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fosfomolibdato.
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80 uL); A=512 nm. Solugdo transportadora: solugdo tampao acido acético/acetato de
sédio pH=4,5; Reagente 1: solugdo regeneradora HC] 0,1 mol L', Reagente 2: 1,10-
fenantrolina; coluna (comprimento = 3 cm; didmetro interno = 2,5 mm).
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Figura 56. Registro do sinal de Fe(II) (A) e Fe total (B) variando-se a concentragdo 123
de 1,10-fenantrolina. Condi¢oes: Amostragem sandwich (Vs = 150 uL; Vg = 100 pL);
percurso analitico = 50 m; Vazio = 100 pL s

Figura 57. (A) Correlagdo entre os métodos SIA e o método off-line para 127
determinag@o de Fe(Il) e Fe total na suspensdo de sedimentos. (B) Diferenga entre as
concentragoes obtidas pelo método SIA e método off-line, plotados como fungio dos

resultados obtidos pelo método off-line.
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RESUMO

O presente trabalho apresenta o desenvolvimento de metodologias baseadas no sistema de
Analise por Inje¢do Seqiiencial (SIA) para a determinagdo de fosfato e silicato, nitrito e nitrato,
assim como a especiagdo de Fe(Il) e Fe(1II) em amostras de interesse ambiental, com énfase para
sistemas aquaticos. Para todas as determinagGes utilizou-se a espectrofotometnia de absorgdo
molecular na regido do visivel como técnica de detecg@o.

A determinagdo de fosfato e silicato foi baseada na reagdo de ambos os anions com
molibdato de amoénio em meio acido e posterior reducdo do Mo(VI) a Mo(V) com 4acido
ascorbico. O procedimento SIA foi desenvolvido para contornar a interferéncia mutua das duas
espécies explorando o efeito de complexagdo do molibdato pelo acido oxalico.

A determinag¢do de nitrito foi baseada na reagdo de diazotagdo com sulfanilamida e
diclorato de N-1 naftil etilenodiamina (NED), enquanto a determinagdo de Fe(Il) baseou-se na
sua complexac¢do com 1,10 fenantrolina. A determinag@o de nitrato e Fe(IIl) foi efetuada pelas
mesmas reagdes apos a redugdo a nitrito e Fe(Il) em colunas de cadmio e zinco amalgamado,
respectivamente. A estabilidade das curvas analiticas foi avaliada em diferentes dias de trabalho,
obtendo-se variagdes ndo superiores a 5% durante um periodo de 4 dias. O sistema de injegdo
sequencial foi explorado também no sentido de regenerar as colunas redutoras no intervalo de
tempo entre duas amostras.

A estabilidade das curvas analiticas, a viabilidade de regeneragdo das colunas redutoras e
a possibilidade de realizar a amostragem através de filtragdo tangencial, permitindo a realizagdo
de analises com caracteristicas de tempo real, sugerem que o sistema de inje¢do seqiiencial tem
grande potencial para ser implementado em estagdes automaticas de monitoramento da fragdo

soluvel de indicadores de poluigdo em aguas naturais e residuais.



ABSTRACT

The present work presents the development of analytical methodologies based on
Sequential Injection Analysis (SIA) for determination of phosphate and silicate, nitrite and
nitrate, as well as speciation Fe(Il)/Fe(IlI) in environmental samples with emphasis for aquatic
environments. All determinations were performed using molecular absorption spectrophotometry
at the visible range of the spectrum as the detection technique.

The determination of phosphate and silicate was based on the reaction of both anions with
ammonium molybdate in acidic medium, followed by reduction of Mo(VI) to Mo(V) with
ascorbic acid. The SIA procedure was developed to avoid the mutual interference of both species
exploiting the complexation of the molybdate by oxalic acid.

The determination of nitrite was based on the diazotation reaction with sulfanilamide and
N-1 naphtyl ethylenediamine dihydrochlorine (NED), while the determination of Fe(II) were
based on the complexation with 1,10 phenantroline. The determination of nitrate and Fe(IIl) were
based on the same reactions, performed after their reduction to nitrite and Fe(II) in reducing
columns containing cooperized cadmium and amalgamated zinc, respectively. The stability of the
analytical curves was evaluated in different working days, in which no variations greater than 5%
were observed during a period of 4 consecutive days. The sequential injection analysis was
exploited to regenerate the reducing columns in the time interval between two sample.

The stability of the analytical curves, the easy and automatic regeneration of the reducing
columns, as well as the possibility to perform sampling through tangential filtration, which
permits the analysis to be performed in real time, are characteristics that show the potential
application of the sequential injection systems in automatic stations for monitoring the soluble

fraction of pollution indicators in natural waste waters.



I. INTRODUCAO



1. Principios da Analise por Injecio Seqiiencial

Analise por Inje¢do em Fluxo (FIA) é atualmente uma técnica bem estabelecida para
mecanizagio e automagdo de analises quimicas, com boa precisio e alta freqiiéncia de
amostragem (Ruzicka e Hansen, 1988). A técnica apresenta grande versatilidade, acomodando
varias metodologias analiticas. Analises complexas que requerem o uso de varios reagentes, ou
que se baseiam no monitoramento da velocidade de reagdo, ou ainda que envolvem métodos de
separagdo como troca ionica, didlise, extragdo com solventes, etc., tém sido descritas em sua
modalidade de inje¢do em fluxo (Fang, 1993). O uso de reagentes instaveis, gerados in-situ, tem
sido proposto por alguns pesquisadores (Boef e Schothorst, 1986; Boef, 1989, Hansen, 1992;
Pacey e colaboradores, 1986).

A mudanga de um tipo de analise para outro requer a reconfigura¢do mecanica do sistema.
Reagdes que envolvem varios reagentes requerem o uso de multiplos canais de fluxo, resultando
muitas vezes em sistemas que necessitam de freqiente manutengdo e conseqiientemente,
freqiientes recalibragdes. Tais caracteristicas sao aceitaveis em condi¢des de laboratorio, mas tem
dificultado a implantagio do FIA em monitoramento ambiental in-situ, ou no
monitoramento/controle de processos industriais (Christian, 1994; Ruzicka e Marshall, 1990).

No sentido de vencer estas dificuldades, Ruzicka e Marshall (1990) propuseram a técnica
de Inje¢do Sequiencial (SIA). Nesta nova técnica o equipamento consiste, basicamente, de uma
bomba peristaltica ou de pistdo, um unico canal de fluxo e uma valvula seletora, conforme

esquematizado na Figura 1.
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Figura 1. Sistema basico de Inje¢io Sequencial. BC: bobina coletora; BR: bobina de reagao.

O componente principal do sistema SIA € a valvula seletora que € usada no lugar da
valvula de inje¢do convencional. Esta valvula seletora contém varias portas (usualmente entre 8 e
10), sendo que uma delas (denominada porta comum) tem acesso a cada uma das outras,
individualmente, através da rotag@o da valvula. Esta porta ¢ conectada a bomba peristaltica ou a
seringa de uma bomba de pistdo através da chamada bobina coletora, que tem a fungdo de
armazenar zonas de amostra e reagentes sem permitir que estes atinjam a seringa ou o
reservatorio da solugd@o transportadora. As outras portas da valvula seletora sdo conectadas a
reagentes, amostra, padrdes, detector, reservatorio para acumulo de residuos, etc. A realizagio de
uma analise baseada no uso de um Unico reagente pode ser resumida como:

1- Inicialmente o sistema ¢ lavado com solug@o transportadora. Os canais usados para
aspirar reagente (porta 4) e amostra (porta 3) sdo preenchidos com a respectiva solu¢do e o
excesso € expelido através de uma porta auxiliar (porta 6).

2- A valvula seletora gira até a porta 4, conectando-a com a bobina coletora do sistema de
bombeamento, que entdo aspira para o interior desta bobina um volume pré-estabelecido de
reagente 1. No caso de bombas peristalticas, o volume é determinado pelo tempo de movimento

da bomba, pela velocidade de rotagdo, assim como pelo diametro interno dos tubos usados.



3- A valvula gira entdo até a porta 3. Salienta-se que quando a valvula esta girando, o
sistema de bombeamento permanece parado, evitando-se problemas de pressao e formagdo de
bolhas. Aspira-se um volume de amostra para a bobina coletora. Neste ponto tem-se adjacentes as
zonas de reagente e amostra, que foram sequencialmente aspirados para a bobina coletora.

4- Um novo movimento da valvula coloca em contato a bobina coletora e o detector
(acoplado a porta 1). Injeta-se entdo as zonas de amostra e reagente, através de um reator, até o
detector. Simultaneamente, inicia-se a aquisi¢do de dados. Neste caminho ocorre a interdispersio
de amostra e reagente e, conseqlientemente, a rea¢do de interesse. O sinal transiente obtido €
similar aquele obtido em FIA convencional. Se existe interesse em estudar cinética da reacéo,
pode-se parar o fluxo quando a zona interdispersa atinge o detector.

O consumo de reagentes € amostra no sistema SIA € bem reduzido em relacdo ao FIA.
Isto se deve a programagio do sistema de propulsdo, que aspira quantidades pré-determinadas de
amostra, reagentes e solugio transportadora somente no momento da analise. No sistema FIA
convencional isto ndo ocorre, uma vez que a utiliza¢ido da bomba peristatica promove o fluxo
continuo das solugdes utilizadas. Vale lembrar que no sistema SIA se faz necessario o uso de um
computador interfaceado ao sistema de bombeamento e a valvula seletora. Um software
apropriado ¢ utilizado para controlar a diregdo, velocidade e tempo de rota¢@o da bomba, assim
como a posigdo da valvula giratoria e aquisi¢do de dados do detector. A alta precisdo da bomba
de pistdo, controlada pelo software, faz do SIA uma ferramenta adequada para medidas na
modalidade “stopped-flow”, que permite o acompanhamento da velocidade da rea¢do (Ruzicka e
Hansen, 1990; Christian, 1994; Gubelli e colaboradores,1991).

Um estudo comparativo sobre o desempenho de bombas peristalticas e de pistdo em
sistemas SIA foi realizado por Ivaska e Ruzicka (1993). Apesar de ambos os sistemas de
propulsdo serem adequados a utilizagdo em SIA, a utilizagdo da bomba de pistdo mostra
vantagens em relacdo a bomba peristaltica, pois confere maior robustez ao sistema, uma vez que
ndo contém elementos deformaveis como os tubos comumente utilizados nas bombas
peristalticas. Por outro lado, bombas peristalticas sdo de menor custo e maior disponibilidade
comercial do que bombas de pistdo. Recentemente tem-se demostrado a viabilidade do emprego
da gravidade para direcionar fluxos em sistema SIA ( Vieira e colaboradores, 2000). Diante das
caracteristicas de maior robustez, o sistema SIA viabiliza trabalhos envolvendo monitoramento
ambiental in-situ e/ou controle de processos, permitindo sua utilizagdo por periodos de tempo

mais longos sem necessidade de recalibragdes.



