuicdo do vanadio na agua e nos solos sdo directamente
influenciados pelo pH, potencial de oxidacao-reducdo e presenga de matéria particulada
[1].

As principais fontes emissoras de vanadio para o ambiente tém origem
maioritariamente nos processos de combustio de 6leo, seguida da combustio de carvao.
Efectivamente, das 64 000 toneladas/ano de vanadio que sdo emitidas para a atmosfera a
partir de fontes naturais e antropogénicas, 90% provém da combustdo de dleos [7]. A
queima destes combustiveis liberta vanadio para a atmosfera, o qual se deposita

posteriormente nos solos e pode ser lixiviado para as dguas superficiais ¢ subterraneas
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[9]. Por outro lado, a libertagdo natural de vanadio para o solo e para a agua advém
principalmente da erosao dos solos, do desgaste das rochas e fogos florestais [10]. Este
processo envolve geralmente a conversdao de vanadio no estado de oxidacao (III), menos
soluvel, para o vanadio no estado de oxidagdo (V), mais soluvel. Estas fontes naturais
contribuem com mais de 8,4 toneladas/ano para a emissao de vanadio para a atmosfera
[7].

A concentragdo de vanadio nas aguas depende largamente da localizacdo
geografica. A localizagdo de sistemas de dgua em areas proximas de locais industriais,
ou em locais onde as fontes naturais de vanadio sdo elevadas, contribuem para a
presenga de vanadio nessas mesmas aguas em maior ou menor quantidade. A
concentracio de vanadio varia desde 0,2 ug L™ a mais de 100 pg L™ em 4guas naturais
e de 0,2 a 29 ug L' na 4gua do mar. Nos solos, a concentracio de vanadio varia entre
3,0a310 pg g [8]. Os dados existentes sobre a presenca de vanadio em 4guas residuais
ou aguas superficiais sdo escassos ¢ antigos. Dados mais recentes revelam que a
concentracio de vanadio em areas onde haja industria deve rondar os 60 ug L™ [7].

Os compostos de vanddio sdo amplamente empregues numa vasta gama de
processos industriais, sendo o metavanadato de amoénio (NH4VO3) e o pentdxido de
vanadio (V,0s) os mais comuns, servindo de matéria-prima para a obten¢ao da maioria
dos outros compostos. Sdo utilizados como catalisadores na industria quimica, em
particular no fabrico de acido sulftrico (caso do V,0s), na producdo de ligas de agos
especiais com aluminio, cobre, ferro e outros metais resistentes a temperatura e corrosao
[2], na ligagdo de titAnio com ago, na industria do vidro (o didxido de vanadio, VO,, por
exemplo, actua como revestimento especial para vidros, com efeito bloqueador de
radiagdo infravermelha e ndo da luz visivel) [11], no fabrico de pigmentos e tintas, em

alguns tipos de baterias e células de combustiveis, em equipamentos electronicos, em
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reacgoes de oxidagdo de fase liquida e como vanadatos de s6dio ou amoénio em material
de limpeza para condutas de gas [2,11].

O vanadio também pode ser empregue, em menores quantidades, no fabrico de
plésticos, borracha, ceramica e outros quimicos. Todas estas fontes antropogénicas
contribuem para libertacdo de vanadio para a atmosfera. Outras fontes antropogénicas

incluem as lamas provenientes dos esgotos municipais e certos fertilizantes [1].

1.1.2 Propriedades fisico-quimicas do vanadio

O vanadio ¢ um metal de transi¢cdo pertencente ao grupo V da tabela periddica.
No estado puro, ¢ um elemento metalico, brilhante, prateado, ductil e maleavel,
existindo usualmente na forma de cristais. Este elemento possui boa resisténcia a bases,
acido cloridrico e 4cido sulfurico. Para valores de temperaturas superiores a 660°C este
sofre oxidagdo. Algumas das propriedades fisico-quimicas gerais do vanadio sdo
apresentadas na Tab. 1 [1,7,12].

O vanadio possui dois isotopos naturais, >’V e °'V. No entanto, o isotopo *°V é
considerado ligeiramente radioactivo, com um tempo de meia vida de 6x10™" anos.
Artificialmente tém sido sintetizados varios isdtopos radioactivos, contudo muito
instaveis, como € o caso dos isotopos 46'49V, 5234y [12,13].

O vanadio possui varios estados de oxidacao, desde o estado -1 (d°) ao estado +5
e pode existir em varias formas oxianidnicas ou oxicatidnicas [1,2,13-16]. Contudo,
os estados de oxidagcdo mais comuns sdo os estados +3, +4 e +5, os quais podem ser
estaveis em solugdo aquosa e sdo as Unicas formas com algum significado bioldgico nos
organismos vivos [2,11]. O vanadio no estado de oxidagao (III) e no estado de oxidagao
(IV) actua como catido, mas no estado de oxidagdo (V), a forma mais usual no meio

aquatico, o vanadio reage quer como catido quer como anido. O vanadio assume assim
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uma posicao excepcional entre os biometais devido ao facto que quer a forma cationica
quer a forma anionica podem participar em processos bioldgicos. Na forma anionica, de
vanadatos, H,VOy, HVO42', actua como um analogo do fosfato [2,15,17], mas na sua
forma catidnica, sobretudo como VO**, comporta-se como um tipico metal de transicéo,
competindo com outros na coordenacao a ligandos biogénicos € outros compostos.
Alguns autores consideram a quimica do vanadio mais complexa que os demais metais,
dado os maultiplos estados de oxidagdo que este apresenta e a facil hidrolise e

polimerizacao a que esta sujeito [2,7].

Tabela 1 - Algumas propriedades fisico-quimicas do elemento vanadio[1,7,12].

Grandeza Valor Unidade
Massa especifica do so6lido 6110 kg/m’
Ponto de fusdo 1890+ 10 °C
Calor de fusdo 22,8 kJ/mol
Ponto de ebuligdo 3407 (3380, a 1 atm=1.013x10° Pa) °C
Calor de vaporizagéo 453 kJ/mol
Electronegatividade 1,63 Pauling
Estados de oxidacao +5,+4,+3, +2,+1, 0, -1 -
Resistividade eléctrica 20 10°Qm
Condutividade térmica 31 W/(m°C)
Calor especifico 489 J/(kg°C)
Coecficiente de expansdo térmica 0,84 107 (1/°C)
Coeficiente de Poisson 0,37 -
Estrutura cristalina Cubica de corpo centrado -
d 5,96 gem”
MA 50,94 g mol !
Configuragdo electronica [Ar] 4s? 3d° -
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Nas aguas naturais arejadas e nas aguas industriais o vanadio estd presente nos
estados de oxidacao (IV) e (V) [3,8,17,19]. A coexisténcia destas duas espécies ¢
dependente do pH, potencial de oxidagdo-reducao, forga idonica do meio e da presenga
de matéria organica (acidos humicos) [3,20-22]. Na presenca de oxigénio ou de agentes
oxidantes (por exemplo, diamida), o vanadio encontra-se sempre no estado (V),
independentemente da natureza do composto original. Na presenca de agentes redutores
(por exemplo, acido ascérbico), os compostos de vanadio encontram-se no estado de
oxidagao (IV) [15,23].

Viérios autores afirmam que em solucdo, o vanadio (V) ¢é a espécie mais estavel.
No entanto, o vanadio (IV) ¢ facilmente oxidado a vanadio (V) em solugdes cujo valor
de pH seja elevado. O vanadio (V) pode existir como varios oxoides, referidos como
vanadatos (por exemplo, VO43', H,VOy, HVO42') ou como catido VO, . A natureza
exacta da espécie de vanadato presente na solugdo depende fortemente do pH desta e da
concentragdo (Fig. 1) [3].

O vanadato, a espécie pentavalente em solugdo, pode polimerizar
(principalmente a formas diméricas e triméricas), especialmente em concentragdes de
sais mais elevadas [7].

O vanéadio (V) existe como catido VO, em meio 4cido e como catido VO,> em
meio alcalino [2,5]. O vanadio (IV), na forma de catiio vanadilo, VO*', pode estar
presente em meio redutor. E estavel em solugdo acida cujo valor de pH é inferior a 2,
mas ¢ oxidado ao estado (V) pelo oxigénio atmosférico para valores mais elevados de
pH [2].

Ambos os estados de oxidagdo (IV) e (V) do vanadio possuem tendéncia para
formar quelatos estaveis com uma variedade de ligandos organicos e inorganicos (tais

como cetonas, aldeidos, catecois, compostos amino ¢ fenois). A formagao de quelatos ¢
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outro factor que pode alterar o estado de oxidacao do vanadio de (V) para (IV) [13].
Esta alteracdo do estado de oxidacdo do vanadio na amostra explica-se pela
transferéncia de carga entre o vanadio e a espécie quelante, dado que ¢ necessario que
um dos componentes tenha caracteristicas de doador de electrdes e o outro funcione

como receptor de electrdes.

~Log (V/mol dm™)

Figura 1 - Ocorréncia de varias espécies de vanadato e polivanadato em fungdo do

valor de pH e da concentracao total de vanadio [3].

1.1.3 Toxicidade e funcéo biolégica do vanadio e seus compostos

O vanadio ¢ considerado um elemento relativamente toxico para o Ser Humano
e animais [24,25]. A nivel vestigial, o vanadio ¢ um elemento essencial para o
crescimento das células mas pode ser toxico quando presente em concentracdes mais
elevadas. A toxicidade do vanadio depende do seu estado fisico-quimico,

particularmente do estado oxidacdo e da solubilidade. A toxicidade de um composto
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aumenta com o aumento do estado de oxidagdo. E amplamente reconhecido que o
vanadio (V) na forma de vanadato ¢ mais toxico do que o vanadio (IV) presente na
forma de ides vanadilo [1,3,5,18,26].

Com base na toxicidade aguda, o composto de vanadio NH4VO; no estado de
oxidagdo (V) tem sido descrito como sendo duas vezes mais toxico que o composto
VCl; no estado de oxidagao (II) e, mais de seis vezes mais téxico que o composto VI,
no estado de oxidacdao (II). Por sua vez, o composto de vanadio V,0s no estado de
oxidagdo (V) tem sido citado como sendo mais de cinco vezes mais toxico que o
composto de vanadio V,03 no estado de oxidacdo (III) [27]. Desta forma, o vanadio e
os seus compostos devem ser encarados como toxicos, devendo por isso ser tratados e
manipulados com bastante cuidado [1].

Os compostos de vanadio sdo geralmente conhecidos por terem actividade
insulina mimética, quer em sistemas in vitro ou in vivo, podendo tornar-se util no futuro
tratamento da diabetes [28-34]. Contudo, as questdes relacionadas com os possiveis
efeitos carcinogénicos e de toxicidade destes compostos [24,35-37], em particular apos
a administracdo prolongada para o tratamento das diabetes, sio uma preocupagdo
relevante.

A absor¢ao de vanadio pelo organismo depende da composicdo quimica do
composto de vanadio, assim como também das espécies expostas ¢ dos modos de
exposicdo. A exposi¢do de humanos e animais a vanadio e compostos de vanadio por
inalacdo resulta especialmente em efeitos adversos para o sistema respiratorio
[27,38,39]. No entanto, ndo existem dados suficientes que déem origem a uma dose de
referéncia crénica ou subcrdnica para a inalagdo. Outros efeitos foram observados apos
a exposicao oral ou inalagdo de vanadio, em parametros sanguineos [40,41], figado [42]

e no desenvolvimento neuroldgico em ratos [43] e outros organismos.
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Nos humanos, os sais de vanadio sdo fracamente absorvidos no trato
gastrointestinal. A exposicdo aguda e cronica pode dar origem a conjuntivites, rinites,
irritagcdo reversivel do tracto respiratorio, bronquite, € asma. A exposi¢ao industrial ¢ em
grande parte aguda, sendo raramente cronica [1,12,27].

A excrecdo do vanadio pelo organismo humano depende da forma como
decorreu a exposi¢do e da forma quimica em que este se encontra presente. Contudo, as
principais fontes de excre¢ao sdo a urina e as fezes.

Estudos efectuados em animais demonstram que doses orais elevadas de vanadio
provocam opressao dos vasos, congestdo e degeneracdo do figado, hemorragias nos
pulmdes, insuficiéncia respiratoria, convulsdes, diarreia com perda de sangue e morte
[27,44]. A intoxicagdo por inala¢do provoca sangramento do nariz e bronquite aguda
[27]. O acido ascorbico revelou-se um antidoto efectivo contra doses letais de vanadio
em ratos, ratazanas e caes, devido a sua capacidade em reduzir o vanadio ao estado de
oxidacdo (IV) [1]. Para os animais, a principal via de excrecdo de vanadio ¢ a urina
[1,7].

A dose letal de vanadio LCsy (concentracdo letal para 50% dos organismos
expostos) ¢ largamente dependente da espécie, idade, dieta e modo de exposi¢dao. O
valor de LCs, encontrado para ratos expostos a vanadio por via oral varia entre 10-160
mg/Kg de peso para pentdoxido de vanadio e outros compostos de vanadio no estado de
oxidacdo (V) enquanto que para compostos de vanadio no estado de oxidacao (IV) varia
entre 448-467 mg/Kg de peso. Os valores agudos de LCs, para os organismos aquaticos
variam de 0,20 a 120 mg L', com a maioria a estar compreendida entre 1,0 ¢ 2,0 mg L™
[7].