A mistura das zonas de reagentes e amostra no fluido transportador é promovida através
da reversdo da direcdo do fluxo. No sistema FIA, assim como métodos cromatograficos, a
utiliza¢do do fluxo unidirecional € fator primordial para o desenvolvimento da analise. Porém, em
cromatografia o fluxo unidirecional tem por finalidade a separa¢@o dos componentes presentes no
analito, enquanto no sistema FIA o objetivo visado ¢ a conversdo quimica reprodutivel do analito
em uma segunda espécie possivel de ser detectada. Para alcangar-se tal objetivo, o fluxo laminar
¢ fator primordial para a obten¢do da reprodutibilidade da dispersdo da amostra injetada no
transportador, e também pela chegada da zona reacional ao detector. Isto implica na boa
reprodutibilidade do sinal e, consequentemente, na veracidade do resultado obtido. No sistema de
inje¢do sequiencial, que ¢ necessariamente de linha unica, o fluxo é bidirecional, sendo que os
movimentos avante e reverso da bomba de pistio promovem em parte a dispersio necessaria
levando-se a formagao do produto da reagdo e possibilitando a detecgdo da espécie de interesse
(Ruzicka e Marshall, 1990). Assim como no FIA, a partir do momento da inje¢do da zona de
rea¢do em diregdo ao detector a dispers@o ¢ dada pelos seus componentes axial e radial, sendo
este ultimo implementado pelas mudangas freqiientes de dire¢cdo do fluxo na bobina enrolada,

geralmente de geometria helicoidal.

2. Algumas Aplicagdes da Analise por Inje¢io Seqiiencial

A utilizagdo do sistema de Injecdo Sequencial ja encontra-se muito difundida na area de
determinagdes analiticas. Nestes dez anos de existéncia do SIA, ja sdo encontrados na literatura
artigos de revisdo envolvendo cerca de 100 trabalhos publicados (Barnett e colaboradores, 1999,
Pasekova e colaboradores, 1999; Taljaard e van Staden, 1998). A Tabela 1 mostra um sumario de
alguns trabalhos envolvendo diversas técnicas analiticas na determinagdo de uma vasta gama de
analitos em varios tipos de matrizes utilizando-se o sistema SIA.

No que diz respeito a0 monitoramento ambiental, uma grande variedade de espécies
quimicas tem sido estudadas. Recentemente Cerda e colaboradores (1999) evidenciaram as
vantagens do sistema SIA, especialmente como ferramenta no monitoramento ambiental. Em
agua residual, é proposto o monitoramento da demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), amoénio, nitrato, nitrito, nitrogénio total, ortofosfato, detergentes,
etc. Para cada espécie a ser determinada utiliza-se reagentes especificos que s3o dispostos nas

diversas portas existentes na valvula seletora, utilizando-se uma seqiéncia de opera¢des pré-
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estabelecidas gerenciadas pelo programa do computador. No que diz respeito a determinagdo de
nutrientes em agua natural e residual, varios trabalhos tem sido publicados principalmente para o
estudo das varias formas de espécies de nitrogénio e fosfato (ortofosfato). A importancia da
determina¢do e monitoramento destas espécies em rios € reservatorios esta relacionada com o
crescimento de algas que prejudicam a qualidade da agua destinada ao consumo publico (Robards
e colaboraores,1994). Para a determinagdo sequencial de nitrito e nitrato, o reagente de Griess-
Ilosvay tem sido amplamente utilizado (van Staden e van der Merwe, 1998a). A especiagdo de
nitrito e nitrato tem sido obtida através da redugdo de nitrato a nitrito utilizando-se micro-coluna
de cadmio cobreado (Cerda e colaboradores, 1998) ou o reagente sulfato de hidrazina (Oms e
colaboradores, 1995). Para a quantificagdo de amdnia, sistema de membrana difusora de gas tem
mostrado grande eficiéncia (Luo e colaboradores, 1995). A determinagdo de fosfato tem sido
realizada empregando-se o reagente molibdato de amonio. A interferéncia da espécie silicato
nesta rea¢do € muito conhecida (Chalmers e Sinclair, 1966). Ambas as espécies formam
heteropoliacidos com molibdénio que absorvem no mesmo comprimento de onda. Diante deste
fato, a determinac¢do simultanea de fosfato e silicato vem sendo muito estudada nas técnicas de
inje¢do em fluxo. No que diz respeito a SIA, determinag@o sequencial de fosfato e silicato foi
realizada utilizando-se uma zona contendo molibdato de amdnio, amostra, acido oxalico, amostra
e vanadomolibdato (Mas-Torres e colaboradores, 1997). Com isto tem-se a determinagido de
fosfato com o reagente vanadomolibdato e a posterior determinagdo de silicato com o reagente
molibdato de aménio. A diferenga de pH entre os reagentes utilizados permite que a formagao do
fosfomolibdato seja mais rapida que a formagao do silicomolibdato, além da interferéncia do
fosfato na determinagio de silicato ser contornada com a utiliza¢io do acido oxalico. Outra forma
de eliminar-se a interferéncia mutua entre as espécies, ¢ através do controle da formagio do
fosfomolibdato e do silicomolibdato, levando-se em conta a cinética de formagdo de ambas as
espécies em conjunto com a utilizacdo de acido oxalico como agente complexante (Galhardo ¢
Masini, 2000).

fons célcio e magnésio também foram determinados em agua residual (Gomez e
colaboradores, 1995), utilizando-se o reagente cromogénico 4-(2-piridilazo)rezorcino! (PAR),
com o qual sdo formados os complexos de Mg-PAR e Ca-PAR que sdo determinados
espectrofotometricamente.

A utilizagdo do sistema SIA tem abrangido outros tipos de matrizes como a analise de

alimentos. Devido a sua importdncia no controle de doengas no gado, ions cloreto foram
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determinados em amostra de leite, utilizando-se detecgdo condutométrica (Silva e colaboradores,
1999). Determinagé@o de nitrito em defumados ¢ muito difundida devido ao seu grande potencial
carcinogénico e foi realizada utilizando-se o reagente de Griess-lIlosvay em sistema SIA (van
Staden e van der Merwe, 1998b).

A determinagio de metais em sistema SIA também vem sendo muito estudada. Sua
aplicagdo tem englobado amostras ambientais, adgua residual, alimentos, ligas metalicas, entre
outras. Araujo e colaboradores (1999) propuseram a determinagdo de chumbo em agua natural
através da pré-concentragdo da amostra utilizando-se o polimero poli(vinilpirrolidina) (PVP).
Assim como o chumbo, cromio(VI) também possui grande importancia ambiental por tratar-se de
um metal pesado de grande toxicidade. Sua determinacgdo foi proposta através da detecgdo do
estado transiente da reagdo entre o Cr(VI) e a brucina, alcaloide que quando oxidado pelo Cr(VI)
em meio acido, contendo acido oxalico como catalisador, produz o intermediario brucicromo que
possui grande absortividade molar na faixa de 510-540 nm (Oliveira e Masini, 1998). Neste
trabalho, os autores evidenciam a versatilidade do sistema SIA mostrando o emprego da diluigdo
in-line que permite a diluigdo da amostra em uma bobina auxiliar utilizando-se trés pardmetros:
volume da amostra, Vs, volume de transferéncia, Vr, e volume de analise, V4. O volume V7
consiste no volume de amostra transferido a bobina de diluigio que determinara o fator de
dilui¢@o, ou seja, a dispersdo da amostra na solugdo transportadora contida na bobina de diluigio.

Para a determina¢do de fosforo total em amostras de alimentos, também tem-se
empregado o tratamento de amostra in-line, onde utilizou-se uma bomba de digestdo no interior
de um forno de micro-ondas. Com a utilizagdo do fluxo reverso tornou-se possivel bombear a
amostra apds seu tratamento para a bobina coletora e dar prosseguimento a analise (Oliveira e
colaboradores, 1998). O tratamento de amostra in-line, diluigdo, pré-concentragio, filtragio entre
outros, viabiliza o monitoramento ambiental e de processos, uma vez que elimina-se a
manipulagio da amostra minimizando erros provenientes do tratamento destas. A determinagdo
de outros metais também tem sido estudada em sistema SIA.

Cobre(II) tem sido determinado em amostras de agua e alimentos utilizando-se o reagente
dimetilditiocarbamato (DDTC) (van Staden e Botha, 1999).

Cobalto(I1) e niquel(Il) também sdo espécies de grande importancia ambiental. O cobalto
faz parte do complexo vitaminico Bj; e € essencial para a fixagdo de nitrogénio pelos
microorganismos. O niquel € um metal componente da enzima urease, essencial para plantas, e

alguns de seus compostos causam reagdes alérgicas e outros ainda sdo carcinogénicos. A
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determinagdo simultanea de ambos os ions metalicos foi realizada utilizando-se o reagente
complexante 4-(2-piridilazo)resorcinol (PAR) (Taljaard e van Staden, 1998) onde foram medidas
as absorbancias dos complexos formados.

Ferro(I1) tem sido determinado utilizando-se o reagente 1,10-fenantrolina em amostras de
aguas naturais (Estela e colaboradores, 1996; Vieira e colaboradores, 1998). Estes estudos
envolvendo a determinagdo de Fe(Il), mostram estratégias de analise em sistema SIA. Estela e
colaboradores, 1996 propuseram a utilizagdo da técnica sandwich (Alonso e colaboradores, 1987)
e grandes volumes de amostra na determinagdo de espécies ionicas por SIA. Para tanto aplicou-se
a metodologia proposta na determinagdo de ferro(Il) e nitrito utilizando-se os reagentes
colorimétricos 1,10-fenantrolina e reagente de Griess-llosvay respectivamente. A utilizagdo da
técnica sandwich em SIA consiste no emprego de grandes volumes de amostra tendo por
finalidade a separag@o fisica dos reagentes utilizados para as duas diferentes reagdes quimicas.
Neste trabalho, foi utilizado uma zona de 2000 uL de amostra contendo as espécies Fe(Il) e
nitrito entre 150 ulL de 1,10-fenantrolina € 75 upL do reagente de Griess-llosvay. Diante do
grande volume de amostra utilizado entre pequenos volumes de reagentes, torna-se possivel a
determinagdo de Fe(II) e nitrito devido a ocorréncia das zonas de dispersdo entre reagente e
amostra, levando a formag¢do de duas zonas de rea¢do independentes nas duas extremidades da
grande zona de amostra (Cerda e colaboradores, 1998; Mas-Torres e colaboradores, 1997). Vieira
e colaboradores (1998) demostraram através da determinacgdo de ferro(Il) com o reagente 1,10-
fenantrolina, a possibilidade da técnica SIA atingir maior sensibilidade, utilizando-se em
conjunto, técnicas de amostragem binaria, amostragem sandwich e fluxo monosegmentado.

O sistema de Injecdo Seqiiencial ndo s6 tem despertado o interesse para determinagdes e
estudos de espécies inorganicas, como também para a determina¢do de compostos organicos tais

como farmacos, aminoacidos, entre outros. A determina¢io da vitamina C em farmacos foi

realizada empregando-se a técnica de titulacao espectrofotométrica em sistema em fluxo, baseada
na reagdo de oxidag¢do de cério(IV) na presenga de acido sulfurico (Sultan e colaboradores,
1999a). Bromazepam também tem sido determinado por reagdo de complexagdo com ferro(Il) em
meio de acido cloridrico (Sultan e colaboradores, 1999b). Determinagdo de isoprofeno e
determinagdo simultdnea de aspirina, fenacetina e cafeina foram propostos com o objetivo de
monitorar o perfil de dissolu¢do destes compostos em comprimidos. A utilizagdo da filtragdo on-

line foi empregada como forma de diminuir o consumo de amostra uma vez que a zona de
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amostra utilizada para a analise retorna para o recipiente original limpando o filtro utilizado (Liu
e colaboradores, 1998 e 1999). Determinag¢do de aminoacidos foi realizada utilizando-se como
reagente o acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico, cujo produto de reagdo € monitorado em 350 nm
(van Staden e McCormack, 1998).

Pollema e colaboradores (1992) propuseram um novo modo de analise no sistema SIA
utilizando-se micro esferas magnetizadas aplicado a imunoensaio (SIIA). O uso destas micro
esferas (beads) de dimensdes microscopicas tem sido muito difundido como uma forma de pré-
concentra¢do, além de propiciar uma superficie sempre renovada entre outras vantagens. Um
outro tipo de cela especialmente construido e adaptado para o uso deste tipo de sistema de pré-
concentra¢do foi citado na literatura como cela de jato circular (jet ring cell) (Ruzicka e
colaboradores, 1993). Nesta cela, uma suspensdo contendo as micro-esferas sdo aspiradas por um
canal central em dire¢do perpendicular a uma superficie Optica plana (detector). A solugdo escapa
através da fenda entre a superficie Optica e um anel de borracha, ficando as micro-esferas retidas
juntas a superficie de detecgdo. Com a aplicagio do fluxo reverso no sistema de Injegdo
Sequencial, as micro-esferas sdo aspiradas e drenadas para o descarte. Além das micro-esferas
funcionarem como unidade de pré-concentragdo, uma outra vantagem € o fato da constante
renovagdo da camada junto ao detector aliado ao fato das micro-esferas poderem ser recuperadas
(lavadas) ap6s seu uso. Varios trabalhos envolvendo temas desde imunoensaios até determinagao
de analitos de interesse ambiental (Oliveira e colaboradores, 2000) tém sido publicados na

literatura fazendo uso deste tipo de sistema.
3. Nutrientes e 0 Meio Ambiente

Algas e a maioria das plantas aquaticas sdo fontes primarias de alimento na complexa
cadeia alimentar em ambientes de aguas naturais. Essas espécies requerem nutrientes para seu
crescimento. Por exemplo, diatomaceas e algas verdes precisam de 18 elementos nutricionais, €
destes, hidrogénio, carbono, oxigénio, potassio, sodio, magnésio, calcio e enxofre, estdo
usualmente em grande quantidade nas aguas de superficie. Dos 10 elementos remanescentes,
nitrogénio e fosforo sdo indispensaveis, e nem sempre disponiveis em quantidades suficientes.
Portanto, a biodisponibilidade de nutrientes, em particular do fosforo e nitrogénio, determina a
velocidade de crescimento de plantas e algas, além de determinar a biomassa que eles podem

gerar. Especiagdo em sistemas aquaticos tem se tornado altamente importante devido as



caracteristicas de comportamento ambiental de um elemento, como por exemplo,
biodisponibilidade, bioacumulagdo e transporte biogeoquimico, que sd3o muitas vezes
criticamente dependentes destas formas fisico-quimicas (Robards e colaboradores, 1994).

Outro fator que estd intrinsecamente ligado a quantidade de nitrogénio e fosforo
disponiveis no ambiente € o processo de eutrofizagdo. Para um ambiente aquatico atingir
condi¢des de eutrofizagdo, a concentragdo de nutrientes deve estar alta o suficiente para
promover o crescimento exagerado de algas. A medida que a populagio de algas e outras plantas
aquaticas aumentam, o consumo de oxigénio dissolvido também aumenta, ocorrendo uma
diminui¢do deste ao longo da profundidade do lago ou rio. A extensa camada de fitoplancton
impede a entrada de luz no ambiente dificultando a fotossintese das plantas bentonicas. O
oxigénio produzido durante a fotossintese das plantas de superficie pode as vezes ser observado
na forma de bolhas de ar escapando para a atmosfera em decorréncia da super-saturag@o.
Portanto, estas plantas ndo conseguem fornecer oxigénio para as camadas mais profundas (Nebel
e Wright, 1993).

A morte de micro-organismos (fitoplancton) gera detritos que sdo depositados no fundo
iniciando as atividades das bactérias decompositoras. Estas bactérias consomem oxigénio
dissolvido nas camadas profundas, sendo responsaveis pela mortandade de peixes e outros
animais aquaticos que ai vivem. Entretanto a auséncia de oxigénio ndo atinge a vida destas
bactérias que podem iniciar atividades anaerobicas. Neste estagio, o fundo do rio ou lago adquire
caracteristicas de um ambiente anoxido (Nebel e Wright, 1993). A Figura 2 exemplifica as
principais caracteristicas que diferenciam um ambiente pobre em nutrientes (oligotrofico) de um

ambiente eutrofizado.
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| Detritos em

+ bentnicas lecomposigéo

Profundidade {m)
Profundidade {m)

23~

{a) Oligotrofico D) Eutrt’:ﬂpo 1
{pobre em nutrientes) {rico em nutrientes]

Figura 2. Tipicos niveis de oxigénio dissolvido em ambiente oligotréfico (a) e eutrofizado (b)
(Nebel e Wright, 1993).

4. Qualidade das Aguas — Estacdes de Monitoramento da CETESB

A crescente expansdo demografica e industrial observada nas ultimas décadas trouxe
como conseqiiéncia o comprometimento das aguas de rios, lagos e reservatorios. A falta de
recursos financeiros nos paises em desenvolvimento tem agravado esse problema pela
impossibilidade da aplicagdo de medidas corretivas para reverter a situagdo.

As reservas de agua doce disponiveis na natureza sio limitadas e algumas vezes sua
obtengdo torna-se dificil devido ao alto custo das formas menos convencionais, como € o caso da
agua do mar e das dguas subterraneas. Portanto, a preservagdo, o controle e a utilizagdo racional
das aguas doces superficiais deve ser prioridade.

A CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental) iniciou em 1974 a
operagio da Rede de Monitoramento da Qualidade das Aguas Interiores (rios e reservatorios).
Este monitoramento ¢ realizado em 135 estagdes de qualidade distribuidas ao longo de 22
Unidades de Gerenciamento dos Recursos Hidricos (UGRHIs), em que foi dividido o Estado de
Sdo Paulo através da Lei Estadual N° 7.663 de dezembro de 1991.

Dentre os objetivos da Rede de Monitoramento da CETESB podemos citar: (a) avaliar a

evolu¢do da qualidade das 4guas interiores para cada ponto de amostragem; (b) propiciar o
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levantamento das areas prioritarias para o controle da polui¢do das aguas, (c) subsidiar o
diagnostico da qualidade das aguas doces utilizadas para o abastecimento publico e outros usos;
(d) dar subsidio técnico para a elaboragdo dos Relatorios de Situagdo dos Recursos Hidricos,
realizados pelos Comités de Bacias Hidrograficas; (e) identificar trechos de rios onde a qualidade
da agua possa estar mais degradada, possibilitando a¢des preventivas e de controle da CETESB,
com a construgdo de Estagdes de Tratamento de Esgoto (ETEs) por parte do municipio
responsavel pela polui¢do ou a adequagio de langamentos industriais.

A boa gestdo da agua deve ser objetivo de um plano que contemple os multiplos usos
desse recurso, desenvolvendo e aperfeigoando as técnicas de utilizagio, tratamento e recuperagao
de nossos mananciais.

A poluigdo das aguas € gerada por:

(1) efluentes domésticos (poluentes organicos biodegradaveis, nutrientes e bactérias);

(2) efluentes industriais (poluentes organicos e inorganicos, dependendo da atividade
industrial);

(3) carga difusa urbana e agricola (poluentes advindos da drenagem destas areas:
fertilizantes, defensivos agricolas, fezes de animais e material em suspensio).

A Rede de Monitoramento realiza coleta de amostras destinadas as determinag¢des de
varios parametros fisico-quimicos e microbiologicos que caracterizam a qualidade das aguas. A

seguir estdo apresentados aqueles de maior representatividade:

e Aluminio e Manganés

e Bario e Niquel

e Cadmio e Nitrogénio amoniacal

e Chumbo e Nitrogénio (Kjeldahl) total
¢ Cloreto ¢ Niirogénio (nitrato)

¢ Clorofila-a / Feofitina-a ¢ Nitrogénio (nitrito)

e Cobre ¢ Oxigénio dissolvido

¢ Coliformes fecais e Ortofosfato soluvel

e Coloragdo da agua e pH

¢ Condutividade especifica e Residuo ndo filtravel



e Cromo total

e Demanda bioquimica de oxigénio
e Demanda quimica de oxigénio

e Fenois

e Ferro total

e Fosforo total

16

¢ Residuo total

o Surfactantes

e Temperatura da dgua
e Temperatura do ar

e Turbidez

e 7inco

A Figura 3 exemplifica a estagdo de monitoramento de qualidade de aguas da CETESB.

s
&3
=
]
!

RICBOROGARA | _

Figura 3. Estac3o de Monitoramento de Qualidade de Aguas.

Nas estagdes de monitoramento de qualidade de aguas, realizam-se somente as

determinagdes de alguns pardmetros fisico-quimicos como temperatura, oxigénio dissolvido

(OD), pH, Egu, condutividade especifica, colorag¢do e turbidez que sdo obtidos através do uso de

eletrodos e sensores fornecendo os resultados rapidamente. Indicadores de polui¢do das aguas

tais como, fosfato, nitrito e nitrato entre outros, cujas determinagdes dependem de reagdes

quimicas envolvendo o uso de diversos reagentes, nio sdo realizadas nas estagBes de

monitoramento. Porém, sabe-se da importancia em efetuar-se tais determinagées in loco devido a

geragdo de informagbes que contribuam para um melhor gerenciamento da agua (CETESB,

2000).
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I1. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € o desenvolvimento de métodos analiticos empregados no
sistema de Injegdo Sequencial com detecg@o espectrofotométrica para a determinagdo da fragdo
reativa de indicadores de polui¢do em aguas naturais. O sistema de Injecdo Sequiencial foi
explorado de modo a promover a automatizagdo de etapas de pré-tratamento de amostras tais
como filtragdo e conversdao do analito na sua forma mais facilmente detectavel.

As espécies indicadoras de poluicdo em ambientes aquaticos estudadas foram: fosfato,
silicato, nitrito, nitrato, ferro(Il) e ferro(I11). A determinagdo destes ions foi baseada nos métodos
oficiais do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater - (APHA) os quais
foram adaptados e otimizados para o sistema de Injecao Seqiiencial (SIA).

Objetivou-se obter informag¢des que permitam direcionar o desenvolvimento de sistemas
SIA, caracterizado por sua robustez e baixo custo, para o monitoramento ambiental in-situ de tais
indicadores de poluigdo, evitando-se desta forma possiveis alteragdes da matriz devido a
complexa dinamica que envolve o meio ambiente. Para tanto foi estudada a utilizagdo de um
sistema de filtragdo tangencial acoplado no sistema SIA para algumas amostras, 0 que permitiria

a determinagdo em tempo real dos ions previamente estudados.



I1I. DETERMINACAO DE FOSFATO E SILICATO
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1. INTRODUCAO

Fosforo ocorre nos ambientes aquaticos em varias concentragdes tanto na forma
dissolvida como no material particulado, estando presente nas formas organica e inorginica. Sua
concentragdo pode variar abaixo de 0,01 mg L™, para mais de 1 mg L em aguas poluidas e
ambientes eutrofizados (Robards e colaboradores, 1994).

As fontes de fosforo em ambientes aquaticos podem ser naturais e artificiais. Dentre as
fontes naturais estdo as rochas das bacias de drenagem como fonte basica, material particulado da
atmosfera e decomposigdo de organismos de origem aloctone. Ja as fontes artificiais provém dos
esgotos domésticos e industriais (incluindo principalmente a presenga de detergentes), aguas
tratadas, os fertilizantes agricolas lixiviados e o material particulado de origem industrial contido
na atmosfera.