Estudos nutricionais revelaram que o vanadio ¢ um elemento essencial para os

pintainhos e ratos. A sua deficiéncia pode resultar numa reduc¢do do crescimento, danos
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na reprodugdo e distirbios no metabolismo de lipidos. O vanadio também ¢ essencial
para os microorganismos existentes no solo poderem fixar o nitrogénio [45].

O vanadio ndo tem fungdes bioldgicas definidas nos animais, mas encontra-se no
pigmento respiratorio que constitui o sangue (azul) de um tipo de vermes marinhos
(gén. Ascidia). O vanadio pode também substituir o fésforo na molécula da apatite
(P20Os) que ¢ um importante constituinte dos dentes.

As formas de vanadio (IV) e vanadio (V) sdo as mais estudadas pelo facto de
ambas serem capazes de reagir com material genético, podendo interagir com os grupos
fosfatos e os grupos de agucar dos nucleotidos para formar complexos que inibem ou
estimulam a actividade das muitas enzimas de DNA e RNA [2]. Estas duas espécies
apresentam diferentes propriedades nutricionais e de toxicidade, justificando-se assim
os estudos de especiacdo que tem sido efectuados nos tltimos anos [3,46].

O papel desempenhado pelo vanddio no sistema fisiologico envolve a
normaliza¢do dos niveis de agUcar, participacdo em varios sistemas de enzimas como
inibidores ¢ como catalisador da oxidacdo de varias aminas [3,47]. O vanadio, de entre
os metais de transicdo, ¢ o que mais poder catalisador possui na oxidagdo de
catecolaminas (exemplo, a adrenalina) e também na oxidacdo de aminas derivadas da
descarboxilagdo de aminoacidos [3,47].

Estudos in vitro revelaram que os estados de oxidagdo (IV) ¢ (V) do vanadio sao
equitativamente activos. E esta actividade catalitica que pode ser responsavel pela
intensa contrac¢do vascular que ocorre nos pulmodes, rins e intestinos quando sdo
administradas grandes quantidades de vanadio [3]. Foi demonstrado que
aproximadamente 0,5 mg/L de vanadio inibem a sintese de colesterol e aumentam a
oxidagdo de acidos gordos. O vanddio também altera o metabolismo do sulfato pela

reducdo da quantidade de SH no figado [17,47].

-10 -
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De acordo com os dados existentes na literatura, a bioacumulacdo ou
bioconcentracao de vanadio ¢ considerada baixa ou limitada para os mamiferos, aves e
peixes. Contudo, parece ser muito maior para os moluscos, crusticeos € animais mais
baixos e moderada para plantas e algas, nao existindo indicagdo da biomagnificagdao do
vanadio na cadeia alimentar [7,13].

Um estudo efectuado por Ress et al. [48] revelou que a inala¢do de pentdxido de
vanadio por parte de ratazanas masculinas e de ratos masculinos e femininos, ¢
carcinogénica, apesar de estes resultados terem sido recentemente refutados [49].
Contudo, a informacao disponivel na literatura ndo ¢ suficientemente esclarecedora no
que diz respeito a possibilidade de o vanadio ou os compostos de vanadio serem
considerados toxinas reprodutivas ou teratogénicos. De acordo com a EPA [50] (do
inglés “Environmental Protection Agency” - USA) e o IARC [51] (do inglés
“International Agency for Research on Cancer”), o vanadio ¢ os compostos de vanadio
ainda ndo foram classificados como elementos carcinogénicos. Em humanos, nao
existem estudos disponiveis sobre os possiveis efeitos carcinogénicos do vanadio.
Estudos efectuados em animais expostos a vanadio através da ingestdo de agua, ndo

revelaram a longo termo um aumento dos tumores.

1.1.4 Legislacdo em vigor envolvendo o vanadio em aguas

Apesar da relativa toxicidade apresentada pelo vanadio, verificou-se que muito
pouco esta legislado, no nosso Pais e a nivel comunitirio, no que diz respeito aos
valores que este elemento pode apresentar em diversas matrizes de dguas (naturais e
residuais).

O Decreto-Lei n.° 236/98, de 1 de Agosto [52] estabelece normas, critérios e

objectivos de qualidade com a finalidade de proteger o meio aquatico e melhorar a

-11 -
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qualidade das dguas em funcao dos seus principais usos. O anexo XVIII do referido
decreto estipula valores limite de emissao (VLE), para varios parametros, entre os quais
se incluem os metais, na descarga de aguas residuais na agua e no solo. No entanto,
constatou-se que nao existe um valor legislado para o elemento vanadio, apesar deste
ser considerado um elemento toxico. Apenas o anexo XVI do referido Decreto de Lei,
referente a qualidade das aguas destinadas a rega, estipula os valores maximo
recomendado (VMR) e maximo admissivel (VMA) para o vanadio de 0,10 mg L™ e 1,0
mg L™, respectivamente, dada a toxicidade que o vanadio apresenta para varias culturas,
mesmo em concentracdes relativamente baixas.

Relativamente as aguas para consumo humano, as normas Portuguesas nao

estipulam valores de referéncia no que concerne a presenca do elemento vanadio neste

tipo de matriz [53].

1.2 Andlise por injeccédo sequencial (SIA)

A crescente exigéncia requerida no controlo de varios parametros a nivel
industrial, alimentar, farmacutico e ambiental conduziu ao desenvolvimento e
aperfeicoamento de técnicas analiticas com a finalidade de se obterem melhores
resultados na analise de matrizes complexas e diversificadas. Deste modo, as técnicas de
analise automaticas por fluxo deram o seu contributo para a automatiza¢do de
metodologias analiticas mais expeditas, com elevada eficiéncia analitica, que permitem
minimizar a intervencdo humana na manipulacdo de amostras com consequente
diminui¢do de erros provenientes de varias fontes.

Os sistemas de andlise por fluxo tém sofrido uma grande evolugdo e
diversificacdo desde o aparecimento do conceito de sistemas em fluxo continuo

segmentado, SFA (do inglés ““Segmented flow analysis™) [54] até ao desenvolvimento

-12 -
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dos sistemas em fluxo continuos nao segmentados na década de 70. Nos sistemas SFA
ocorre segmentacao da zona de amostra (solugdo resultante da mistura entre amostra e
regentes) com bolhas de ar, ao contrario do que sucede nos sistemas em fluxo continuos
nao segmentados que sdo caracterizados por um escoamento continuo das solugdes no
tempo e no espaco.

Foi apenas em 1975 que surgiu o conceito de analise por injec¢do em fluxo, FIA
(do inglés “Flow injection analysis™) [55]. Um sistema FIA basico ¢ constituido por um
dispositivo propulsor, um sistema de injecgdo e um detector (Fig 2).

A técnica FIA baseia-se na injec¢do de um pequeno volume preciso da solucao
de amostra num fluido transportador ndo segmentado e em movimento continuo. Esta
solugdo ¢ transportada durante um determinado percurso até alcangar o detector, onde se
forma o sinal analitico. A medida que a amostra injectada se move no sistema, gera-se
um gradiente de concentragdes devido a uma série de transformagdes fisico quimicas
que podem ocorrer, tais como dispersdo fisica, reac¢do quimica, dilui¢do, extracgao,
tamponagao, etc. Este gradiente é monitorizado através de um detector, formando-se um
sinal analitico transiente com a forma de uma curva gaussiana. Deste modo, a
metodologia FIA baseia-se no controlo da dispersdo do segmento de amostra no fluxo

transportador.

Py
O
4
m

Re

Figura 2 - Esquema basico de uma montagem FIA. T - Solugdo transportadora; R -
Reagente; B - Dispositivo propulsor; A - Amostra; V - Sistema de injec¢ao; C - Ponto

de confluéncia, Re - Reactor; D - Detector; E - Esgoto.

-13-
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Ao contrario do que sucede nos métodos de andlise descontinuos, as
determinagdes nos sistemas FIA sdao efectuadas em condigdes de ndo equilibrio fisico
ou quimico e permitem ainda um processamento de dados mais versatil (facultando a
analise da altura, area e largura de pico ou distancia entre picos). A estas vantagens,
pode-se ainda acrescentar o consumo de pequenos volumes de amostra, montagens de
sistemas mais simples, de baixo custo e versateis, sendo a interven¢ao do operador
menos relevante, o que possibilitou o aumento do ritmo de amostragem, diminui¢do do
consumo de amostra ¢ diminui¢do de possiveis contaminagdes [56,57], permitindo que
estas montagens sejam adaptadas a determinacdes especificas. Estes factores
contribuiram para a larga aplicacdo da técnica FIA na automatizagdo de métodos
analiticos em diversas areas. Convém realcar que o uso de computador ndo era
obrigatorio para informatizar o sistema, facto que a distingue das restantes técnicas de
fluxo continuo ndo segmentado que surgiram posteriormente. Porém, a técnica FIA
apresenta como principal desvantagem a necessidade de reconfigurar fisicamente as

montagens de forma a adapté-las a diferentes determinagdes.

A analise por injec¢do sequencial, SIA (do inglés *“Sequential injection
analysis™), foi introduzida em 1990 por Ruzicka e Marshall [58] como uma evolugdo do
processo de analise por fluxo. Esta técnica surgiu na tentativa de simplificar as
montagens, tornando-se uma opg¢ao versatil e robusta a automatizacio de procedimentos
analiticos complexos. A técnica SIA baseia-se nos mesmos principios que a técnica FIA
no que diz respeito a introducao de volumes precisos de amostra e reagentes, dispersao

controlada e reprodutibilidade dos resultados.

-14 -
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A metodologia SIA consiste, na sua forma mais simples, na aspiragao sequencial
de volumes precisos de amostra e reagentes para um tubo de armazenamento (Fig. 3a).
A aspiracao das solugdes ¢ efectuada a partir de uma valvula selectora e por seleccdo da
porta correspondente. Por inversdo do sentido do fluxo, e por comutagao da valvula
selectora, ocorre a sobreposigdo reprodutivel das zonas de amostra e reagente (Fig. 3b),
formando-se uma zona composta derivada da penetragdo mutua das zonas, para a qual

contribuem o processo de transporte conveccional e de difusdo molecular [59,60].

a) b)
Dispositivo

de PropulsSdo  memm—alvula
R!S R!S

A — —-

Detector

Figura 3 - Representagdo esquematica da aspiracdo sequencial de zonas num sistema
SIA. a) Aspiragdo sequencial de reagente (R) e amostra (S) para o tubo de
armazenamento a partir da valvula. b) Perfil de concentragdes das zonas enviadas para o

detector.

Um sistema SIA basico (Fig. 4) ¢ constituido por um dispositivo propulsor, uma

valvula selectora de fluidos e um detector, ligados entre si por tubagem de didmetro

interno reduzido e controlados por computador [58].
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Figura 4 - Esquema basico de uma montagem SIA. T - Solugdo transportadora, P -
Dispositivo de propulsdo/aspiragdo; TA - Tubo de armazenamento; VS - Valvula
selectora de fluidos; S - Amostra; R1 - Reagente 1; R2 - Reagente 2; R - Reactor. D -

Detector; E - Esgoto.

A parte fulcral do sistema SIA ¢ a valvula selectora de fluidos. A valvula
funciona como apoio dos restantes componentes do sistema (tubos de reac¢do, camaras
de mistura, detectores, reactores, dispositivos adicionais) e das solu¢des envolvidas na
determinagdo de um dado analito. A porta central da valvula selectora permite a
circulagdo de fluidos no sistema uma vez que se encontra ligada ao tubo de
armazenamento ¢ pode ligar-se, a qualquer momento, a todas as portas laterais. O
nimero de portas laterais limita o nimero de operacdes que o sistema pode efectuar
uma vez que define o nimero de solugdes ou componentes (tubos reac¢do, cadmaras de
mistura, detectores) que podem estar conectados a volta da valvula selectora. Ha4 no
entanto a possibilidade de incorporar num mesmo sistema, mais do que um dispositivo
de selecgdo, o que alarga assim a o nimero de operagdes que podem ser efectuadas, de
um modo versatil. Esta caracteristica torna possivel aplicar a mesma montagem a

diferentes determinacdes e analitos, sem necessidade de reconfigurar fisicamente o
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sistema, bastando para tal efeito alterar as instrugdes contidas no software de controlo,
através do teclado do computador [58].

A versatilidade da valvula selectora permite construir montagens SIA para
operar num modo multiparamétrico. Nestes casos, cada porta da valvula desempenha
um fim especifico e a combinagdo de amostra, solugdes padrdo, reagentes e detectores
em redor da valvula é possivel sem recorrer a reconfiguracdo fisica do sistema,
permitindo monitorizar varios parametros em conjunto [61,62].