As formas de fosforo mais comumente determinadas em sistemas aquaticos sdo o fosforo
dissolvido, o fosforo total dissolvido e o fosforo particulado. As fragdes de fosforo organico e
inorganico ocorrem tanto nas formas de fosforo dissolvido quanto particulado. Considera-se o
fosforo dissolvido como sendo uma medida de ortofosfato (PO4>), enquanto que as fragdes de
fosforo total dissolvido contém além de ortofosfato, espécies soluveis tais como fosfatos
condensados do qual faz parte PO, pirofosfato (P,0,*), polimeros ciclicos (metafosfatos) e
polimeros lineares (polifosfatos). Nesta ultima fragdo ha também a ocorréncia de fosfatos
organicos e espécies de fosforo associadas a substancias hiimicas.

A importéancia do sedimento como fonte ou deposito de fosforo da agua tem sido discutida
com énfase sobre a qualidade e quantidade de fosforo do sedimento e os processos que afetam
sua troca entre a agua e o fundo. As condigdes ambientais predominantes no corpo d’agua
regulam a retengdo ou liberagao de fosforo dos sedimentos de fundo. Portanto, faz-se necessaria a
determinagdo da relagdo entre a composigdo do sedimento e fosfato ligado para se avaliar o
potencial dos sedimentos em liberar fosforo para a fase aquosa.

Em sistema aquatico, as algas e o sedimento tem particular importancia para o ciclo do
fosforo.

Para o estudo limnoldgico, todas as formas de fosfato sdo importantes, no entanto os

ortofosfatos assumem maior relevéancia, por serem a principal forma de fosfato assimilada pelos
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vegetais aquaticos. E geralmente aceito que as formas de maior importincia em sedimentos de
lago sdo aqueles que estdo ligadas a um complexo amorfo hidroxido-ferro.
Os principais processos responsaveis pela transferéncia de fosforo entre o sedimento e a

coluna d’agua estdo resumidos na Figura 4.

. sedimentagdo difuséo

agua U U6 na
TN AR ~ A LA AN AN AN NN AN AR

sedimanto

17 6

4gua intersticial | P dissolvido ) s

______ a4 — ns
ba 103 iz U1
particulas P . 5 P
__linorganmico| _ = | organico | ______

1 - consumo biologico

2 - hidrolises enzimaticas

3 - agentes quelantes

4 - equilibrio adsorgao/dessor¢ao
5 - temperatura, pH, Eh

6 - difusao

7 - convecgao

B - resuspensao

Figura 4. Esquema dos processos de mobilizagdo e transporte de fosforo no sistema agua-

sedimento (Silva, 1996).

O transporte de fosforo da agua para o sedimento ¢ devido a sedimentagao de material
particulado e a difusdo. Este ultimo mecanismo ¢€ relevante se a concentrag@o de fosforo na agua
adjacente é muito maior do que na agua intersticial, ja que o fluxo ¢ determinado pelo gradiente
existente entre essa interface. A liberagdo do fosforo do sedimento para a coluna d’agua ¢
efetuada através da mobilizagdo do fosforo ligado a particulas em uma forma dissolvida, devido a
fatores fisico-quimicos e biologicos, enquanto o transporte do fostoro dissolvido para a agua
adjacente por processos fisicos tais como convecgao e difusdo.

A troca de fosforo entre sedimento e agua foi baseada nas interagdes com o ciclo do ferro
em condigdes aerdbicas e anaerdbicas. Em potenciais redox maiores que 200 mV, ferro(Ill) liga-

se a fosfatos como hidroxidos insoliveis que precipitam na superficie do sedimento. Em valores
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mais baixos, geralmente encontrados abaixo de 1 cm de profundidade de sedimento, ferro(1l1) é
reduzido a ferro(ll) e assim, o ferro e fosfato adsorvidos retornam a solugéo.

O fosforo também pode ser liberado para a coluna d’agua sob condi¢des aerobicas na
superficie dos sedimentos. Nestas condigdes a liberagdo parece estar associada com a
mineraliza¢do de fosforo orgénico que produz fosfato soluvel, ndo ligado ao ferro, especialmente
em lagos ricos em calcio, ou causado por condi¢gdes microanaerobicas na superficie do sedimento
e, consequientemente pode ser explicado pelo mesmo mecanismo como na liberagdo anaerdbica
(Silva, 1996).

Outro importante elemento a ser considerado como nutriente em ambientes aquaticos € o
silicio. Diatomaceas requerem grandes quantidades de silica para suas paredes celulares e nas
localidades onde as diatomaceas sdo as espécies de algas predominantes, silicio pode ser um
elemento limitante para o crescimento de fitopldncton. Tanto processos geoquimicos como
biogeoquimicos afetam a quantidade de silicio em aguas naturais. Silicio ocorre em aguas
naturais predominantemente como silica reativa soluvel, SiO,*, e com pequena cadeia
polimérica, podendo também ser observado como grandes polimeros e fragdes inorganicas e
organicas, ou material suspenso. Silica dissolvida mostra uma consideravel faixa de valores de
concentra¢io excedendo 20 mg L. A Tabela 2 exemplifica as concentragdes de silicio em varios

ambientes.

Tabela 2. Concentracdo de silicato em aguas (Robards e colaboradores, 1994).

Tipo de agua Concentragio (mg L)
Aguas naturais continentais <0,5-60
Mar, superficie Tragos
profundidade 4
Salmoura Acima de 1000

Outras formas, tais como argilas e silica coloidal, contém sitios de sor¢do para fosfato e
amonia influenciando significativamente na sua mobilidade e biodisponibilidade.

A determinag@o de fosfato tem sido amplamente realizada através da quimica do azul de
molibdénio (Murphy e Riley, 1962). Sendo método oficial recomendado pela APHA (1995), vem

sendo aplicado em analises de amostras de agua natural, oceanos, extratos de sedimentos, entre



outros. O silicato é um forte interferente nesta reagdo, bem como um importante nutriente para o
meio aquatico, despertando assim o interesse na determinag@o simultanea/seqiiencial destas duas
espécies. Varios trabalhos vem sendo publicados em FIA (Jacintho e colaboradores, 1989; Mas e
colaboradores, 1990; Chen e colaboradores, 1991) demostrando o forte interesse dos autores

nesta determinagao.



2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes e soluc¢oes

Todos os reagentes usados neste trabalho foram de grau analitico da Merck, Sigma ou
Aldrich. Todas as solug¢bes foram preparadas com agua desionizada.

Solugido estoque de fosforo (iOO mg L") e silicio (1000 mg L) foram preparadas a partir
de KH,PO4 e NaSi03.9H,0, respectivamente. A solugdo de fosforo foi armazenada em frasco de
vidro Ambar e a solugio de silicio em frasco de polietileno. As solugdes padrdo utilizadas foram
preparadas a partir da diluigdo das solugdes estoque.

Para a determinagio de fosfato foram utilizados os seguintes reagentes:

3. molibdato de aménio 2,5 x 10~ mol L' em HNO; 0,2 mol L™,

4. 4cido ascorbico 2% (m/v) contendo 100 mg L™ de Sb*.

Para a determinag¢io de fosfato na presenga de silicato foram utilizados os reagentes:

4. molibdato de améonio 5,0 x 10” mol L™ em HNO; 0,2 mol L™ contendo acido oxalico

0,25% (m/v) (0,02 mol L™);

5. acido ascorbico 2% (m/v) contendo 100 mg L™ de Sb*.

Para a determinag@o de silicato na presenga de fosfato utilizou-se os seguintes reagentes:

1. molibdato de aménio 1,0 x 10% mol L™ em HNO; 0,2 mol L';

2. acido oxalico 10% (m/v),

6. acido ascorbico 2% (m/v) contendo 100 mg L™ de Sb*.

*Solugdo estoque 4000 mg L' de Sb foi preparada a partir do sal tartarato de

antimonio(III) e potassio € mantida sob refrigeragdao para melhor conservagio.
2.2. Equipamentos utilizados

Sistema de analise por Injegdo Sequencial FIALab-3500 da Alitea USA, constituido por
uma bomba de pistio com seringa Cavro de capacidade de 5 mL, uma valvula seletora com 8
portas, tendo a porta comum acesso as demais portas. O pistao e a valvula foram controlados pelo

software FIALab-3500, utilizando-se um computador Pentium 100 MHz.
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Para detecgdo fol utilizado espectrofotometro Micronal B 382 com cela de fluxo Helima
com volume interno de 80 plL, e registrador Micronal B34211. Registros também foram feitos no

sistema de aquisi¢do de dados do equipamento.

2.3. Procedimentos

2.3.1.Determinagdo de fosfato

Para a determina¢@o de fosfato, utilizou-se a configura¢do do sistema SIA mostrado na

Figura 5.

_ Bobina Cuoletara
)

bl /4 ~Reagente 1
»

— ')',:—Amostra
/\
Feagente 2

Detector Reator

Figura 5. Diagrama representativo do sistema de Inje¢do Sequencial utilizado para a analise de
fosfato. Caracteristicas do sistema: Solugdo transportadora: agua, Reagente 1: acido ascorbico 2%
(m/v) contendo 100 mg L"'de Sb, Reagente 2: molibdato de aménio 2,5 x 10” mol L™ em HNO;
0,2 mol L', bobina coletora (comprimento = 3 m; didmetro interno = 0,8 mm), reator
(comprimento = 76 c¢m; didmetro interno = 0,5 mm), vazdo = 100 uL s™', cela de fluxo (V = 80

ul), A =660 nm.

A seqiiéncia de operagdes esta descrita a seguir:

1- O pistdo aspira 1500 pL de agua desionizada para dentro da seringa.

2- A valvula seletora € posicionada na porta 2. O movimento reverso do pistdo aspira 150
pL de molibdato de amonio para a bobina coletora.

3- A porta 3 é selecionada. O movimento reverso do pistao aspira 75 pL. de amostra para a

bobina coletora.



4- A porta 4 ¢é selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 150 pL de acido
ascorbico para a bobina coletora.

5- A valvula seletora conecta o reator ao detector através da porta 1 e 0 movimento avante
do pistdo propulsiona a mistura reacional ao detector e descarte.

Em seguida ¢é realizada a limpeza do sistema SIA, onde ¢ utilizado a seguinte seqiiéncia
de operagoes:

1- O pistdo aspira 800 pL de agua desionizada para dentro da seringa.

2- A valvula seletora € posicionada na porta 3. O movimento reverso do pistdo aspira 200
uL do proximo padréo a ser utilizado (ou amostra) para a bobina coletora.

3- A valvula seletora € posicionada na porta 6. O movimento avante do pistdo dispensa
todo o contetdo da bobina coletora.

Apos este procedimento de limpeza, evita-se possiveis efeitos de memoria causados pela
presenga de padrdo (ou amostra) anteriormente utilizado.

Para a determinagdo de fosfato na presenga de silicato utilizou-se no lugar do Reagente 2
solu¢do de molibdato de amdnio 5,0 x 10 mol L' contendo 0,25% de acido oxalico em HNO;

0,2 mol L™,
2.3.2. Determinacdo de silicato na presenga de fosfato
2.3.2.1. Uso da cdmara de mistura

A configuragdo do sistema SIA indicada na Figura 6, foi utilizado para confec¢do de
curvas analiticas na faixa de concentrag¢do de 10 a 50 mg L' de Si, adicionados a estas, 2 mg L
de P. Os parametros abordados foram temperatura, realizando-se experimentos a temperatura
ambiente e 40°C, e concentragdo do reagente molibdato de amonio, utilizando-se solugdes 5.0 x
10 mol L' em HNO; 0,2 mol L e 1,0 x 10? mol L™ em HNO; 0,2 mol L. O estudo deste

ultimo parametro foi feito a temperatura ambiente.
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Bobina Coletora
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F!e/iagente 3
4~ Reagente 1
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Figura 6. Configuragdo do sistema SIA para determinag@o de silicato com cdmara de mistura (V
=0,78 mL). Reagente 1. acido oxalico 10% (m/v), Reagente 2: molibdato de aménio 1,0 x 107
mol L' em HNO; 0,2 mol L™, Reagente 3: acido ascorbico 2% (m/v) com 100 mg L' de Sb. As

demais caracteristicas sdao similares a Figura 5.