Esta versatilidade, apresentada pela valvula selectora de fluidos, é considerada a
grande vantagem da técnica SIA em relagdo a técnica FIA.

No que diz respeito ao dispositivo propulsor, este deve permitir a
reprodutibilidade das aspiracdes e propulsdes, na medida em que os volumes utilizados
sdo definidos pelo caudal e tempo de aspiracdo ou propulsdo. Isto significa que todos os
movimentos conferidos por este dispositivo de inicio, paragem e inversdao do sentido do
fluxo tém que ser bastante precisos para garantir a reprodutibilidade supracitada [63]. O
mesmo dispositivo deve ainda ser capaz de originar um fluxo laminar e isento de pulsos
aleatorios, ser resistente a solventes agressivos e reagentes, permitir um rapido ajuste de
caudal e envolver baixos custos de manutencao.

Existem varios tipos de dispositivos propulsores susceptiveis de serem utilizados
em sistemas SIA, sendo os mais usados a bomba de pistdo e a bomba peristaltica. A
bomba de pistdo sinusoidal foi dos primeiros dispositivos propulsores a ser usada,
apresenta uma elevada repetibilidade durante prolongados periodos de tempo [63,64] e
permite utilizar solventes organicos [65]. Contudo, proporciona ritmos de amostragem
relativamente baixos, dada a capacidade da seringa, que necessita de reenchimentos
constantes entre os ciclos analiticos. Em 1993, Ivaska et al. [66] avaliaram o uso de uma

bomba peristaltica num sistema SIA. Esta apresenta como vantagens o facto de permitir
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0 acesso directo ao transportador (ndo se verificando a limitagdo existente em relagdo a
seringa), de fornecer um escoamento micropulsado regular [63] e de permitir que o
fluxo seja bidireccional e interrompido, reduzindo o consumo de amostra e reagentes,
acarretando assim uma diminui¢ao de desperdicios produzidos. Esta adaptacdo permitiu
reduzir o volume gasto de reagentes e transportador em SIA para menos dez vezes que o
necessario em FIA. Isto traduz-se numa vantagem em termos econdmicos e ambientais,
indo também de encontro aos conceitos da Quimica Verde [67]. Apesar destas
vantagens, € embora extremamente versateis, a tubagem deste tipo de dispositivo sofre
um desgaste consideravel quando utilizada por longos periodos de tempo ou quando se
usam solventes organicos, sendo necessario efectuar a sua substituicao regularmente.

As microbombas solendides [68] sdo as mais recentes unidades a serem
empregues como dispositivos propulsores de fluidos. Estas unidades originam um fluxo
pulsado totalmente controlado e s3o consideradas robustas e econdmicas [69-74].
Recentemente, Pinto et al. [75] utilizaram num sistema SIA microbombas solendides
como sistemas propulsores na determinagdo de indometacina em formulagdes
farmacéuticas. As microbombas solenoides, responsaveis por aspiraciao e propulsdo de
solugdes no sistema, actuam por movimento repentino do seu diafragma interno
provocando um movimento cadtico das solugdes em todas as direcgdes o que contribuiu
para uma mistura mais rapida e eficiente de zonas vizinhas, favorecendo o
desenvolvimento da reac¢ao.

No que diz respeito ao tipo de detector utilizado, é possivel encontrar na
literatura diferentes tipos de detectores conectados ao sistema SIA, possibilitando
diferentes determinagdes. Considera-se que um detector é adequado quando este se pode
acoplar em termos fisicos ao sistema de fluxo e, de modo que a deteccdo em condigdes

de fluxo seja efectuada com dispersdo minima da espécie a ser detectada, no momento
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da medida. A posi¢ao do detector no sistema SIA depende do objectivo final a que se
destina. Na primeira montagem SIA apresentada por Ruzicka et al. [58] o detector
posicionava-se entre o dispositivo propulsor e a valvula.

O tubo de armazenamento, que permite a ligagdo da valvula selectora ao
dispositivo propulsor, deve ter o comprimento suficiente para impedir que as amostras
ou reagentes aspirados contaminem a soluc¢do transportadora. Considera-se que o tubo
de armazenamento deve ser capaz de armazenar um volume duas superior ao volume
correspondente as zonas aspiradas de amostra e reagentes [76-78].

O computador controla o sistema, permitindo que o dispositivo propulsor ¢ a
valvula selectora actuem de forma sincronizada. Todas as modificagdes necessarias
relativamente ao volume das solugdes (definido em termos de tempos de residéncia de
amostra e reagente no percurso analitico), sentido de escoamento das solugdes
(aspiragdo e propulsdo) e caudal, sdo assim definidos. Torna-se evidente que um
requisito essencial do sistema SIA ¢é o controlo por computador, o que nao sucedia em
FIA. O uso do computador nos sistemas SIA, com software apropriado, permitiu a facil
adaptacdo desta técnica para efectuar paragem de fluxo [79,80], o que permite ndo s6
retirar consideragdes cinéticas como a velocidade de formacdo do produto de reacgdo
assim com também possibilita a obtengdo de espectros.

O uso do computador transmite também uma grande flexibilidade ao sistema
dado que se podem facilmente programar muitas operagdes que miniaturizem os
sistemas manuais, realizando operagdes em linha de manipulagdo e tratamento da
amostra sem dificuldades acrescidas quando comparado com os métodos convencionais.
Operagdes como diluicdo da amostra, didlise, difusdo gasosa, extrac¢do, reacgdes

enzimaticas e varias outras operagoes, tém sido efectuadas em linha com sucesso [81].
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Um ciclo analitico em SIA pode ser constituido por um nimero variado de
etapas, dependendo apenas do tipo de reaccao, operagdes que se pretendem efectuar e
do ntimero de portas disponiveis na valvula selectora de fluidos, como referido
anteriormente. Na Fig. 5 apresenta-se um esquema geral de funcionamento de um
sistema em fluxo baseado na metodologia SIA. Toda a tubagem do sistema comega por
ser preenchida com solugdo transportadora (Fig. 5A). Cada ciclo de medi¢ao comega
por mudar a posi¢do da valvula selectora para a porta de acesso a amostra e aspirar um
volume preciso desta para o tubo de armazenamento pelo movimento inverso da bomba,
sendo a bomba parada durante a rotacao da valvula de modo a evitar excesso de pressao.
Seguidamente, a valvula ¢ mudada para o canal de acesso ao reagente ¢ um volume
preciso de reagente ¢ aspirado para o tubo de armazenamento (sentido inverso). Deste
modo, as zonas aspiradas de amostra e de reagente sdo associadas sequencialmente no
tubo de armazenamento (Fig. 5B).

Seguidamente a valvula é rodada para a porta de acesso ao detector e promove-
se a inversdao do sentido do fluxo a partir da bomba peristaltica para o sentido directo
(sentido do detector) (Fig. 5C), a qual impulsiona a zona reaccional formada na
direc¢do do detector. Ao longo do percurso e a medida que as zonas sdo propulsionadas
para o detector, cria-se um gradiente de concentracdes no qual a amostra e os reagentes
se interdispersam e as suas zonas sobrepdem-se, produzindo-se espécies detectaveis que
originam um sinal analitico transiente, do mesmo modo que se obtém em FIA [59,82].

O produto formado pode ser detectado continuamente, ou caso seja necessario,
pode-se parar o fluxo. Esta paragem de fluxo pode ser promovida no exterior ou interior
do detector, com diversas finalidades: aumentar a sensibilidade da determinagdo pelo
aumento do tempo de reac¢do, medir as constantes cinéticas da reac¢do ou mesmo para

tracar espectros.
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Figura 5 - Representagdo esquematica do funcionamento geral de uma montagem SIA.
P - Dispositivo de propulsdo/aspiragio; HC - Tubo de armazenamento (do inglés
“holding coil”); V - Valvula selectora de fluidos; S - Amostra (do inglés “sample”); R -

Reagente. St - Solugdo padrao; D - Detector; W - Esgoto (do inglés “waste”).
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Apesar das vantagens até agora descritas da metodologia SIA em relacao a
técnica FIA, no que se refere a versatilidade, simplicidade instrumental, aspiracao de
pequenos volumes de amostra e reagentes, pré-programacao de fluxo e baixa frequéncia
de manutengdo [76,83], a técnica de analise em fluxo SIA apresenta duas grandes
desvantagens. Uma das desvantagens apresentada pela metodologia SIA, e talvez a
principal, procede das dificuldades encontradas na mistura “topo a topo”das zonas de
amostra e reagentes aspiradas sequencialmente, a partir da valvula selectora. Este factor
limita o nimero de zonas que podem serem misturadas eficazmente. Segundo Taljaard e
van Staden [84] o nimero maximo de zonas de amostra e reagentes passiveis de
sofrerem uma mistura efectiva ¢ trés. No entanto, Guzman e Compton [85] conseguiram
misturar eficazmente seis zonas reaccionais na reac¢ao que envolveu a determinagdo do
factor XIII. As dificuldades encontradas na mistura podem ser ultrapassadas recorrendo
a estratégias que passam pela utilizacdo de camaras de mistura [84-87] numa das portas
laterais da valvula, ou pelo uso de valvulas solendides para intercalar um reagente no
outro, segundo uma estratégia de amostra binaria [88], ou mesmo pela incorporagdo de
microbombas solen6ides como unidade propulsora de fluidos [75]. As microbombas
solenodides originam um fluxo pulsado reprodutivel e facilmente controlado que
induzem um movimento cadtico das solugdes em todas as direcgdes, o que afecta o grau
de dispersao permitindo incrementar a mistura das zonas[69,74].

A segunda desvantagem relaciona-se com o ritmo de amostragem conseguido na
metodologia SIA. A frequéncia de amostragem em SIA ¢ sempre inferior aquela que se
atinge com o método FIA uma vez que no FIA a amostra e reagentes sao
simultaneamente propulsionados (como se pode observar pela Fig. 2), enquanto na
técnica SIA o ciclo de amostragem engloba o tempo de aspiracdo das zonas de amostra

e reagente de forma sequencial para o tubo de armazenamento (como se pode observar
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pela Fig. 5B) e posterior envio para o detector [89], causando um aumento adicional no
tempo de analise, o que se traduz num ritmo de amostragem inferior.

Apesar da técnica SIA se basear, de um modo geral, nos mesmos principios que
a técnica FIA, ¢ notoria a diferenga de comportamento que as solugdes apresentam no
interior da montagem. Num sistema SIA, os factores responsaveis pela dispersdo e pela
mistura das solu¢des sdo o processo de transporte conveccional que ocorre com o
escoamento de fluidos e o processo de difusdo molecular nas interfaces de contacto das
diferentes solugoes.

Partindo do pressuposto que o escoamento ¢ laminar, ao introduzir no sistema
um segmento de amostra este estard sujeito inicialmente a um perfil parabdlico de
velocidades, sendo favorecidos os gradientes de concentragdo responsaveis pela difusao

molecular, nos sentidos axial e radial, como se pode observar na Fig. 6.

o D

AXIAL RADIAL

3

A

Figura 6 - Representacdo esquematica da difusdo molecular no sentido axial e radial.

A inversdo do sentido do fluxo, caracteristica do sistema SIA, minimiza a
dispersdo axial do segmento, originando a formacao de um perfil de concentragdes
aproximadamente simétrico. Como consequéncia, o sinal analitico formado apos
passagem pelo detector assemelha-se a um pico gaussiano.

Ruzicka e Hansen [90] propuseram a quantificacdo do valor da dispersdo através

de um parametro, o coeficiente de dispersdo (D), definido como a razdo das
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concentragdes da zona a intercalar antes (C°) e depois (C) do processo de dispersao ter

ocorrido, como se observa pela seguinte expressao:

Dado que a dispersao representa o grau de diluicdo da amostra apds a sua
introducao no sistema de fluxo, pode depreender-se que o valor de D estd intimamente
relacionado com a sensibilidade e limite de detec¢do da determinacgao.

Ao contrario do que sucede em FIA, onde a amostra ¢ inserida num fluxo de
transportador formando-se um gradiente de concentragdes de analito, nos sistemas SIA,
e mesmo depois da inversdo de fluxo, apenas ¢ possivel uma sobreposicao parcial das

zonas de amostra e reagente adjacentes, como se observa na Fig. 7.

?disperse‘m
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Figura 7 - Representagdo da sobreposi¢do mutua de zonas. Ls: largura da base do pico
da zona sobreposta; La: largura da base do pico de amostra; Lr: largura da base do pico

de reagente: 1: ponto de isodispersao.

Como ja foi referido anteriormente, o nimero de zonas que podem ser
misturados por inversdo de fluxo num reactor tubular, constitui uma limita¢do deste tipo

de técnica. Logo, o grau de penetracdo ou sobreposicdo das zonas adjacentes ¢ um
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parametro de primordial importancia em SIA. O estudo deste parametro ¢ essencial para
garantir a eficacia e maxima rentabilizacdo de uma montagem SIA. A sobreposi¢cdo de
zonas assim obtida pode ser detectada continuamente ou por paragem de fluxo, como ja
foi referido anteriormente. Um dos requisitos para a metodologia SIA ser bem sucedida
consiste em alcangar a maxima penetracao de zonas provocada pelo aumento deliberado
da dispersao radial obtida pela inversdo do sentido de fluxo [58,91,92].