Para a obtengdo das curvas analiticas utilizou-se a seqiiéncia descrita a seguir:

1- O pistdo aspira 2000 uL de agua desionizada para dentro da seringa.

2- A valvula seletora € posicionada na porta 2. O movimento reverso do pistdo aspira 150
uL de solugdo de molibdato de amdnio para a bobina coletora.

3- A porta 3 ¢ selecionada. O movimento reverso do pistdao aspira 280 uL de solugio de
amostra para a bobina coletora.

4- A porta 8 ¢ selecionada. O movimento avante do pistdo propulsiona 380 puL. da mistura
reacional contida na bobina coletora para a cimara de mistura.

5- A porta 4 é selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 400 uL de solugio de
acido oxalico para a bobina coletora.

6- A porta 8 ¢ selecionada. O movimento avante do pistdo propulsiona 350 uL de acido
oxalico para a camara de mistura.

7- A mistura reacional permanece na cimara de mistura por 30 segundos sob agitagio.

8- O movimento reverso do pistdo aspira 100 pul. da mistura reacional para a bobina
coletora.

9- A porta 5 ¢ selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 150 pL de solucdo de
acido ascorbico para a bobina coletora.

10- A valvula seletora conecta a bobina coletora ao detector ¢ 0 movimento avante do

pistdo propuisiona a mistura reacional através da bobina de reacio ao detector e descarte.
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11- O pistdo aspira 1000 uL de agua desionizada para dentro da seringa.
12- A porta 8 ¢ selecionada. O movimento avante do pistio propulsiona a agua
desionizada para dentro da camara de mistura, deixando o sistema pronto para um novo ciclo de

analise.
2.3.2.2. Uso da bobina auxiliar no lugar da camara de mistura

A configuracdo do sistema SIA apresentado na Figura 6 fo1 alterado conforme a Figura 7,

trocando-se a cadmara de mistura por uma bobina auxiliar.

Bobina Coletara

Pistiao 4 ~ Reagente 1

Bohina auxiliaj g

Transportador Reagente 2

Detector Reator

Figura 7. Configuragdo do sistema SIA para determinagdo de silicato com bobina auxiliar.
Bobina auxiliar (comprimento = 2 m; didmetro interno = 0,07 mm). As demais caracteristicas sao

similares a Figura 6.

Para a obtencdo da curva analitica na faixa de 5 a 50 mg L™ de Si, utilizou-se a seqiiéncia
de operagdes descrita a seguir:

1- O pistdo aspira 2000 uL de agua desionizada para dentro da seringa.

2- A valvula seletora € posicionada na porta 2. O movimento reverso do pistdo aspira 150
uL de solugido de molibdato de amonio para a bobina coletora.

3- A porta 3 ¢ selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 100 uL. de amostra para
a bobina coletora.

4- A porta 2 ¢ selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 150 uL de solucgdo de

molibdato de amonio para a bobina coletora.
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5- A porta 8 é selecionada. O movimento avante do pistdo propulsiona 400 pL. da mistura
reacional para a bobina auxiliar.

6- A porta 4 é selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 200 pL de acido oxalico
para a bobina coletora.

7- A porta 8 ¢é selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 150 pl da mistura
reacional para a bobina coletora.

8- A porta 4 é selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 150 pL de acido oxalico
para a bobina coletora.

9- A porta 8 € selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 150 pL da mistura
reacional para a bobina coletora.

10- A porta 4 ¢ selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 150 uL de acido
oxalico para a bobina coletora.

11- A porta 8 ¢ selecionada. O movimento avante do pistdao propulsiona 650 pl da
mistura reacional para a bobina auxiliar.

12- A porta 5 € selecionada. O movimento reverso do pistdao aspira 150 uL de acido
ascorbico para a bobina coletora.

13- A porta 8 € selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 300 pulL da mistura
reacional para a bobina coletora.

14- A porta 5 € selecionada. O movimento reverso do pistdao aspira 150 pL de acido
ascorbico para a bobina coletora.

15- A valvula seletora conecta a bobina coletora ao detector através da porta 1 e o
movimento avante do pistdo propulsiona a mistura reacional através da bobina de reagdo ao
detector e descarte

16- O pistao aspira 1000 pL de agua desionizada para dentro da seringa.

17- A porta 8 € selecionada. O movimento avante do pistdo propulsiona a agua
desionizada para dentro da bobina auxiliar, deixando o sistema pronto para um novo ciclo de
analise.

Registros de sinais de fosforo e silicio foram obtidos seqiiencialmente acoplando-se a
seqiéncia de operagdes utilizada para a analise de fosfato na presenga de silicato, a seqiiéncia de
operagdes utilizada para a analise de silicato. A faixa de concentrag¢do abordada foide 2 a 7 mg L

"paraPe5a50mgL” para Si.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinagao de Fosfato

A determinag¢io de fosfato baseou-se na quimica do azul de molibdénio, estando

representado pelas reagdes quimicas descritas a seguir:

TH:PO; + 12(NH)sM07024 + STH — 7 (NH4):PO4. 12MoOs + 51 NH, + 36 H20 (1)

complexo amarelo-Mo(V1) + acido ascorbico — complexo azul-Mo(V) (2)

0 0
o OH 0 0o ‘
+ 2Movl)) —> + 2Mo(V) + 2H
H OH nopH ©
CHOH |
CH,OH
CH,OH

A formagio do fosfomolibdato de aménio, que possui coloragdo amarela, ocorre
rapidamente (reagdo 1). Em seguida, o Mo(VI) € reduzido pelo acido ascorbico (reagao lenta 2)
ocorrendo a mudanga no seu estado de oxidagdo de +6 para +5, conferindo a solu¢do uma intensa
coloragio azul (azul de molibdénio), monitorado em A maior ou igual a 660 nm (APHA, 1995:
Ruzicka e Hansen, 1988).

Este complexo é formado quando solugdo de molibdato contendo oxo- anions (PO,™,
Si0s") ou ions metalicos sdo acidificadas (Cotton e Wilkinson, 1972). Os 4cidos germanico,
arsénico e silicico tem comportamento analogo ao fosfato, reagindo com o molibdato em
solugdes acidas para formar respectivamente o acido germanomolibdico HsGe(Mo,05)s, acido
arsenicomolibdico H7As(Mo0.07)s e o acido silicomolibdico HgSi(M0207)s, tambem
caracterizados por uma coloragio azul quando sofrem processo de redugao (Fiegl, 1958).

O complexo formado pelo molibdato e por um oxo anion em meio acido é conhecido
como heteropoliacido, caracterizado por conter dois elementos diferentes no centro do ion. ou
seja, o atomo de Mo e o atomo de P, sendo este ultimo chamado de hetero atomo. Como

exemplo, o anion [PMo01:04]" possui o PO, no interior de um cesto octaédrico de MoO,
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(Shriver e colaboradores, 1990). As estruturas destes heteropoliacidos tem sido estudadas por
difra¢do de raio-X. A Figura 8 ilustra a estrutura do complexo formado podendo ter como hetero

atomo PY, As”, Ti" e Zr'¥ (Cotton e Wilkinson, 1972).

Figura 8. Estrutura do heteropolidcido 12-molibdato de formula geral [X*Mo,040]®™ (Cotton
e Wilkinson, 1972).

Tabela 3 mostra os principais tipos de heteropoliacidos de molibdénio ou

heteropolimolibdatos.

Tabela 3. Principais tipos de heteropolimolibdatos (Cotton e Wilkinson, 1972).

Razdo dos hetero atomos Principais hetero 4tomos - Férmula do anion

para atomos de Mo

1:12 Série A: PY, As", Si", Ge'¥, Sn'", [X""M013040] ™
TiIV ZrIV
Série B: Ce', Th", Sn', P, As", [X"Mo10p,]"*"
GeIV
111 PY, As’, Ge' [X"" Moy,055] "
(talvez dimero)
1:10 PY, As", Pt"Y [X" Moy 40360
(talvez dimiro)
1:9 Mn", NitV [X™ MogO3,] 0™
]:6 TCVI, IVH, COIH, AIIH, CI'IH, FCIH, RhIII Xn+M06024](12-n).

[
2:18 PY, As¥ [X2""Mo1506,]0 62"
2:17 PV, As¥ [X2“M017Ox](2"'1°2'2“)‘
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3.1. 1. Influéncia do antiménio (Sb(111)) no sinal analitico

Estudos foram iniciados para a determinagdo de fosfato na faixa de trabalho de 1,0 a 10
mg L™ de P utilizando-se os reagentes molibdato de amdnio 2,5 x 10° mol L em HNO; 0,2 mol
L™ e solugio de acido ascorbico 5% (m/v) contendo 10% (v/v) de glicerina (Ruzicka e Hansen,
1988). Inicialmente obteve-se o valor para o limite de detec¢do 0,43 mg L' (Figura 9).

Murphy e Riley (1962) reportaram que a presenga de Sb(Ill) (tartarato de antiménio e
potassio) promove um rapido desenvolvimento da cor azul caracteristico da redugdo do acido
fosfomolibdico. Neste trabalho, os autores verificaram a possibilidade do Sb ser um componente
do complexo azul de molibdénio. A razdo atdomica de Sb para P no complexo foi determinada
sendo o resultado do experimento, realizado em duplicata, 1:0,97 e 1:0,94.

Conhecendo-se a fungdo do Sb(IIl) (Murphy e Riley, 1962, Lacy e colaboradores, 1989;
APHA, 1995), optou-se pela sua utilizagdo adicionando-se 100 mg L' de Sb(Ill) na solugio de
acido ascorbico. A Figura 9 ilustra o resultado obtido utilizando-se solugio de acido ascorbico na

auséncia e presenca de Sb(III).
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Figura 9. Efeito do emprego do catalisador Sb no sinal analitico na determinagdo de fosfato. (A)
solu¢do de acido ascorbico 5% (m/v) contendo 10% de glicerina (v/v) e Sb 100 mg L', y=(-
0,015£0,003)+(0,0339+£0,0008)X, R=0,999, L.D.=0,27 mg L"'; (B) solugdo de 4cido ascorbico
5% (m/v) contendo 10% de glicerina (v/v), Y=(-0,002+0,001)+(0,007+0,0002)X, R=0,998,
LD=0,43mgL".

De acordo com o resuitado mostrado na Figura 9, observa-se uma melhora significativa na
sensibilidade do método quando utilizada solugdo de acido ascorbico contendo 100 mg L™ de Sb.
Devido a maior sensibilidade na faixa de trabalho, a Lei de Beer € estabelecida até a solugdo S
mg L. Como o objetivo do presente trabalho € a determinagdo de fosfato em aguas naturais e
residuais, almeja-se trabalhar numa faixa linear que abranja concentragdes de fosfato em torno de

0,025 mg L' (Resolugdio CONAMA 20/1986), tornando-se irrelevante o estreitamento da faixa

de trabalho.