Surgiu assim a necessidade definir um parametro que descreva o grau de
penetragdo, de modo a estabelecer o intervalo de tempo em que € possivel obter uma
medida significativa baseada em altura ou area de pico [76]. Este parametro depende
dos volumes relativos de amostra e reagentes, tamanho e comprimento dos tubos,
geometria do tubo de reac¢do e do fluxo de caudal debitado pela bomba peristaltica
[77]. O grau de penetragdo ¢ a dispersdo determinam o sinal relativo a ser obtido.

Assim, o grau de penetragao [76] foi definido como:

po_ 2k

L, +L,
correspondendo Lg a largura da linha de base do pico da zona de sobreposicdo e L, e L,
correspondem a largura de linha de base dos picos de amostra e reagente,
respectivamente. O valor de P esta relacionado com a dispersdo sofrida por cada uma
das zonas aspiradas no interior do sistema. O valor de P varia entre 0 e 1. Quando L, +
L, = 2Ls, ocorre sobreposicao total de zonas de amostra e reagente e P tem o valor

unitario. Quando nao ocorre sobreposicao de zonas o valor de P ¢ igual a zero [77].

Como ¢ o6bvio, a dispersdo sofrida pela solugdo aspirada em primeiro lugar ¢é

superior a da segunda, dependendo o grau de sobreposicdo da ordem de aspira¢do das
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solucdes, da relagao de volumes das solucdes, do caudal, do didmetro e comprimento
dos tubos usados e da geometria do reactor.

Outro conceito relevante ¢ o do ponto de isodispersao, ID [83]. Este ¢ um ponto

em que a dispersdo sofrida pelas zonas de amostra e reagente ¢ igual. Ou seja, no

elemento de fluido que corresponde a ID, a razao entre as concentragdes de amostra e

reagentes, antes e depois da sua introdugdo no sistema, ¢ a mesma, uma vez que se
encontram igualmente dispersas [74,81]. No ponto de isodispersdo, observa-se a
concentragdo maxima do produto formado, no caso de ocorrer reacgao.

Giibeli et al. [76] propuseram um novo parametro para medir a dispersdao em

sistemas SIA. O parametro foi designado por Sl/2 e define-se como o volume de solucao

que origina no detector um sinal analitico com uma intensidade correspondente a
metade do valor obtido para a mesma solu¢do na auséncia de qualquer diluigdo. Este
valor € especifico para cada montagem SIA sendo considerado como a melhor forma
para medir a dispersdo no sistema, independentemente da sua geometria e tipo de fluxo.
Convém salientar que estes estudos efectuados por Giibeli et al. basearam-se apenas em
fendmenos de dispersdo, ndo tendo em consideragdo a reac¢do quimica envolvida ou a
sua cinética. Posteriormente, Cladera et al. [93] avaliaram o efeito de parametros fisicos

do sistema (como caudal e dimensdes dos tubos) sobre o valor de Sm, verificando-se

que este aumenta sempre que as alteracdes proporcionem um aumento do tempo de

residéncia das solugdes no sistema. Actualmente, os parametros S1/2’ De ID constituem

uma referéncia na optimizacdo, estudo de sobreposicdo de zonas e dispersao dos

sistemas SIA.
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1.3 Metodologias usadas na determinagdo de vanadio em aguas

Sao varios os métodos analiticos referenciados na literatura para a determinagao
de vanadio (V) em amostras de agua. Estes incluem técnicas analiticas como a
voltametria [94,95], andlise por activagdo de neutrdo [96], espectrofotometria de
absor¢ao atdmica com atomizacdo electrotérmica [6,97,98], espectrofotometria de
emissdo atomica com plasma inductivamente acoplado, ICP [99], espectrometria de
massa com plasma inductivamente acoplado, ICP-MS, [100], cromatografia [101] e
cromatografia liquida hifenada com ICP-MS, LC-ICP-MS [15].

Embora estas técnicas possuam a sensibilidade requerida para a quantificagdo de
vanadio (V) em aguas, apresentam como desvantagem o elevado custo ndo s6 no que se
refere a aquisicdo e manutencdo dos equipamentos, como também a necessidade de se
efectuarem etapas de separagao e/ou pré-concentragdo e eliminacdo de interferentes, as
quais tornam o processo laborioso e moroso. Por exemplo, apesar da técnica de analise
por activagdo de neutrdo ser muito sensivel, o seu uso na determinacdo de vanadio a
nivel vestigial ¢ dificil dado o diminuto tempo de vida que o isétopo >V apresenta (3,75
minutos). A actividade deste isotopo **V também pode ser mascarada pela presenca de
*Na na matriz, necessitando assim de se eliminar este interferente [102]. Por outro lado,
a técnica de espectrofotometria de absor¢do atdmica e a técnica ICP-AES apresentam
como limitacdo a determinagdo de vanadio total na amostra, ndo permitindo diferenciar
os estados de oxidagdo, a ndo ser que se separe primeiramente o estado de oxidagado (IV)
e (V) do vanadio.

Estes factores explicam a grande aplicacdo da espectrofotometria de absorc¢ao
molecular na determina¢do de vanadio (V) em varios tipos de amostras (aguas, solos,
bioldgicas e farmacéuticas) [2,3,103-111]. A sensibilidade e selectividade alcangadas

nestas reacc¢oes, o seu baixo custo relativo e facilidade de implementacdo e operagao,
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constituem uma mais valia desta metodologia analitica, a qual possibilita ainda que se
realizem estudos de especiagdo [112-114], ou seja, permite distinguir entre os diferentes
estados de oxidagdao do vanddio de modo a se determinar melhor a toxicidade que este
pode apresentar.

Os métodos espectrofotométricos usados na determinacao de vanadio baseiam-
se na formagdo de complexos, reacgdes de oxidagdo-reducdo, associagdo idnica,
reac¢des cineticamente catalisadas e extraccdo por solvente. Destes, os métodos
espectrofotométricos baseados em reacc¢des cataliticas [3,115-118] sdo uma alternativa
simples pois permitem um acréscimo de sensibilidade para a determinacdo de vanadio,
sem necessitarem de etapa de pré-concentracdo [119,120]. Um exemplo tipico deste
método ¢ o método de Fishman-Skougstad [121], o qual foi adoptado como método
padrdo para a determinagdo de vanadio em aguas naturais e residuais [122]. Alguns
destes métodos espectrofotométricos permitem ainda a determinagdo simultinea de
vanadio (IV) e (V).

Em 1994, Taylor e van Staden [3] elaboraram um estudo de revisao sobre os
métodos espectrofotométricos existentes para a determinag¢do de vanadio, no periodo
compreendido entre 1972-1992. Recentemente, Pyrzynska [123] redigiu um artigo de
revisdo onde refere os métodos espectrofotométricos existentes para a determinagao de
vanadio, apds a década de noventa. Este estudo menciona as diversas tentativas a que os
métodos espectrofotométricos foram sujeitos de modo a aumentar a sua selectividade e
sensibilidade, dividindo-os em duas categorias: os que formam complexos corados
derivados da reac¢do do analito com um agente quelante organico e aqueles em que o
vanadio no estado de oxidacao (V) possui capacidade de catalisar a oxidacao de varios

corantes organicos, especialmente o bromato e persulfato [124-126].
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Contudo, estas metodologias implementadas de forma descontinua sdao por vezes
complexas dado o cuidado exigido na mistura dos reagentes em intervalos de tempo
regular, de modo a se obter o resultado correcto. Adicionalmente, a maioria dos
métodos espectrofotométricos que existem para a determinacdo de vanadio peca pela
falta da sensibilidade e/ou selectividade necessarias sem recorrer ao uso de pré-
tratamento da amostra. Dada a complexidade das matrizes ambientais, a existéncia de
possiveis interferentes traduz-se numa menor selectividade do método perante o analito
em estudo. Logo, a determinacdo de vanddio usando métodos rapidos, simples,
selectivos e sensiveis € de extrema importancia.

Tais desvantagens podem ser ultrapassadas recorrendo as técnicas de analise
automaticas de analise por fluxo. Um avango importante nos métodos de automatizagao
laboratorial foi alcangado quando se abandonou o conceito tradicional de se efectuar as
medi¢gdes em equilibrio e se introduziram experiéncias baseadas em condi¢des de ndo
equilibrio [55]. Estes métodos sdo marcadamente vantajosos quando comparados com
os procedimentos convencionais, dado que possibilitam uma frequéncia de amostragem
superior, redugdo da intervengdo humana e uma maior precisdo e exactidao do método.
Possuem ainda a vantagem de diminuir o consumo de reagente e produ¢do de residuo,
conceitos que estdo normalmente associados a perspectiva da Quimica Verde [127].

De entre as técnicas de fluxo, a técnica FIA, ja referida no ponto 1.2 deste
Capitulo, tem vindo a ganhar cada vez mais protagonismo no campo de processamento
de analises, devido a simplicidade com a qual se podem manipular automaticamente
processos referentes as amostras, tais como diluicdes e pré concentragdes. Esta técnica
permite o controlo rigoroso da reaccao catalitica e a mistura das solucdes de reagentes e
amostra com maiores ritmos de amostragem. Adicionalmente, a analise é efectuada num

sistema fechado e continuo minimizando a potencial contaminagao [56,128].
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O acoplamento de um sistema FIA a deteccao espectrofotométrica tem-se
mostrado vantajoso em fun¢do da sensibilidade e selectividade atingidas, da facilidade
de acoplar etapas de pré-concentracao e separacdo em condig¢des de repetibilidade [56].
Por exemplo, a reaccao classica para a determinacao de vanadio (V) com 3,3’ DMN
(3,3’-dimetilnaftidina) [129] implementada em modo tradicional necessita de 30
minutos para atingir o equilibro quimico antes que se possa efectuar a detecgdo
espectrofotométrica. Contudo, empregando este mesmo reagente, mas agora fazendo
uso da técnica de analise por injec¢cdo com paragem de fluxo [47] obteve-se uma maior
frequéncia de amostragem (34 h™), menor limite de deteccio (0,19 mg L") e maior
sensibilidade. A paragem de fluxo permite incrementar o tempo de residéncia das zonas
aspiradas e logo o tempo de reac¢do, sem aumentar a dispersdo, o que se traduz em
sinais analiticos mais intensos. Consequentemente, a sensibilidade da reac¢do ¢
aumentada e o limite de detec¢do do método ¢ diminuido [130,131].

Existe um numero significativo de estudos descrito na literatura para a
determinagdo de vanadio (V) em amostras ambientais tendo por base a técnica FIA.
Foram propostas diversas montagens recorrendo a etapas de pré-concentragdo da
amostra em linha [132-1335] com diferentes sistemas de detec¢do acoplados, como
ICP-OES, ETAAS, FAA. Estas metodologias permitiram aumentar a sensibilidade,
diminuir o gasto de reagentes e eliminar interferéncias. Contudo, o sistema de detecgdo
mais empregue para a determinacdo de vanadio em sistemas de fluxo continua a ser a
espectrofotometria de absor¢ao molecular, recorrendo a reacgdes cataliticas e reacgoes
de oxidagdo-reducdo [136-146]. Algumas destas metodologias empregam etapas de pré-
concentragdo/separagdo e dilui¢do. Permitem a eliminagdo de interferentes de um modo
mais rapido e menos dispendioso, conseguindo ainda obter resultados mais exactos e

. .. o . . 1
precisos e limites de deteccao mais baixos, na ordem dos ng mL ™.
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A segunda geracao de andlise por fluxo, SIA, que foi descrita e explicada em
mais detalhe no ponto 1.2 deste Capitulo, apresenta como vantagens, quando
comparada com a técnica FIA, a automatizacao das metodologias possivel através do
uso do computador e o baixo consumo de reagentes e amostra, contribuindo deste modo
para processos mais limpos e amigos dos ambiente.

O artigo de revisao de Cerda et al. [147] reflecte as potencialidades de aplicagdo
da técnica SIA na monitorizagdo de diversos parametros em amostras ambientais
(aguas, solos) usando diferentes tipos de detec¢do. A gama de aplicacdo da técnica foi-
se alargando, tendo sido ja usada com éxito na determinacdo de vanadio (V) em
diversas matrizes e processos, tais como monitorizagdo de bioprocessos [148],
doseamento em petrdleo [149] e amostras farmacéuticas [150,151].

Tendo em mente que o presente trabalho tem por base a utilizagdo da técnica
SIA para a determinagdo de vanadio (V) em amostras de agua, efectuou-se uma
pesquisa cuidada a literatura bibliografica de modo a verificar quais os estudos
existentes nesta area. Adicionalmente, foram também consultadas as bases de dados de
websites relacionados com andlise em fluxo [152-154]. Nestes, ¢ possivel encontrar
varias referéncias a determina¢do de vanadio (V) em amostras de aguas naturais
baseadas na técnica de fluxo FIA, com diversos tipos de deteccdo e tratamento da
amostra, como foi referido anteriormente. Contudo, nenhuma referéncia foi encontrada
relativamente a determinagdo de vanadio (V) em amostras de aguas naturais ou
residuais, tendo por base a metodologia SIA.

O tnico trabalho descrito na literatura que envolve a determinag¢do de vanadio
(V) utilizando a técnica de fluxo SIA diz respeito a amostras de petrdleo provenientes
da Arabia Saudita [149]. Este trabalho envolve o acoplamento da SIA com ICP-MS, de

modo a optimizar a precisdo e exactiddo e aumentar a sensibilidade da analise.
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Verificou-se assim que existe uma lacuna em termos de trabalhos cientificos no
que diz respeito a utilizacdo da metodologia em fluxo SIA para determinar vanadio (V)

em amostras de agua.

1.4 Enquadramento e objectivos do trabalho

Como referido no inicio deste capitulo, o vanddio desempenha um papel
importante nos processos bioquimicos e a sua analise a nivel ambiental, biologica e
industrial ¢ significativamente importante devido a toxicidade que este apresenta,
quando presente em concentragdes mais elevadas. Esta situagao justificou a atengdo que
tem vindo ser dada ao vanadio, o que se traduz nos inumeros estudos existentes na
literatura, em particular no que diz respeito a presenga deste no meio ambiente.

Neste sentido, ¢ dada as suas variadas aplicagdes, muitos foram os métodos
analiticos desenvolvidos para a quantificagdo de vanadio (V) em amostras ambientais.
Contudo, a maioria destes métodos analiticos s3o implementados de forma
convencional e, apesar de fazerem uso de técnicas avancadas, envolvem limitagdes, as
quais dizem respeito ao custo elevado dos equipamentos, ao consumo elevado de
reagentes, baixo ritmo de amostragem (derivado da reaccdo necessitar de atingir o
equilibrio quimico) e ao elevado tempo necessario para manipular a amostra (diluir, pré-
concentrar, separar).

O presente trabalho teve como objectivo o desenvolvimento de um sistema
automatico de analise em fluxo baseado na metodologia SIA, que permitisse a
determinagdo de vanadio (V) em amostras de agua, em particular 4guas para consumo
humano e aguas residuais. Pretende-se assim criar uma alternativa aos métodos
analiticos supracitados, caracterizada pela economia de reagentes, com consequente

reducdo na producdo de efluentes e residuos, o que vai de encontro aos principios da
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Quimica Verde. A automatizagdo de procedimentos através da técnica SIA permite
ainda minimizar a intervencao por parte do operador que se traduz na eliminagdo de
possiveis fontes de erro.

A metodologia analitica desenvolvida para a determinacao de vanadio (V) em
aguas baseou-se na condensagdo oxidativa entre os reagentes dopamina (DPH) e 4-
aminoantipirina (4-AAP), pelo vanadio (V), em meio acido. O sinal analitico
correspondente ao produto formado de cor violeta é detectado espectrofotometricamente
com seleccdo do comprimento de onda a 565 nm, correspondendo ao maximo de

absor¢ao do produto formado.
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Capitulo 2

Parte experimental

2.1 Introducéo

Neste capitulo ¢ descrito o equipamento, material, reagentes e solugdes
empregues ao longo do trabalho. E apresentado o processo de optimizacdo e avaliagdo
das caracteristicas de funcionamento da metodologia SIA, o controlo informatico e o

procedimento experimental utilizado.

2.2 Reagentes e solucgdes
Todas as solugdes foram preparadas com agua desionizada com condutividade
especifica inferior a 0,1 uS cm™. Os reagentes usados possuiam qualidade analitica

adequada, ndo tendo sido submetidos a qualquer processo de purificacao.
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Todos os reagentes soOlidos necessarios a preparagdo das solucdes foram
rigorosamente pesados numa balanga analitica (ALS 220-4 da marca Kern).

O material de vidro utilizado na preparagcdo das solugdes era de classe A ou
equivalente.

As solugdes de 4-aminoantipirina (4-AAP) 0,075 mol L (Sigma) e dopamina
(DPH) 0,15 mol L' (Sigma) eram preparadas por dissolu¢io do respectivo solido em
agua desionizada. De forma a serem protegidas da luz, estas solu¢des eram envoltas em
papel de aluminio logo ap6s a preparagao e no decorrer da experiéncia.

A solugio padrio concentrada de vanadio (V) (100 mg L) era preparada por
dissolucdo do solido de vanadato de aménio (Merck), em 4cido cloridrico 0,01 mol L™
(Merck) e aferida com agua desionizada até perfazer o volume final pretendido.

As solugdes padrao de calibracdo de vanadio (V) eram preparadas diariamente
por diluicdo rigorosa da solugdo padrio concentrada em agua, usando micropipetas
automaticas LabMate, de volume varidvel, com pontas de plastico descartaveis.

A solugdo transportadora de 4cido sulfiirico 0,025 mol L™ era preparada a partir
de 4cido sulfurico comercial (Merck), pipetando um determinado volume deste para um
baldo volumétrico e diluindo em 4gua desionizada, até perfazer o volume pretendido.

A amostra de agua residual de referéncia certificada (SPS-WW?2) foi fornecida

pela LGC Promochem.

2.3 Instrumentacdo e componentes do sistema SIA
O sistema SIA desenvolvido para a determinacdo de vanadio (V) em amostras de
dgua era constituido por uma bomba peristaltica (dispositivo de aspiragao/propulsio),

uma valvula selectora de fluidos, um detector espectrofotométrico e um registador
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ligados entre si por tubos de diametro interno reduzido e controlados por computador

(Fig. 8).
D
T B
b VS E
4_
a

Figura 8 - Esquema da montagem do sistema SIA desenvolvido para a determinacgdo de
vanadio (V) em amostras de 4gua. T - Solucdo transportadora; B - Bomba peristaltica (a
- sentido de aspiragdo, b - sentido de propulsdo); TA - Tubo de armazenamento (do
inglés ““holding coil”); VS - Valvula selectora; R1 - Solugao de DPH; R2 - Solugédo de

4-AAP; S - Amostra/solucao padrao; R - Reactor; D - Detector; E - Esgoto.

A unidade de aspiracdo/propulsdao empregue neste trabalho era uma bomba
peristaltica modelo Gilson Minipuls 3 (Fig. 9), que incorporava um tubo de impulsao de

PVC, com didmetro interno de 1,02 mm.
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Figura 9 - Bomba peristaltica Gilson Minipuls 3 utilizada na metodologia SIA.

A escolha do diametro interno do tubo de impulsdo era efectuada em fun¢do dos
volumes de solu¢do a aspirar e do caudal de propulsao pretendido. A substitui¢dao deste
tubo era efectuada assim que se detectava perda de elasticidade ou alguma anomalia no
funcionamento do sistema, tais como alteragdes do caudal ou irreprodutibilidade dos
sinais analiticos. Os tubos de impulsdo foram calibrados através do calculo da variagao
de volume aspirado ou propulsionado, por pesagem. Para tal, tarou-se um gobelé com
agua e procedeu-se posteriormente a aspiragdes ou propulsdes a partir da valvula
selectora, num determinado intervalo de tempo, a diferentes velocidades de rotacdo da
valvula peristéaltica. Entre cada etapa de aspiragdo ou propulsdo, o gobelé era novamente
pesado. Deste modo, obteve-se uma relagdo entre tempo e caudal, permitindo definir o
volume a aspirar ou propulsionar, em termos de tempo. O sentido do fluxo (aspira¢do
ou propulsdo) e a velocidade de rotacdo da bomba peristaltica eram controlados por

computador.

Ligada a bomba peristéltica, encontrava-se uma valvula selectora de fluidos de

oito portas e rotacao unidireccional, da marca VICI Valco Instruments Co Inc, modelo

C25-3180EMH (Fig. 10).
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Figura 10 - Valvula selectora de fluidos de oito portas utilizada no sistema SIA.

Esta valvula constituia a parte principal do sistema dado que a ela se
encontravam ligados os restantes componentes, tal como reactor, detector, tubo de
armazenamento, solucdes. A valvula era constituida por uma porta central e por oito
portas laterais. A porta central encontrava-se ligada ao tubo de armazenamento e pode a
cada momento estar conectada com uma das oito portas laterais (Fig. 11), o que permite
a distribuicdo de todas as solugdes ao longo do sistema. As portas laterais desta valvula
permitem a entrada e saida de todas as solugdes no sistema e o seu numero limita as

operacdes que o sistema pode realizar.

Posicéo 1 Posicdo 2 Posicdo 3

Figura 11 - Representagdo esquematica de trés posi¢des consecutivas da valvula

selectora de fluidos.
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O sistema de deteccao usado neste trabalho foi um espectrofotometro da marca
Jenway, modelo 6300, equipado com uma célula de fluxo de 18 pL de volume interno e
percurso oOptico de 1 cm, da marca Hellma. O detector encontrava-se ligado por
tubagem a porta lateral numero oito da valvula selectora de fluidos. A detec¢do do
produto formado na reac¢do para a determinagao de vanadio (V) no sistema automatico
de fluxo era efectuada a 565 nm.

Os sinais analiticos foram registados, em papel, num registador da marca Kipp
& Zonen modelo BD111, que se encontrava ligado ao sistema de detec¢dao. Contudo, a
aquisi¢ao do sinal analitico poderia ser efectuada por computador se este estivesse
equipado com uma interface conveniente.

A bomba peristaltica, a valvula selectora de fluidos e o detector encontravam-se
ligados por tubo de teflon com didmetro interno de 0,8 mm e configurag@o linear. O
reactor usado na ligacdo da valvula selectora ao detector possuia configuragdo em forma
de oito, por enrolamento nessa forma, ao longo de uma malha de plastico de 1,75m.
Esta configuragdo permitiu diminuir o transporte axial e aumentar o transporte radial
das solugdes ao longo do percurso, até alcancarem o detector.

O tubo de armazenamento, que fazia a ligagdo entre a bomba peristaltica e a
valvula selectora, possuia um comprimento de 4 m e configuragdo linear e permitia
evitar a contaminagdo da solugdo transportadora por parte das solugdes aspiradas pela
valvula selectora de fluidos.

As medigdes de pH das solugdes eram efectuadas num milivoltimetro de alta
impedancia de entrada da marca Criso, modelo GLP22, equipado com um eléctrodo de
vidro combinado Ag/AgCl, da mesma marca e com a referéncia 52-02.

Os espectros de absor¢do molecular dos compostos foram registados num

espectrofotometro Perkin Elmer, modelo Lambda 45 UV/Vis.
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2.4 Controlo informatico do sistema

A bomba peristaltica e a valvula selectora de fluidos encontravam-se interligadas
através de um computador e o seu controlo era efectuado através de um programa
escrito em Microsoft QuickBasic 4.5. As instrugdes do programa, visualizadas no ecra
do computador (Fig. 12), referiam-se a escolha da posi¢do da valvula selectora a aceder,
ao tempo de permanéncia nessa posicdo (calculado a partir do volume de
reagente/amostra aspirado ou propulsionado) e a velocidade e sentido de rotagdo da
bomba peristaltica. Este programa permitia ainda definir a sequéncia de etapas
necessarias em cada ciclo, assim como o numero de repeticoes do mesmo,
possibilitando deste modo a sincronizagdo entre a bomba peristaltica e a valvula

selectora de fluidos.

Programa de Controlo do Sistema SIA

Posicéo (1 a 10) Tempo (s)  Caudal (0-45) Sentido (a ou b)

Tempo Posic¢éo
Alterar dados? (s/n)

NuUmero de repeticGes do ciclo: Ciclo

Alterar quadro ou fazer um novo (a/n)?

Figura 12 - Visualizagdo no ecrd do programa usado para a determinagdo de vanadio

(V) em amostras de agua. Sentido (a ou b) - sentido de aspiracao / propulsao.
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2.5 Optimizacdo e avaliagcdo das caracteristicas de funcionamento do

sistema SIA desenvolvido

O estudo de optimizacdo da metodologia SIA implementada foi efectuado tendo
por base o método univariante. Este consiste em fazer variar, num determinado
intervalo, o parametro a optimizar mantendo todos os outros pardmetros fixos. As
escolhas foram efectuadas visando obter um aumento de sensibilidade e diminuicao do
limite de detecgdo LD (do inglés ““Limit of detection”). Nos estudos de optimizagao
realizados, a avaliacdo da variacdo do parametro foi efectuada através da construcao de
curvas de calibracao. No decorrer deste trabalho, de modo a validar o método analitico
foram tidos em conta parametros como intervalo de linearidade da gama de trabalho,
sensibilidade, LD, limite de quantificagdo LQ (do inglés “Limit of quantification™),
precisdo, exactidao e ritmo de amostragem.