3.1.2. Estudo da composigdo e concentragdo da solugdo de dcido ascorbico - Ffeito Schlieren

A sensibilidade do método mostrou limita¢des devido ao significativo sinal do branco

ocasionado principalmente por dois fatores:
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(i) a presenga do efeito Schlieren (Rocha ¢ Nobrega, 1996) na zona de mistura devido a
varia¢des no indice de refragdo ocasionados pela formagao de gradientes de concentragdo entre os
reagentes € a zona de amostra,

(i1) redugdo do Mo (VI) para Mo (V) pelo acido ascorbico principalmente pela formagao
do composto azul de molibdénio (van Staden e Taljaard, 1998).

Em sistemas FIA, o efeito Schlieren pode ser contornado pelo uso de confluéncias,
obtendo-se desta forma, uma melhor mistura entre os reagentes e amostra minimizando a
formacdo de gradientes de concentra¢@o que possam alcangar o detector. No entanto, em sistema
SIA, ndo € possivel introduzir pontos de confluéncia devido a este ser um sistema de linha unica.
Haj-Hussein e Christian (1986) e Fogg e colaboradores (1990) sugerem a compatibilidade entre a
composi¢do da solug@o transportadora, amostra e reagentes, ou seja, utilizagdo de forga idnica
similar nas diferentes solu¢des a fim de minimizar a formagdo de gradientes de concentrag¢do no
percurso analitico além daquele que € obtido pela reacdo quimica de interesse.

Baseando-se nesta ultima proposta, uma alternativa para solucionar este problema foi a
modifica¢do da composi¢do do reagente acido ascorbico. O sinal do branco foi obtido utilizado-
se diferentes concentragdes de acido ascorbico contendo ou nédo glicerina. A Figura 10 mostra o

resultado obtido.
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Figura 10. Efeito da concentrag@o de acido ascorbico no sinal do branco para a determinagio de
fosfato usando molibdato de aménio 2,5 x 10® mol L' em 0,2 mol L de HNO; e agua
desionizada como solug@o transportadora. (A) 5% (m/v) de acido ascérbico com 10% (v/v) de
glicerina; (B) 5% (m/v) de acido ascérbico sem glicerina; (C) 2,5% (m/v) de acido ascorbico com

10% (v/v) de glicerina, (D) 2,5% (m/v) de acido ascorbico sem glicerina.

A adigdo de glicerina tem sido recomendada para estabilizar a solugd@o de acido ascorbico.
Outra fungdio da glicerina ¢ evitar a precipitagdo de produtos da reagdo no percurso analitico
(Ruzicka e Hansen, 1988; van Staden e Taljaard, 1998). Por outro lado, a alta viscosidade da
glicerina promove o aparecimento de gradientes de indice de refragdo na zona de reagio, com o
surgimento do efeito Schlieren. Abolindo-se a utilizagio da glicerina na solugdo de acido
ascorbico, ndo foi observado precipitagio ou acumulo do produto da reagdo para as
concentragoes de fosfato e silicato estudadas, sendo a reprodutibilidade considerada 6tima

durante um dia de trabalho.
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Quando comparado o sinal do branco de uma solugdo 5% (m/v) de acido ascorbico
contendo 10% (v/v) de glicerina @ mesma solu¢do na auséncia de glicerina, observa-se uma
diminui¢io de 22% no sinal. Uma diminui¢cdo de 48% € observada quando a primeira solugdo
mencionada é comparada a solu¢do 2,5% de acido ascorbico na auséncia de glicerina. Curvas
analiticas foram obtidas na faixa de concentragdo de 1 a 10 mg L' de P variando-se a composi¢io

de 4cido ascorbico. A Figura 11 mostra o resultado obtido.
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Figura 11. Influéncia da composigdo da solu¢ao de acido ascorbico no sinal analitico de fosfato.
(A) acido ascorbico 5% (m/v) com 10% (v/v) de glicerina ¢ 100 mg L' de Sb. (B) acido
ascorbico 2,5% (m/v) com 100 mg L™ de Sb. (C) acido ascorbico 2,0% (m/v) com 100 mg L de
Sb. (D) acido ascérbico 1,0% (m/v) com 100 mg L™ de Sb.
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Tabela 4. Influéncia da composi¢@o da solugdo de acido ascorbico no sinal analitico do fosfato -

parametros das curvas analiticas (Figura 11).

Faixa Linear Coeficiente Coeficiente R
(mg L™ Linear (UA) Angular (L mg™)
(A)1-7,0 -0,02+0,01 0,050+0,002 0,998
(B)1-70 -0,03+0,004 0,050£0,001 0,999
(C)1-7,0 -0,0240,01 0,060£0,002 0,998
(D) 1-10 -0,0240,003 0,0243+0,0006 0,999

A composigdo do reagente na condi¢do otimizada foi de 2% (m/v) de acido ascorbico
contendo 100 mg L™ de antimonio.

Observou-se também significativa diminui¢do do efeito Schlieren quando usada solugio
de HNO; 0,2 mol L como solucdo transportadora.

Avaliou-se também a concentragdo do reagente molibdato de aménio mantendo-se a
concentragdo de acido ascorbico em 2% (m/v) contendo 100 mg L' de Sb. Obteve-se curvas
analiticas utilizando-se molibdato de aménio 2,5 x 102 mol L™ e 5 x 10 mol L™, ambos os casos

em meio de HNO; 0,2 mol L™, O resultado obtido ¢ verificado na Figura 12.
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Figura 12. Influéncia da concentragdo do reagente molibdato de amoénio. (A) molibdato de
aménio 5,0 x 107 mol L' em HNO; 0,2 mol L™; Y=(0,00£0,03)+(0,051+0,004)X; R=0,989. (B)
molibdato de aménio 2,5 x 10 mol L' em HNO; 0,2 mol L™; Y=(-0,01£0,02)+(0,058+0,003)X,
R=0,996.

Conforme observado na Figura 12, ndo ha ganho significativo de sensibilidade. Com isso,
optou-se em manter a concentragdo de molibdato de aménio inicial (2,5 x 102 mol L' em HNO;
0,2 mol LY. Solugdio de molibdato de aménio 5 x 10” mol L™ em HNO; 0,2 mol L™ foi utilizada
somente quando na presen¢a de acido oxalico 0,25% (m/v) com a finalidade de eliminar-se a

interferéncia de silicato (item 3.1.4.1).
3.1.3. Comparagdo entre os redutores dcido ascorbico e cloreto de estanho(l])

Assim como o acido ascorbico, solugio de cloreto de estanho(II) tem sido utilizada como
redutor na determinag@o de fosfato (APHA, 1995 e Reis, 1992). Comparagio entre as solugdes de
acido ascorbico e SnCl, foi proposta a fim de avaliar-se o desempenho das duas solugdes
redutoras na determinagao de fosfato.

Realizou-se testes utilizando solu¢ao de SnCl, 1,0 x 10" mol L' contendo sulfato de
hidrazina 0,8% (m/v) em HCI 2,5 x 10" mol L', Os resultados obtidos com acido ascérbico e

cloreto de estanho(II) estdo apresentados nas Figuras 13 e 14 respectivamente.
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Figura 13. Influéncia do agente redutor no sinal analitico de fosfato. Condi¢des: molibdato de
amonio 2,5 mmol L™ em HNO; 0,2 mol L™, acido ascorbico 2% com 100 mg L™ de Sb. (A)
branco, (B) 0,02 mg L™, (C) 0,05 mg L"', (D) 0,1 mg L', (E) 0,2 mg L™, (F) 0,4 mg L™, (G) 0,6
mg L. Y= (0,0020,001)+(0,066+0,003)X; R=0,996.
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Figura 14. Influéncia do agente redutor no sinal analitico de fosfato. Condi¢des: molibdato de
amdnio 2,5 mmol L em HNO; 0,2 mol L™, SnCl, 1 x 10 mol L com sulfato de hidrazina
0,8% em HCI 2,5 x 10" mol L' . (A) branco, (B) 0,02 mg L, (C) 0,05 mg L, (D) 0,1 mg L™,
(E)0,2mg L, (F)0,4mgL", (G)0,6 mgL" Y= (0,0009£0,0005)+(0,0320,002)X; R=0,995.
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A utilizag¢do da solu¢@o de acido ascorbico mostrou vantagens sobre o redutor cloreto de
estanho(II), podendo ser observado na Figura 13 maior sensibilidade na faixa de concentragio
estudada e também diminui¢do do efeito Schlieren. O preparo da solugdo de cloreto de estanho
foi extremamente trabalhosa, uma vez que Sn(Il) € facilmente oxidado a Sn(IV), sendo que este
ultimo, é soluvel sob condi¢des drasticas (HCI concentrado a quente). Reis e colaboradores
(1992) sugeriram solugdo de SnCl; 0,01% (m/v) contendo sulfato de hidrazina 0,35% (m/v) em
H,S04 1,5 x 10 mol L. Porém, nio foi possivel o preparo desta solu¢do no meio acido sugerido
utilizando-se o reagente SnCl, disponivel no laboratério. Optou-se portanto em manter-se o

redutor inicial que também € menos toxico.
3.1.4. Interferéncia de silicato na determinagdo de fosfato

A metodologia comumente utilizada para a determinagdo de fosfato e silicato envolve a
rea¢do destes ions com molibdato em meio acido produzindo as espécies de colora¢do amarela
molibdofosfato e molibdosilicato (APHA, 1995). Quando baixas concentra¢des de fosfato e
silicato sdo monitoradas, a formagdo do azul de molibdénio ¢ requerida, onde o Mo(VI) é
reduzido a Mo(V) ocorrendo a intensificagdo da cor do produto de reag¢do, aumentando desta
forma a sensibilidade do método. A seletividade tem sido alcan¢ada explorando-se as diferengas
entre a cinética de formagdo dos heteropoliacidos (Ingle e Crouch, 1971;Kircher e Crouch,
1983a).

Levine e colaboradores (1955) propuseram a determinag@o de fosfato através da reagio
do azul de molibdénio em aguas contendo arsénio, silicio e germanio, elementos que ao reagirem
com molibdénio também formam heteropoliacidos produzindo o composto azul detectavel no
mesmo comprimento de onda. O trabalho envolve a utilizagdo de agentes redutores tais como
cloreto estanhoso e acido 1-amino-2-naftol-4-sulfonico e ha pré-concentragio de fosforo através
da coprecipitagdo com hidroxido de aluminio.

Em 1962 Murphy e Riley propuseram a utiliza¢do de antimonio(Ill) (como tartarato de
antiménio e potassio) a fim de acelerar o desenvolvimento da cor azul oriunda da redugdo do
heteropoliacido pelo acido ascorbico.

No tocante aos procedimentos analiticos, verifica-se ao longo dos anos uma crescente
automagdo dos métodos em fung¢do de suprir necessidades como o grande numero de amostras

existentes principalmente nas areas clinicas e ambientais, além da necessidade da geragdo de
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resultados rapidos devido a possiveis problemas de deterioracdo de amostras. Skeggs, (1957)
dando o primeiro passo na execugio de processos analiticos, reportou o transporte da aliquota de
amostra num fluxo transportador do ponto de introdugdo até a unidade de detecc¢do. Esta
abordagem tem sido denominada como Analise em Fluxo Continuo (segmentado) (Zagatto e
colaboradores, 1999).

Com o advento da Analise por Inje¢cao em Fluxo, muitos foram os trabalhos publicados
para a determinagdo de fosfato (Ruzicka e Stewart, 1975) bem como para a determinagdo
seqiiencial de fosfato e silicato (Jacintho e colaboradores, 1989; Ohashi e colaboradores, 1979,
Mas e colaboradores, 1990). Neste modo de analise, a amostra € introduzida no fluido
transportador através de uma seringa ou de uma valvula de inje¢do sendo transportada ao detector
(Ruzicka e Hansen, 1975; Stewart e colaboradores, 1976).