O intervalo de concentragdes em que se verificava uma relacdo linear entre a
concentragdo de vanadio (V) a determinar e a medida espectrofotométrica, era definido
através da representacdo grafica da curva de calibragcdo segundo o método dos minimos
quadrados, com solugdes padrao de concentragdo crescente de vanadio (V). A avaliagdo
da linearidade foi efectuada através do coeficiente de correlagdao da curva de calibracao
(R) e da visualizagdo grafica da curva. O valor da concentracio de vanadio (V) a
determinar na solucdo foi obtido a partir da avaliacio da intensidade dos sinais
analiticos registados em unidades de absorvancia (UA). A amostra era analisada quatro
vezes, consecutivamente, sendo o resultado final da intensidade do sinal analitico dado
pela média destas leituras. O valor final da concentracdo de vanadio (V) nas amostras
era calculado por interpolagdo da intensidade do sinal obtido na curva de calibragdo

previamente tracada.
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A sensibilidade do método tem um valor constante e ¢ igual ao declive da curva
de calibragdo, se e s6 se a curva de calibracao for definida por um modelo linear. Caso
contrario, o valor da sensibilidade ¢ dado pela tangente a curva em cada ponto [1,2].

O LD aparece descrito na literatura de diversos modos embora seja definido na
generalidade como o valor minimo de concentragdo do analito que pode ser distinguido
do branco com uma certeza estatistica razoavel [3]. Na pratica traduz-se como sendo
igual a média dos sinais analiticos do branco mais trés vezes o desvio padrao deste [4].
Desta forma, foram efectuadas dez determinacgdes consecutivas de branco e os seus
sinais analiticos foram usados para o calculo do LD.

O LQ corresponde a menor concentragdo medida a partir da qual é possivel
quantificar o analito, com uma determinada exactidao e precisdo. O valor do LQ foi
calculado como sendo igual a média dos sinais analiticos do branco mais dez vezes o
desvio padrao deste [4].

A precisdo do método, que pretende avaliar a dispersao de resultados, foi
avaliada em termos de percentagem do desvio padrao relativo RSD (do inglés “Relative
standard deviation”). Para este efeito, amostras com diferentes concentragdes de
vanadio (V) eram injectadas quinze vezes consecutivas, no sistema SIA. Estas solugdes
de vanadio (V) com concentragdes distribuidas ao longo do intervalo de concentragdo
linear de trabalho, eram analisadas de modo obter-se uma estimativa credivel da
repetibilidade da metodologia.

O ritmo de amostragem, expresso em numero de determinagdes por hora, foi
calculado pelo somatério do tempo necessario para a realizagdo de cada operagdo do
ciclo analitico com o tempo necessario a mudanga da posicao da valvula selectora entre

cada etapa.
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A exactidao da metodologia em fluxo proposta foi avaliada recorrendo a analise
de uma amostra de referéncia certificada de agua residual e a ensaios de recuperagao.
Os ensaios de recuperacao, que permitem avaliar os efeitos de matriz, consistiram em
adicionar a amostras de dgua para consumo humano pequenas quantidades de solugao
padrao concentrada de vanadio (V) em varios niveis de concentracdo, desde valores
préoximos do limite de quantificacdo a valores situados na parte superior da curva de
calibragdo. A percentagem de recuperagdo foi calculada com base na seguinte

expressao:

% ReC =(%J % 100
F

em que Car é a concentragdo de vanadio (V) encontrada na amostra adicionada de
padrdo, Cp € a concentracdo de vanadio (V) encontrada para a amostra e Cy € o valor
teorico da concentragdo do padrdo de vanadio (V) adicionado a amostra. Considera-se
que ndo existe efeitos de matriz na metodologia proposta quando este valor varia entre

95% e 105%.

2.6 Procedimento experimental

A metodologia SIA desenvolvida para determinar vanadio (V) em aguas
envolveu a reac¢do do vanddio (V) com os reagentes DPH e 4-AAP, em meio 4cido,
com formag¢ao de um produto corado de cor violeta, detectado a 565 nm.

O procedimento experimental iniciou-se com o enchimento de toda a tubagem
do sistema e da célula de fluxo com solu¢do transportadora de acido sulfurico. Os tubos
das portas um, dois e trés da valvula selectora eram preenchidos com a amostra

(solugdes padrdo de vanadio (V)/amostra de dgua), solug¢do de DPH e solugdo de 4-
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AAP, respectivamente. A porta sete da valvula selectora funcionava como esgoto e as
portas da valvula selectora que ndo eram utilizadas com solugdes, eram preenchidas
com solugdo transportadora de modo a evitar a entrada de bolhas de ar no sistema.

O ciclo analitico desenvolvido para a determinagdo de vanadio (V) em amostras
de agua (Tab. 2) era composto por seis etapas que perfazem na sua globalidade um

tempo de 353 segundos.

Tabela 2 - Ciclo analitico implementado no sistema SIA para a determinagdo de

vanadio (V) em amostras de agua.

Posicéo da
Etapa Vélvula Solucdo Tempo  Sentido Caudal  Volume

Selectora (s) fluxo* (mLmin™)  (uL)

1 1 Amostra 18 A 1,0 300

2 2 DPH 7,5 A 1,0 125

3 3 4-AAP 7,5 A 1,0 125

4 8 Transportador 20 P 1,0 -

5 8 Transportador 180 P 0,0 -

6 8 Transportador 120 P 1,0 -

*Sentido fluxo — A — aspira¢ado; P — propulséo.

As etapas 1, 2 e 3 consistiram em aspirar sequencialmente para o tubo de
armazenamento, 300 pL de amostra (solu¢des padrao de vanadio (V)/amostra de dgua),
125 pL de solugio de DPH 0,15 mol L™ e 125 uL de solugdo de 4-AAP 0,075 mol L™.
Na etapa 4 promove-se a inversdo do sentido do fluxo e as zonas que se encontram no
tubo de armazenamento sdo impulsionadas para o tubo de reac¢do, permanecendo em

contacto durante 180s (etapa 5) de modo a aumentar o tempo de reacc¢do e incrementar a
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sensibilidade. A etapa final (etapa 6) consistiu em enviar para o detector o produto
corado formado, a um caudal de 1,0 mL min'l, registando-se o respectivo sinal analitico.
O valor de absorvancia do sinal analitico era proporcional a concentracao de vanadio

(V) presente na amostra.
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Capitulo 3

Resultados e discussao

3.1 Introducéao

Neste capitulo sdo apresentados os estudos que conduziram a optimizagdo do
sistema SIA desenvolvido para a determinag¢do de vanadio (V), no que se refere aos
parametros fisico-quimicos e a caracterizagio analitica. E ainda descrito o estudo de
interferentes assim como a aplicacdo da metodologia desenvolvida a amostras de agua
para consumo e a sua validagio através de ensaios de recuperagio. E também
apresentada a aplicagdo da metodologia a uma amostra de referéncia de dgua residual,

sendo expostos estudos para eliminagao do interferente Fe(III).

3.2 Implementacéo da reacc¢do de vanadio (V) com DPH e 4-AAP
No presente trabalho, a quantificacdo de vanadio (V) em amostras de agua

baseou-se na reacgdo apresentada por Kumar et al. [1], tendo-se substituido o reagente
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MBTH (do inglés “3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone hydrochloride™) pelo
reagente 4-AAP. Esta reac¢ao baseia-se na oxidacdo da DPH pelo vanadio (V), em meio
acido, com formagao de um ceto intermediario. Este ceto intermediario reage com a 4-

AAP, com consequente formacdo do produto final de cor violeta, detectado a 565 nm

(Fig. 13).
\/@fOH \/EIO
5+ H
*
HaN OH Vi—— un o
DPH ceto intermediario
MH5
QL2 QW
= N N
- Ny NHz o —N
e’ ME'N
H,N 0 Me -
o
ceto intermediario 4-AAP produto corado

Figura 13 - Esquema da reacgdo envolvida na determina¢ao de vanadio (V) em

amostras de 4gua no sistema SIA [1].

3.3 Optimizacao dos parametros fisico-quimicos do sistema SIA

Com a finalidade de optimizar a metodologia automatica implementada, foi
estudada a influéncia dos parametros fisico-quimicos no sinal analitico (absorvancia).
As condigdes experimentais foram definidas por optimiza¢ao de volume, concentracdo e
ordem de aspiracdo de reagentes e amostra, caudal de propulsdo, dimensdo do reactor,

composi¢do da solugdo transportadora e comprimento onda e paragem de fluxo.
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3.3.1 Composicéo da solugédo transportadora

O pH do meio reaccional ¢ de extrema importincia para a determinacdo de
vanadio (V) uma vez que determina a espécie que existe em solucdo [2] e influencia
directamente a sensibilidade da reaccao.

Como solucdo transportadora foram testadas solugdes de acido sulfurico,
cloridrico e nitrico, com concentra¢des compreendidas entre 0,050 e 0,35 mol L'l, e
duas solucdes tampao de acetato de sddio pH 3,0 e 3,8.

A solugdo de acido sulfurico de concentracdo 0,050 mol L™ originou sinais
analiticos divididos em varios picos enquanto que com a solu¢do de concentragdo 0,35
mol L™ os sinais obtidos eram regulares. Contudo, a sensibilidade atingida com a
solugio de concentragio 0,35 mol L™ era inferior aquela que se obteve para a solugio de
concentragio 0,15 mol L. Das vérias solucdes testadas, a solucdo de concentragio 0,25
mol L™ foi a que evidenciou melhor compromisso entre sensibilidade (0,0811 UA mg
L") e linearidade.

Relativamente as solu¢des de acido nitrico e cloridrico, as solucdes de
concentracao 0,050 mol L™ foram as que conduziram a melhor sensibilidade (0,0543
UA mg L") e linearidade em toda a gama de trabalho. Contudo, quando comparadas
com a solucdo de 4cido sulfirico de concentragdo 0,25 mol L™, verificou-se que esta
ultima permitiu aumentar a sensibilidade da reac¢do em relagdo ao uso de 4cido nitrico e
cloridrico em 42%.

Os testes envolvendo as solugdes tampao de acetato de sodio com pH 3,0 e 3,8
como transportador revelaram que a amplitude dos sinais analiticos, incluindo o sinal do
branco, sdo superiores quando comparadas com o uso de qualquer um dos acidos
anteriormente referidos. No entanto, observou-se uma diminui¢do no valor da

sensibilidade na ordem dos 56% e perda de linearidade no intervalo estudado (0,50-5,0
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mg L™). Deste modo, seleccionou-se como solugdo transportadora, a solucdo de 4cido

sulfarico de concentracdo 0,25 mol L.

3.3.2 Comprimento de onda

Com o objectivo de definir o comprimento de onda no qual o produto corado
formado apresentasse um mdximo de absorcdo realizou-se um ensaio, em modo
discreto, em que se adicionou 1,20 mL de solucdo padrao de vanadio (V) 2,0 mg L'l,
500 pL de solugdo de DPH 0,15 mol L'l, 500 pL de solugdo de 4-AAP 0,075 mol L'e
800 pL de solugdao H,SO4 0,25 mol L. Foi tracado o espectro de absor¢cdo molecular

desta solugao (Fig. 14), cujo maximo de absorvancia corresponde a 565 nm.

1,000 |

0,800 -
ABS. 0,600 -
s

0,400 -

0,200 -

0,000 — Ao 7
300 340 380 420 460 500 540 580 620 660 700

A (nm)

Figura 14 - Espectro de absor¢ao molecular do produto da reac¢ao.

3.3.3 Solucbes de reagentes e amostra

O efeito do volume de amostra nos sinais analiticos foi estudado fazendo variar
o seu valor entre 150 e 350 pL. Para volumes superiores a 300 uL observaram-se

problemas de mistura, com formagdo de picos duplos. Os estudos posteriores foram
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efectuados com 300 pL de amostra uma vez que este volume permitiu obter melhor
resposta em termos de sensibilidade no intervalo de concentragdo pretendido.

O volume da solugdo de 4-AAP foi testado entre 75 e 200 pL tendo-se
verificado um aumento da intensidade do sinal analitico com o aumento de volume. No
entanto, para volumes superiores a 150 pL o sinal revela problemas de mistura. Deste
modo, o volume de 125 uL foi usado nos estudos seguintes uma vez que permitiu obter
melhor sensibilidade.

Seguidamente procedeu-se a optimizacdo do volume da solucdo de DPH tendo-
se testado volumes compreendidos entre 75 e 150 pL. Observou-se um aumento do
sinal com o aumento do volume até¢ 150 uL (Fig. 15). Com o volume de 150 uL
observaram-se problemas de mistura entre as zonas aspiradas, de modo que os estudos

prosseguiram utilizando 125 uLL de DPH.

0,200 -
0,195 - *
0,190 -
0,185 |
0,180 -
’?8; 0175 - .
0,170 -
0,165 -
0,160 - *
0,155 -
0,150 : T T T )
60 80 100 120 140 160

Volume de solug&o DPH (ul)

Figura 15 - Influéncia do volume de solu¢do de DPH no sinal analitico de uma solugio

padrio de vanadio (V) de concentragio 5,0 mg L™
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A concentra¢do da solucdo de 4-AAP foi testada entre 0,050 e 0,15 mol L. O
aumento da viscosidade relacionado com o aumento da concentragdo da 4-AAP
dificultou a mistura das solu¢des em linha, o que se traduziu na formagao de um pico
duplo para valores superiores a 0,075 mol L. A intensidade dos sinais analiticos
obtidos para esta concentra¢ao eram superiores aos demais (Fig. 16), o que conduziu a
uma maior sensibilidade de modo que os restantes estudos foram efectuados com uma

solucdo de 4-AAP 0,075 mol L™

0,300 -
0,250 -|
.
.