Mais recentemente, em 1990, a Analise por Inje¢do Sequencial (Ruzicka e Marshall,
1990) mostrou suas vantagens em relagdo a Analise por Inje¢do em Fluxo no tocante a
monitoramento ambiental e de processos e também a possibilidade de realiza-lo in-loco, devido a
simplicidade do sistema e minimiza¢do de correntes reconfiguragdes mecanicas do mesmo.
Masini e colaboradores (1995) propuseram a determinagdo de fosfato em bioprocessos,
possibilitando o seu monitoramento on-line. A determinag@o seqiencial de fosfato e silicato em
aguas naturais e residuais, bem como cultura de algas em agua do mar, também tem sido
proposto no sistema SIA, visando principaimente o monitoramento in-loco destas espécies (Mas-

Torres e colaboradores, 1997; Thomas e colaboradores, 1997; Galhardo e Masini, 2000).

3.1.4.1. Utilizag@o de acidos organicos

Acidos organicos (tais como tartarico e oxalico) podem ser usados para viabilizar a
determinacdo de fosfato na presenga de silicato e vice-versa, dependendo se o acido organico é
adicionado antes ou depois da formagdo do heteropoliacido. Se o acido organico e o reagente
molibdato de amodnio (ou de sodio) sdo adicionados a solugdo contendo fosfato e silicato,
somente o fosfomolibdato € formado. Porém, se houver a formagdo prévia dos dois
heteropoliacidos e posteriormente a adi¢gdo do acido organico, somente o silicomolibdato ¢
mantido em solugdo ( Chalmers e Sinclair, 1966).

Feigl (1949) relatou a importancia analitica de certos heteropoliacidos nos quais anidridos

de acidos inorganicos sdo combinados com acidos orgédnicos. Sdo eles o acido silicomolibdico,
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H,[CeH4(O)(CO0) MoOs] e dois acidos oxalomolibdicos, Hz2[C204.M003] e Hy[C204.2M005]. A
molécula de MoQO; provavelmente coordena-se com o oxigénio do grupo carbonila. Feigl (1949)
evidencia a a¢do mascarante de certos compostos, mencionando o fato do acido oxalico ser
padrdo primario para o permanganato de potassio e que a presenga de acido molibdico pode agir
como mascarante contra o permanganato de potassio devido a forma¢do dos acidos

oxalomolibdicos, Hz[CzO4.MOO3] € Hz[C204.2MOO3].

Hz[MOO3.C204] ou MoQO3;.H,C,04 — MoO; + H,C,0,

Contudo, o fosfomolibdato ndo se formara até que todo acido oxalico tenha se combinado
com o acido molibdico. Um excesso de molibdato deve estar presente para a formagdo do

fosfomolibdato (Feigl, 1949).

Inicialmente verificou-se a interferéncia de silicato na determinagdo de fosfato
construindo-se uma curva analitica utilizando-se solugdes padrio de silicio contaminadas com 2,0

mg L' de P. A Figura 15 mostra o resultado obtido.
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Figura 15. Interferéncia do silicato na determinag¢do de fosfato. Aos padrdes utilizados foram
adicionados 2 mg L™ de P-PO,”". Condi¢des: molibdato de aménio 2,5 x 102 mol L' em HNO,
02 mol L' e acido ascorbico 5% (m/v) contendo 100 mg L' de Sb.
Y=(0,078+0,003)+(0,0024+0,0001)X, R=0,997.

Como pode-se verificar na Figura 15, a medida que a concentragdo de silicio aumenta,
ocorre um aumento proporcional na absorbancia. Chalmers e Sinclair (1966) utilizaram solugio
0,125 mol L™ de molibdato de sodio contendo acido tartarico 0,17 mol L™ em HCl 3,0 mol L’
para contornar a interferéncia de silicato na determinagdo de fosfato.

Um teste preliminar foi realizado com a solu¢do mencionada acima utilizando-se padrao
2,0 mg L' de P-PO4>". O sinal registrado apresentou um decréscimo de 94,24% em relacio ao
sinal obtido com a mesma solug¢do padrao quando utilizado o reagente empregado inicialmente,
molibdato de amonio 2,5 x 10> mol L em HNO, 0,2 mol L', Diminuiu-se entdo a concentragio
de 4cido tartarico para 0,1 mol L observando-se uma variagdo de 33,17% no sinal analitico. A

Figura 16 mostra o resultado obtido.
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Figura 16. Influéncia da concentragio de acido tartarico no sinal analitico da solugdo padrido 2
mg L' de P-POS . A 2 mg L' de P utilizando-se 2.5x 10° mol L™ de molibdato de amédnio em
0,2 mol L' de HNOs. B: 2 mg L' de P utilizando-se 0,125 mol L de molibdato de sodio
contendo 0,1 mol L™ de 4cido tartarico em 3 mol L' de HCI. C: 2 mg L™ de P utilizando-se 0,125
mol L de molibdato de sodio contendo 0,17 mol L™ de 4cido tartarico em 3 mol L' de HCI. O

branco equivale a 40% do sinal de A.
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Figura 17. Influéncia do acido tartarico na eliminagdo da interferéncia de silicato na
determinacdo de fosfato. Aos padrdes utilizados foi adicionado 2 mg L' de P. Condigdes: (A)
molibdato de aménio 2,5 x 10 mol L' em HNO; 0,2 mol L™ ¢ acido ascorbico 5% (m/v)
contendo 100 mg L' de Sb. (B) molibdato de sédio 0,125 mol L™ contendo 0,1 mol L de acido
tartarico em HC1 3,0 mol L™ e acido ascorbico 5% (m/v) contendo 100 mg L™ de Sb.

De acordo com a Figura 17 podemos verificar a eficiéncia do acido tartarico na
elimina¢do da interferéncia de silicato na determinagdo de fosfato.

Dando prosseguimento aos estudos de interferéncia, testou-se solugdes de molibdato de
amonio contendo acido tartarico e acido oxalico.

Uma solugio padrdo 2 mg L™ de P foi utilizada como padrdo de controle na realizagio de
testes preliminares. Inicialmente utilizou-se como reagente uma solugdo de molibdato de aménio
2,5 x 107 mol L™ em HNO; 0,2 mol L. Nio foi verificado sinal analitico quando uilizada
solugdo de acido oxalico 0,02 mol L} ou solu¢do de acido tartarico 0,1 mol L a esta solugdo.
Decidiu-se por aumentar a concentragdo de molibdato de aménio uma vez que a relagdo de Mo
para P na formagio do fosfomolibdato ¢ de 12 para 1. Preparou-se duas solugdes distintas de
molibdato de amdnio 5,0 x 107 mol L' em HNO; 0,2 mol L'l, onde adicionou-se acido oxalico

0,02 mol L™ na primeira solugio e acido tartarico 0,1 mol L" na segunda solu¢do. O sinal
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analitico foi observado para a solugdo de 2 mg L de P somente quando a solu¢do de molibdato
de amonio contendo acido oxalico foi utilizada.

Diminuiu-se entdo a concentracdo de acido tartarico para 0,01 mol L' em ambas as
solu¢des de molibdato de amoénio (2,5 x 10° mol L € 5,0 x 10” mol L") visando a obteng¢do do
sinal analitico para a solugdo de 2 mg L™ de P. Construiu-se curvas analiticas utilizando-se as
solu¢des de molibdato de aménio contendo o acido orgénico em meio de acido nitrico. Foram
utilizadas solugdes padrdo de silicato na faixa de 10 a 40 mg L' (Si) contendo 2 mg L™ de Pa
fim de observar-se a minimizagdo da interferéncia de silicato. A Figura 18 mostra os resultados

obtidos.
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Figura 18. Influéncia dos acidos orgédnicos na eliminagdo da interferéncia de silicato na
determinagio de fosfato. Aos padrdes utilizados foram adicionado 2 mg L™ de P-PO,* e utilizou-
se acido ascorbico 2% (m/v) contendo 100 mg L™ de Sb. Condi¢es: (A) molibdato de amdnio 5
x 10 mol L contendo 0,02 mol L de acido oxalico em HNO; 0,2 mol L™, (B) molibdato de
aménio 5 x 107 mol L™ contendo 0,01 mol L™ de acido tartarico em HNO; 0,2 mol L. (C)
molibdato de aménio 2,5 x 10° mol L contendo 0,01 mol L™ de acido tartarico em HNO; 0.2
mol L™,

Pode-se observar que a interferéncia de silicato foi contornada quando utilizada solugdo

de molibdato de aménio 2,5 x 10° mol L contendo acido tartarico 0,01 mol L' em HNO; 0,2
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mol L e também quando utilizada solugdo de molibdato de aménio 5,0 x 10” mol L™ contendo
acido oxalico 0,02 mol L' em HNO; 0,2 mol L Porém, comparando-se o sinal obtido para as
curvas analiticas quando utilizadas as solu¢gdes de molibdato de amoénio contendo os acidos
organicos, com o sinal obtido para o padrdo 2 mg L de P quando utilizado o reagente molibdato
de aménio na auséncia de acido organico, verifica-se perda no sinal analitico. Para o reagente
molibdato de amdnio 5,0 x 10” mol L™ contendo acido oxalico 0,02 mol L em HNO; 0,2 mol L’
! a perda no sinal em relagdo a utilizagdo do mesmo reagente na auséncia do acido organico, foi
de 11,30%. Ja, no caso do reagente molibdato de aménio 2,5 x 10® mol L' contendo acido
tartarico 0,01 mol L' em HNO; 0,2 mol L', a perda no sinal foi de 53,94%. Diante deste
resultado, optou-se pela utilizagao do reagente molibdato de amonio 5,0 x 10” mol L contendo
acido oxalico 0,02 mol L' em HNO; 0,2 mol L para contornar a interferéncia de silicato na

determinagdo de fosfato.
3.2. Determinacio de Silicato
3.2.1. Interferéncia de fosfato na determinagdo de silicato

Para realizar-se a determinagdo de silicato na presenga de fosfato, solugdo de acido
oxalico foi aspirada para a bobina coletora apos a formagido dos complexos de molibdénio. A
concentracio estabelecida de acido oxalico foi de 10% (m/v), baseado em Borggaard e Jorgensen
(1985).

Para a determinac¢do de silicato na presenga de fosfato se faz necessario uma mistura
eficaz da amostra com o reagente molibdato de amonio para que haja formagio completa dos
acidos fosfomolibdico e silicomolibdico. Para tanto, numa etapa inicial, foi utilizada uma cidmara

de mistura com volume interno de 0,78 mL acoplada a uma das portas da valvula seletora.
3.2.1.1. Influéncia da temperatura na determinagdo de silicato

A formagdo do silicomolibdato ¢ mais lenta que a formagdo do fosfomolibdato (Chalmers
e Sinclair 1966). A velocidade da reag¢@o para formagdo do silicomolibdato é favorecida quando
esta ocorre com aquecimento (Kuroda e colaboradores 1985; Borggaard e Jorgensen 1985; Floch

e colaboradores, 1998). Yokoyama e colaboradores (1982) reportaram sobre a determinagdo de
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acido silicico utilizando um sistema FIA no qual as bobinas de rea¢io foram imersas em banho
de silicone a 50°C ou 80°C. No estudo realizado a 50°C, verificou-se aceleracio na velocidade de
formacio do silicomolibdato bem como a eliminagao da interferéncia de fosfato quando utilizado
acido oxalico. Trabalhando-se na temperatura de 80°C, observou-se que mais de 90% do acido
silicomolibdico formado foi reduzido ao complexo azul. Porém, nota-se uma queda no sinal do
complexo azul quando este é gerado na temperatura de 80°C na presenga de acido oxalico. Isto
ocorre devido a decomposigdo do acido silicomolibdico pelo acido oxalico em temperaturas altas
como 80°C.