Abs. *
s

0,200 -|

.
0,150 : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,040 0,060 0,080 0,100 0,120 0,140 0,160

Concentragao de solugao de 4-AAP (mg L™

Figura 16 - Influéncia da concentragdo da solu¢do de 4-AAP no sinal analitico de uma

solucdo padrio de vanadio (V) de concentragdo 5,0 mg L™

No estudo de optimizagdo da concentragdo da solugdo de DPH foram testadas
concentragdes compreendidas entre 0,050 ¢ 0,20 mol L. O aumento da concentra¢io
da solugdo de DPH no intervalo estudado conduziu a um aumento da intensidade dos
sinais com consequente aumento da sensibilidade (Fig. 17). Contudo, nos estudos
envolvendo o uso de DPH 0,20 mol L™ ocorria a perda de linearidade para padrdes de

T ~ . 1 .
vanadio (V) com concentrac¢des superiores a 3,0 mg L. Por estes motivos, a restante
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optimizacao foi efectuada utilizando uma solu¢ao de DPH de concentracao 0,15 mol L

1

0,300 -

0,250 - .

Ca
0,200 -

0,150 \ \ \ \
0,040 0,090 0,140 0,190 0,240

Concentracao de solucéo de DPH (mg LY

Figura 17 - Influéncia da concentra¢do da solugdo de DPH no sinal analitico de uma

solucdo padrio de vanadio (V) de concentragdo 5,0 mg L™

Foi ainda efectuado um teste envolvendo a mistura das solu¢des de DPH e 4-
AAP de forma a verificar se a sensibilidade da reac¢do poderia ser incrementada. Para
isso, preparou-se uma solu¢do mistura com solu¢des de DPH e 4-AAP, em modo
discreto. Posteriormente, esta solu¢ao mistura foi testada no sistema SIA de acordo com
o procedimento experimental descrito no Capitulo 2. Apesar da sensibilidade (0,2025
(UA mg L)) obtida nesta situagio ser superior aos estudos até aqui referidos, verificou-
se que a mistura das duas solu¢des ndo era estavel ao longo de um dia de trabalho,
tendo-se optado por usar as solugdes de DPH e 4-AAP individualmente.

A sequéncia de aspiracdo das zonas de amostra e¢ reagentes envolvidas na
reac¢do influencia directamente o grau de sobreposicdo das mesmas e, a0 mesmo
tempo, a forma como estas se interdispersam umas nas outras, com repercussao final na
intensidade ¢ forma do sinal analitico obtido [3-7]. Tendo em conta a reac¢do, varias
sequéncias de aspiragdo de amostra, DPH e 4-AAP foram testadas no sistema SIA, com

o intuito de encontrar a sequéncia que favorecia a mistura. A resposta do sistema a estas
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variagdes foi avaliada em termos de sensibilidade (Fig. 18), expressa pelo declive das
curvas de calibragdo. Observou-se que a ordem de aspiragdo correspondente a
Am/DPH/4-AAP/DPH/4-AAP/DPH/4-AAP, que consistiu em subdividir a aspiracao
dos 125 pL dos reagentes DPH e 4-AAP em trés partes iguais, permitiu obter um
declive ligeiramente superior a ordem de aspiragdo Amostra/DPH/4-AAP. No entanto,
para além da diferenca entre as duas em termos de sensibilidade ser insignificante, na
primeira op¢ao hd uma diminui¢do no ritmo de amostragem devido as varias mudancas
de posicdo da valvula selectora. Deste modo, de todas as sequéncias testadas, verificou-
se que a ordem de aspiragdo Optima consistia em aspirar sequencialmente a amostra,
seguida de solucdo de DPH e por fim solugdo de 4-AAP. De facto, esta sequéncia
revelou um contacto mais eficiente ente as zonas de amostra e reagentes, visivel em
termos de regularidade de sinal analitico e permitiu obter uma melhor relagdo entre
sensibilidade e ritmo de amostragem, de modo que foi seleccionada para os estudos

posteriores.

0,1200 -
0,1000 1 *

0,0800 |

Declive *
(UAmg L™ 00600 |

0,0400 -

0,0200 -

0,0000

0 1 2 3 4 5 6
Ordem de Aspiragdo

Figura 18 - Variagdo do declive da curva de calibragdo de vanadio (V) com a ordem de
aspiracdo. 1) 4-AAP/Am/DPH; 2) Am/4-AAP/DPH; 3) Am/DPH/4-AAP; 4)

Am/DPH/4-AAP/DPH/4-AAP; 5) Am/DPH/4-AAP/DPH/4-AAP/DPH/4-AAP.
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3.3.4 Paragem de fluxo

Derivado a natureza interrompida do fluxo nos sistemas SIA, resultante do
movimento bidireccional do fluxo permitido pela bomba peristaltica, os periodos de
paragem de fluxo podem ser facilmente incorporados no procedimento analitico com o
objectivo de incrementar os tempos de reaccdo com consequente aumento da
sensibilidade e minimizagdo do consumo de reagentes [8].

Tendo como base este pressuposto e com o intuito de aumentar a sensibilidade
da reac¢do, foi efectuado um estudo de paragem de fluxo no interior do reactor que
consistiu em aumentar o tempo de paragem de fluxo entre 30 e 240 segundos. O estudo
resultou no aumento da intensidade dos sinais analiticos e consequente aumento de
sensibilidade até 180 segundos. Observou-se que a sensibilidade obtida para 240
segundos de paragem era equivalente a obtida com 180 segundos. Como compromisso
entre a sensibilidade e o ritmo de amostragem, os estudos posteriores foram efectuados

introduzindo no ciclo analitico uma paragem de fluxo de 180 segundos.

3.3.5 Caudal de propulséo

Foram testados caudais de propulsio entre 0,50 ¢ 1,5 mL min" tendo-se
observado que o caudal de 0,50 mL min™ ocasionava um decréscimo na sensibilidade e
perda de linearidade no intervalo de concentragdes de vanadio (V) estudado, quando
comparado com o caudal de 0,75 ¢ 1,0 mL min™. Este facto pode ser justificado pelo
aumento da dispersao das diferentes zonas uma vez que o tempo de residéncia das zonas
no percurso analitico aumenta, sofrendo maior diluicdo e originando sinais analiticos
com amplitudes mais baixas. Por outro lado, o caudal de 0,75 mL min™’ originou uma
sensibilidade semelhante a obtida com o caudal de 1,0 mL min™. Contudo, o caudal de
0,75 mL min" faz aumentar o tempo do ciclo analitico para aproximadamente 10

minutos, conduzindo a um menor ritmo de amostragem. De modo a obter-se um
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compromisso entre a sensibilidade e o ritmo de amostragem, escolheu-se o caudal de
. -1 . . .
1,0 mL min~ como sendo o mais adequado para propulsionar a zona reaccional em

direcc¢ao ao detector.

3.3.6 Dimenséao do reactor

Foi avaliada a influéncia do comprimento do reactor na dispersdo da zona
reaccional tendo-se testado reactores em figuras de oito de 0,50; 1,0; 1,5; 1,75 ¢ 2,0 m.
O aumento do comprimento do reactor contribuiu para o aumento da intensidade dos
sinais analiticos. Contudo, com o reactor de 2,0 m observou-se a formacdo de picos
mais largos com retorno a linha de base demorado, factores estes atribuidos ao aumento
da dispersdo. Escolheu-se entdo o reactor com 1,75 m para estudos futuros dado que
este oferece melhor sensibilidade e linearidade no intervalo de concentracao definido. O
reactor utilizado possuia a forma de figuras de oito promovendo a transferéncia de
massa no sentido radial [6], contribuindo para uma mistura mais eficaz dos reagentes

DPH e 4-AAP com a amostra.

3.4 Parametros de calibragcdo do sistema SIA

Procedeu-se a caracterizagdo da metodologia de fluxo SIA desenvolvida no que
respeita ao intervalo de linearidade, LD, LQ, precisdo e ritmo de amostragem.

Nas condicdes optimizadas, foi possivel estabelecer para a determinacdo de
vanadio (V) o intervalo de concentragdes de 0,50 a 5,0 mg L' em que a lei de Beer é
obedecida. O registo dos sinais analiticos obtidos durante a construcdo da curva de
calibra¢do de vanadio (V) no sistema SIA ¢ apresentado na Fig. 19. A equagdo da curva
de calibragao obtida foi:

Abs. (UA) = 0,0902 (£0,0029) Cyanadgio (v) (mg L) + 0,06 (= 0,0066), R?=0,994,
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em que Abs. se refere ao valor da intensidade do sinal em termos de absorvancia (UA) e

C a concentracdo de vanadio (V) emmg L™
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Figura 19 - Registo dos sinais analiticos obtidos na construgdo da curva de calibragido

com solugdes padrao de vanadio (V) de concentragdes crescentes.

Os valores obtidos para o LD e LQ do método, calculados conforme descrito no

Capitulo 2, foram de 0,39 mg L™ e 1,31 mg L™, respectivamente.

A precisdo da metodologia foi avaliada em termos de RSD de um conjunto de
quinze determinagdes de duas amostras de concentragdes 0,50 mg L™ e 3,0 mg L. Os
valores de RSD obtidos, 1,56 % e 1,44%, respectivamente, expressam a excelente
repetibilidade da metodologia automatica proposta.

Apoés a optimizagdo, o sistema desenvolvido permitia efectuar a avaliacdo da

concentragdo de vanadio (V) a um ritmo de 10 determinagdes por hora.
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3.5 Estudo de interferéncias

Uma vez que a metodologia desenvolvida seria posteriormente aplicada a analise
de vanadio (V) em aguas de consumo e aguas residuais, foi realizado um estudo para
avaliar as potenciais espécies interferentes.

O estudo experimental consistiu em adicionar, individualmente, quantidades de
varios i0es considerados possiveis interferentes a uma solugdo padrao de vanadio (V) de
concentracio 1,0 mg L. As solugdes assim preparadas eram analisadas pela
metodologia desenvolvida e os sinais analiticos obtidos eram comparados com os
obtidos por anélise de uma solu¢do de vanadio (V) de concentragio 1,0 mg L', na
auséncia de interferente. Iniciaram-se os estudos com solugdes de interferentes de
concentracio 100 mg L' ¢ quando se detectava a presenca de uma interferéncia, a
concentragdo dessa espécie era diminuida até auséncia de interferéncia. Foram
consideradas interferentes as espécies que apresentaram um desvio relativo superior a
3,0 % no valor do sinal analitico quando comparado com o sinal analitico da solugdo
padréo de vanadio (V) 1,0 mg L. Foram analisadas vérias espécies consideradas como
principais componentes de uma amostra de agua (Tab. 3).

Os resultados permitiram verificar que o limite de tolerancia das espécies
Fe(Ill), Cr(VI), Cu(Il), Ce(VI) e NO, ¢ de 0,10 mg L' e que as restantes espécies
revelaram-se potenciais interferentes, com limites de tolerancia varidvel. Os anides

sulfato, nitrato e fosfato apresentam um limite de tolerancia de 100 mg L™
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Tabela 3 - Resultados obtidos no estudo de espécies potencialmente interferentes na

determinagdo de vanadio (V) pela metodologia desenvolvida.

Espécie Limite de Desvio
interferente tolerancia relativo
adicionada (mg L) (%)

Fe'" 0,10 +0,0
Cu™ 0,10 +2,0
Cr® 0,10 +1,1
Sn** 0,50 +2,0
Pb™ 100 - 1,8
Zn”" 50 =23
Na" 100 -2,8
Mg 20 -1,3
Mo®* 100 +0,85
we* 1,0 +0,25
Ce® 0,10 +1,8
SO,”~ 100 +0,80
NO™ 100 +1,5
NO, 0,10 +0,63
PO, 100 -1,3

3.6 Aplicacdo da metodologia SIA a amostras de agua
3.6.1 Aguas para consumo humano

Com o objectivo de avaliar o desempenho da metodologia desenvolvida esta foi
aplicada a dez amostras de 4gua para consumo humano. Os resultados obtidos indicam
que nestas amostras a concentracdo de vanadio se encontra abaixo do limite de detec¢ao

da metodologia proposta.
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Deste modo, a validagdo da metodologia foi efectuada através de ensaios de
recuperagdo nas referidas amostras. Para o efeito, foram adicionadas quantidades
variaveis de solu¢dao padrao de vanadio (V) as amostras e as solugdes resultantes foram
analisadas pela metodologia optimizada, segundo o procedimento exposto no Capitulo
2, tendo-se obtido os valores das recuperacdes por interpolacdo na curva de calibragao

de vanadio (V) (Tab. 4).

Tabela 4 - Resultados obtidos nos ensaios de recuperagdes em aguas para consumo

humano.

Concentracao de
Amostras de

; vanadio (V) B
agua de o Recuperacgéo
adicionado

consumo . (%)
(mgL™)
1 0,20 104,3
2 0,50 101,1
3 0,75 100,8
4 1,00 104,1
5 1,50 100,0
6 2,00 104,2
7 2,60 98,1
8 3,00 100,6
9 4,50 107,6
10 3,50 101,9

As percentagens encontradas nos ensaios de recuperagdo encontram-se

compreendidas entre 98,1% e 107,6%, indicando a auséncia de efeitos de matriz.
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3.6.2 Aguas residuais

Com o objectivo de alargar a area de aplicagdo da metodologia desenvolvida, foi
testada uma amostra de referéncia de 4gua residual. A amostra foi analisada
directamente no sistema SIA de acordo com o procedimento descrito no Capitulo 2.

Por interpolacdo na curva de calibracdo obteve-se um valor de concentracao de
1,21+0,09 mg L de vanadio (V) na amostra de referéncia. Este valor apresenta um
desvio de 142% em relagdo ao que consta na ficha de analise da amostra (0,500 mg L™),
evidenciando a existéncia de espécies interferentes na amostra.

A consulta da ficha de andlise da amostra de referéncia aponta a presenga de
varias espécies interferentes, evidenciando no entanto que o Fe(IIl) se encontra presente
em maior quantidade, com 5,0 mg L. Este facto, aliado ao resultado obtido no estudo
de interferentes, indica que o desvio obtido na anélise da amostra se deve possivelmente
a presenca do catido Fe(Ill). A grande aplicacdo de vanaddio no fabrico de ligas
metalicas permite ainda justificar o facto do ferro se encontrar quase sempre associado

ao vanadio, em aguas residuais.

3.6.2.1 Estudos de eliminacdo da interferéncia do catido Fe(lll)

Uma vez que o catido Fe(Ill) ndo permitiu determinar de modo selectivo o
vanadio (V) na amostra de referéncia, tornou-se imperativo encontrar uma alternativa
para suprimir este catido do meio reaccional. As técnicas que tém sido frequentemente
utilizadas com este objectivo sdo as reacgdes de oxidagdo-reducdo e/ou de complexacao
(4,5). No que diz respeito as reacgdes de oxidagdo-redugdo, as espécies redutoras mais
caracteristicas e mais utilizadas com esta finalidade tém sido o acido ascorbico e o
hidrocloreto de hidroxilamina [9,10].

Os estudos para a eliminagdo do catido ferro foram iniciados com um teste muito

prévio envolvendo o 4acido ascorbico. Foram preparadas solugdes mistura (&cido
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ascorbico 3,5x10” mol L™ + amostra de referéncia) e solucdes padrio de vanadio (V)
cuja concentracao era equivalente a concentragdo de vanadio (V) presente na amostra de
referéncia. As solugdes foram analisadas no sistema SIA, segundo o procedimento
experimental ja descrito no Capitulo 2. Os sinais analiticos da amostra assim tratada
com acido ascorbico foram depois comparados com os sinais analiticos do padrao de
vanadio (V). O resultado obtido apresentava um desvio de 12,3% relativamente a
concentragdo real de vanadio (V) na amostra de referéncia, o que sugere que o acido
ascorbico, nestas condi¢des, ndo ¢ eficaz para eliminar a interferéncia do ferro.

Relativamente as reac¢des de complexagdo, os estudos existentes na literatura
sugerem a utilizacdo de diferentes agentes quelantes, tais como NaF [11-14], citrato
[15], tartarato [15], EDTA (do inglés “Ethylenediaminetetraacetic acid’) [16], fosfato
[17], EDTPO (do inglés “‘ethylenediamine-N-N-N’-N’-tetrakis(methylenephosphonic)
acid™) [18], etc. Contudo, a maioria refere o uso de EDTA, o qual ¢é utilizado com
frequéncia na eliminagdo ou mascaramento de interferentes como o Fe(Ill) e ou mesmo
na separagdo e especiacdo entre vanadio (IV) e vanadio (V) [19-24]. Tendo em conta
este facto, testou-se 0 EDTA no tratamento da amostra de referéncia de modo a eliminar
o Fe(Ill) e tornar o método mais selectivo. O EDTA foi utilizado na forma de sal
dissodico (Na,EDTA) e por uma questdo de simplicidade este passa a ser designado ao
longo do texto por EDTA. A adi¢do de EDTA a amostra teve como objectivo formar
um complexo com o Fe(Ill), deixando o vanadio (V) livre em solugdo. Estes complexos
estdo bem caracterizados na literatura e a constante de formacdo, Ky, do complexo
Fe(II)-EDTA ¢ superior a do complexo V(V)-EDTA com valores de 25,1 e 18,1,
respectivamente [25].

O procedimento abrangendo a utilizagdo de EDTA para a eliminacdo da

interferéncia do Fe(Ill) envolveu a preparagdo de varias solugdes de EDTA, com
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concentracdes compreendidas entre 1,0x107 e 1,0x10™ mol L. Prepararam-se também
solucdes padrdao de vanadio (V), cuja concentracdo era equivalente a concentragdo de
vanadio (V) presente na amostra de referéncia e solugdes mistura (EDTA + amostra de
referéncia). As solugdes foram analisadas no sistema SIA, segundo o procedimento
experimental ja descrito no Capitulo 2 ¢ os sinais analiticos da amostra tratada com
EDTA foram depois comparados com os sinais analiticos do padrao de vanadio (V).

Os resultados revelaram que o tratamento da amostra de referéncia com solugao
de EDTA de concentragdo superior a 1,0x10" mg L' conduz a uma reducio
significativa do sinal analitico. Este facto sugere que o EDTA se encontra em excesso ¢
que complexa nao s6 o Fe(Ill) mas também o vanadio (V). Para além disso, os
resultados experimentais permitiram ainda definir um intervalo de concentragdes de
EDTA dentro dos qual se poderia encontrar a concentracdo “ideal” de EDTA para

efectuar o tratamento da amostra (Tab. 5).

Tabela 5 - Erros relativos obtidos na quantificagdo de vanadio (V) na amostra de
referéncia de agua residual, apdés a adi¢do de solugdes de EDTA com diversas

concentragoes.

[EDTA]
adicionada | 1,0x10° 2,5x10° 3,5x10°  4,0x10° 6,0x10°  7,5x10°  8,0x10°
(mol L)

Erro
relativo +51,6 +17,2 +2,29 -7,88 -43.4 -52,6 - 66,8
(%)

Pela analise da tabela verifica-se que as solugdes de EDTA com concentragdes
inferiores a 3,5x10™ mol L sdo insuficientes para complexar todo o catido Fe(III)

presente na amostra, uma vez que o sinal analitico correspondente a solugdo mistura
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(EDTA + amostra de referéncia) ¢ superior ao sinal analitico obtido com a solugdo
padrao de vanadio (V). Por outro lado, a adigdo de EDTA com concentragdes superiores
a 3,5x10™ mol L™ revelou ser excessiva pois o sinal analitico correspondente a solucio
mistura (EDTA + amostra de referéncia) ¢ inferior ao sinal analitico obtido com a
solucdo padrao de vanadio (V). Estes resultados sugerem que, nestas condi¢des, o
EDTA além de complexar o Fe(IlI) complexa também parte do vanadio (V) presente em
solucdo.

A solugdo de EDTA de concentracao 3,5x10”° mol L' revelou ser, de entre todas
as concentragdes estudadas, a mais eficaz e permite quantificar o vanadio (V) na
amostra de referéncia com um erro de 2,29%.

Com o objectivo de alargar a aplicagdo da metodologia a amostras com
concentragdes variaveis de vanadio (V) e de espécies interferentes, efectuou-se um
estudo envolvendo o tratamento de amostras ficticias com EDTA 3,5x107° mol L.

Prepararam-se solugdes mistura contendo 0,50 mg L™ de vanadio (V) e 2,0 ¢ 10
mg L' de Fe(Ill) as quais foi adicionada solugdo de EDTA de concentragio 3,5x107
mol L. Foram também preparadas solucdes padrio individuais de vanadio (V) e
Fe(Ill), com as mesmas concentracdes presentes nas solucdes mistura. Estas solugdes
foram posteriormente analisadas no sistema SIA, de acordo com o procedimento
analitico descrito no Capitulo 2. Os sinais analiticos das solu¢des mistura tratadas com
EDTA eram depois comparados com os sinais do padrao de vanadio (V).

Os resultados obtidos (Tab. 6) demonstram que nas solugdes com concentragdo
de Fe(Ill) inferior a 5,0 mg L, a quantidade de EDTA ¢ excessiva ocorrendo uma
diminui¢do do sinal da amostra tratada devido a complexagdo simultinea de vanadio
(V). Por outro lado, os resultados relativos as solugdes contendo Fe(Ill) com

concentracgio superior a 5,0 mg L™ revelaram que a concentragio de EDTA escolhida é
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insuficiente para complexar todo o Fe(Ill), traduzindo-se num sinal analitico muito

elevado e apresentando um erro de 295%.

Tabela 6 - Erros relativos obtidos na quantificagdo de vanadio (V) em amostras de

aguas ficticias tratadas com EDTA 3,5x10™ mol L™

Fe(lll
LFe( )1] 2,0 5,0 10
(mol L™)
VIV
V]
(mol L)
[EDTA]
adicionada 3,5x10°
(mol LY
Erro relativo
- 6,30 +2,41 + 295
(%)

Os estudos efectuados permitiram concluir que a concentragdo de EDTA a ser
adicionada a amostra ¢ largamente dependente da concentracdo da espécie interferente
presente, tendo de ser ajustada a cada situacao.

Dadas as limitagdes de tempo impostas para a conclusdo do presente trabalho,
ndo foi possivel continuar os estudos de eliminacdo de interferéncias. No entanto,
mediante os resultados obtidos, a utilizacdo de uma resina de troca catidénica (AG S0W-
X8) seria uma possibilidade promissora para a eliminagdo do catido ferro, sendo a sua

incorporacdo no sistema SIA facilitada pela grande versatilidade deste tipo de sistema.
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Capitulo 4

Conclusdes

No presente trabalho desenvolveu-se uma metodologia SIA que permite a
determinagdo espectrofotométrica de vanadio (V) em amostras de 4gua, no intervalo de
0,50 a 5,0 mg L'l, com base na condensacao oxidativa entre a DPH e a 4-AAP.

O sistema de fluxo proposto demonstrou ser simples, versatil e facil de operar
gracas ao funcionamento particular do sistema com base em inversdes do sentido de
fluxo.

A optimizagdo da metodologia implementada foi relativamente simples, uma vez
que os parametros a estudar eram controlados informaticamente, ndo sendo necessario
reconfigurar fisicamente o sistema. Para além disto, o facto dos sistemas SIA
apresentarem um fluxo bidireccional e descontinuo permitiu implementar uma etapa de
paragem de fluxo que contribuiu para aumentar a sensibilidade da reacc¢ao.
Relativamente aos métodos discretos [1-3] existentes na literatura para a determinagdo

de vanadio (V) em 4guas, a metodologia automatica desenvolvida mostrou ser mais
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rapida e econdmica possibilitando com um equipamento simples a realizacdo de um
numero razodvel de determinagdes por hora (10) de forma reprodutivel, com consumo
minimo de reagentes e producao reduzida de efluentes. Este tltimo ponto associado ao
controlo informatico do sistema constituem as principais vantagens da metodologia
desenvolvida em relagdo aos métodos FIA [4-6] existentes para 0 mesmo fim

Os ensaios de recuperagdo efectuados a amostras de agua para consumo
confirmam a aplicabilidade da metodologia desenvolvida a este tipo de matriz.

Genericamente, os estudos efectuados permitem concluir que a metodologia SIA
desenvolvida pode ser aplicada a amostras de 4gua com concentragdao de Fe(IIl) inferior
a0,l0mgL™".

A metodologia foi ainda aplicada com eficicia a uma amostra de referéncia de
agua residual, tendo sido possivel eliminar a interferéncia de Fe(IlI) nesta amostra pela
adicdo de uma solugio de EDTA 3,5x10” mol L. Contudo, a aplicabilidade da
metodologia a amostras de agua residual de composi¢do variavel encontra-se
comprometida devido a semelhanca observada entre as constantes de formacdo dos
complexos Fe(III)-EDTA e V(V)-EDTA. De facto, o tratamento prévio da amostra com
EDTA optimizado para a amostra de referéncia analisada nao ¢ eficiente para amostras
com concentragcdes de Fe(Ill) varidveis. Deste modo, o tratamento a efectuar a cada
amostra estaria dependente da concentragdo de interferentes, situagdo que nao € viavel
na rotina laboratorial.

As limitagdes temporais inerentes a realizagdo deste trabalho impossibilitaram a
continuidade dos estudos relativos a eliminagdo da interferéncia do catido ferro. Tais
estudos poderiam eventualmente passar pela utilizacdo de uma resina de troca cationica,
nomeadamente a resina AG S0W-X8. Esta estratégia seria facilmente implementada no

sistema SIA gragas a elevada versatilidade da valvula selectora de fluidos.
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