Nesta primeira etapa do estudo da interferéncia de fosfato na determinagio de silicato,
utilizando-se a camara de mistura no sistema S1A, a influéncia da temperatura foi verificada na
formacgdo do silicomolibdato. Para tanto, construiu-se curvas analiticas na faixa de concentragao
de 10 a 50 mg L' de Si contendo 2 mg L' de P, a temperatura ambiente e posteriormente a 40°C,

fazendo uso de banho-maria. Os resultados obtidos podem ser verificados na Figura 19.
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Figura 19. Influéncia da temperatura na determinagdo de silicato. Condi¢des: molibdato de
amdnio 5 x 107 mol L em HNO; 0,2 mol L™, acido oxalico 10% (m/v) e acido ascorbico 2%

(m/v) contendo Sb 100 mg L. (A) temperatura 40-42°C. (B) temperatura ambiente.
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A formagdo do complexo azul proveniente da redugdo do silicomolibdato quando
procedida a 40°C, ndo apresentou aumento significativo na sensibilidade. Porém, no experimento
realizado a 40°C, observa-se um aumento significativo no sinal relativo ao padrao de 10 mg L™
de Si quando comparado ao sinal relativo ao padrdo 2 mg L™ de P. Podemos concluir um maior
rendimento na formag@o do silicomolibdato quando utilizado aquecimento, visto que, para o
experimento realizado a temperatura ambiente, ndo houve varia¢@o significativa entre os dois
primeiros padrdes injetados, mostrando desta forma, a formagao preferencial do fosfomolibdato.

No entanto, optou-se em realizar a determinagdo de silicato em temperatura ambiente. Isto
porque, como mencionado anteriormente, o ganho na sensibilidade ndo foi significativo além da

preferéncia em utilizar-se uma configura¢do simplificada do sistema SIA.
3.2.1.2. Influéncia da concentragdo do reagente molibdato de amoénio

Partiu-se entdo para o estudo da concentragdo do reagente molibdato de amoénio que foi
aumentado para 1,0 x 107 mol L. Para a determinagdo de silicato na presenga de fosfato, é
necessaria a utilizagdo de uma concentragdo maior do reagente molibdato de amdnio pelos
seguintes motivos:

(1) Tanto na formagdo do fosfomolibdato como do silicomolibdato a relagdo
estequiométrica do Mo para Si ou P é de 12:1. Ou seja, um certo volume de solugio 50 mg L™ de
Si, cuja concentragdo expressa em mol L' seria 1,78 x 107, requereria 0 mesmo volume dessa
solu¢dio 2,13 x 102 mol L' de molibdénio para manter a relago estequiométrica.

(ii) acelerar a reagdo de formagao do silicolibdato que € reconhecidamente mais lenta que
a reag¢do de formagdo do fosfomolibdato (Chalmers e Sinclair, 1966).

Utilizando-se padrdes na faixa de concentragiio de 10 a 50 mg L™ de Si contendo 2 mg L'
de P, foram obtidas curvas analiticas em temperatura ambiente. Os resultados estdo apresentades

na Figura 20.
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Figura 20. Influéncia da concentra¢do de molibdato de aménio na determinagdo de silicato.
Condigdes: (A) molibdato de amdnio 5 x 10? mol L' em HNOs 0,2 mol L™ (B) molibdato de
aménio 1 x 102 mol L' em HNO3 0,2 mol L. Demais condi¢des: 10% (m/v) de acido oxalico,

acido ascorbico 2% (m/v) contendo 100 mg L' de Sb e temperatura ambiente.

Um consideravel aumento na sensibilidade foi verificado quando utilizada solugdo de
molibdato de aménio 1,0 x 102 mol L' em HNOs 0,2 mol L. Vale lembrar que no experimento
anterior foi utilizado solucdo de molibdato de aménio 5 x 10 mol L em HNO; 0,2 mol L™
Como mencionado no item anterior, ndo foi observado sinal na determinagdo de silicato quando
injetado o padrao de 10 mg L' de Si a temperatura ambiente. Porém, a falta do reagente
molibdato de amonio também compromete a formagéo do silicomolibdato.

Concentragio de molibdato de aménio superior a 1,0 x 10% mol L ndo foi verificada
devido a dificuldade na dissolugio do sal.

A condi¢@o adotada para contornar-se a interferéncia de fosfato foi: solugdo de acido
oxalico 10% (m/v), molibdato de amoénio 1,0 x 102 mol L7 em HNO; 0,2 mol L'l, acido
ascorbico 2% (m/v) com 100 mg L™ de Sb e temperatura ambiente. Construiu-se entdo duas
curvas de interferéncia de fosfato. A primeira utilizando-se padrdes de 1 a 10 mg L de P
contendo 10 mg L™ de Si e a segunda curva utilizando-se padroes de 10 a 40 mg L' de P

contendo 40 mg L™ de Si. A Figura 21 mostra o resultado obtido.
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Figura 21. Interferéncia de fosfato na determinagdo de silicato. (A) solu¢des padrao contendo 40

mg L™ de Si; (B) solugdes padrio contendo 10 mg L' de Si.

Apés a obteng@o destes parametros preliminares para a determinagido de silicato na
presenga de fosfato, partiu-se para uma nova configurag¢@o no sistema SIA, substituindo a cdmara
de mistura por uma bobina de mistura. Esta nova tentativa teve por finalidade diminuir a
dispersdo ocasionada pela cdmara de mistura, revertendo em ganho na sensibilidade.

Mas e colaboradores (1990) reportaram sobre a determinagdo simultdnea de fosfato e
silicato em FIA. Para tanto foi utilizada a diferenga entre a cinética de formagdo dos dois
heteropoliacidos. O éacido fosfomolibdico forma-se mais rapidamente do que o acido
silicomolibdico o que permitiu a medida de ambas as espécies em tempos diferentes utilizando-se
rodamina B como agente redutor.

Mais recentemente, Mas-Torres e colaboradores (1997) propuseram analise simultinea de
fosfato e silicato por Injegdo Seqiiencial utilizando a técnica sanduiche (Alonso-Chamarro e
colaboradores, 1992) que consiste no uso de grandes volumes de amostra. A diferenga entre a
cinética de formagdo dos dois heteropoliacidos também foi utilizada levando-se em conta a
acidez do meio que promove um aumento na velocidade de formagio do fosfomolibdato quando
este é formado em pH menor do que 0,4 (Kircher e Crouch, 1983b). Para tanto, os autores
utilizaram dois grandes segmentos com 800 e 1200 puLL de amostra que so intercalados por 150
uL de molibdato de amédnio e 75 uL de vanadomolibdato, este preparado em HCl 0,65 mo! L™,
garantindo desta forma a rapida formagao do fosfomolibdato.

Primeiro € obtido o sinal analitico do fosfato. O acido oxalico destroi o fosfomolibdato

formado e pode-se entdo registrar o sinal do silicato sem interferéncia do fosfato.
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O procedimento proposto no presente trabalho utiliza duas seqiiéncias distintas de
operagdes para a determinagdo de fosfato e silicato. Na determinagdo de silicato fez-se uso de
duas segiiéncias sanduiche, porém com o intuito de obter uma mistura eficiente das zonas de
reagente e amostra. O primeiro sanduiche ocorre entre uma zona de amostra (100 uL) e duas do
reagente molibdato de aménio 1,0 x 10% mol L™ (150 pL), visando a completa formagdo do
silicomolibdato e fosfomolibdato, uma vez que este ¢ mais lentamente formado quando
comparado ao fosfomolibdato.

A Figura 22 mostra o resultado do estudo da sobreposi¢dao das zonas de reagente e
amostra em fungdo do volume e sequéncia de aspiracdo de ambos. Para isso foi utilizado o
corante azul de bromotimol no lugar do reagente ou da amostra € como solugdo transportadora
utilizou-se tampdo borato 0,01 mol L. Na Figura 22 A intercalando-se 100 pL da amostra entre
duas zonas de 150 uL de reagente, verifica-se a completa sobreposi¢ao da zona de amostra pelas
zonas de reagente. Nestas condigdes, quando constroi-se a curva analitica para silicato, observa-
se a faixa de resposta linear iniciando-se com a solugdo de Si 10 mg L. O aumento da
sensibilidade pode ser obtido aumentando o volume da amostra para 200uL. Porém, a partir da
Figura 22 B observa-se que a mistura ndo ¢ efetiva devido a insuficiéncia de reagente. Um bom
resultado foi alcangado, combinando-se sensibilidade e a eliminagdo da interferéncia de fosfato,
segmentando os 200 pL de amostra com 100uL de molibdato de amdnio obtendo-se desta forma,

uma efetiva sobreposi¢do da zona de amostra com as zonas de reagente (Figura 22 C).
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Figura 22. Interpenetragdo entre as zonas de amostra e reagente usando azul de bromotimol no
lugar do reagente (R) e amostra (S) na bobina auxiliar da Figura 7. Sequéncias: 150 uL. R, 100
ul S, 150 pL R; (B) 150 uL R, 200 uL S, 150 pL R; (C) 150 uL R, 100 uL S, 100 pL R, 100 uL

S, 150 uL R.

A segunda seqii€ncia sandwich utilizada, refere-se a mistura reacional previamente
preparada e o acido oxalico, usado para destruir o fosfomolibdato. Nesta segunda seqiiéncia
sanduiche fez-se necessario duas seqii€ncias (volume) com a mistura reacional, acompanhadas
por acido oxalico (volume) (Figura 23). Este duplo sanduiche ¢ propulsionado para a bobina
auxiliar. Nesta sequéncia de etapas promove-se a interpenetragdo entre a zona contendo os

heteropoliacidos e a zona de acido oxalico, ocorrendo a destrui¢do do acido fosfomolibdico e

04

03|

02

01

00 R =

Tempo (s)

40

04

20
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Figura 23. Esquema da seqiiéncia sanduiche utilizada para destrui¢do do fosfomolibdato.
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Construiu-se uma curva analitica no intervalo de 5 a 50 mg L' de Si. O resultado esta

apresentado na Figura 24.
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Figura 24. Curva analitica de silicato. Condi¢des: molibdato de amdnio 1,0 x 102 mol L' em
HNO; 0,2 mol L, solugio de 4cido oxalico 10% (m/v), acido ascérbico 2% (m/v) com 100 mg
L7 de Sb. y=(-0,010+0,001)+(0,00373+0,00005)x; R=0,999. Demais condi¢des similares a

Figura 7.
3.3. Determinacio Seqiiencial de Fosfato e Silicato

Para a construgio da curva analitica de 12 10 mg L de P e de 5 a 50 mg L™ de Si, foram
fixados os seguintes parametros: solugdo transportadora agua, molibdato de aménio 5 x 10° mol
L com 0,25% (m/v) de acido oxalico em HNO; 0,2 mol L', molibdato de aménio 1 x 10 mol
L™ em HNO; 0,2 mol L™, 4cido oxalico 10% (m/v), acido ascorbico 2% (m/v) com 100 mg L de
Sb, bobina coletora com 1000 uL de volume interno, bobina auxiliar e bobina de reagdo, vazio
igual a 100 uL s' e A = 660 nm (ver Figura 7). A Figura 25 ilustra o resultado obtido na

determinagdo sequencial de fosfato e silicato.
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O limite de detecgdo foi calculado considerando trés vezes o desvio padrdo do coeficiente
linear da curva analitica somado ao sinal do branco (Miller e Miller, 1988). Para o fosfato obteve-
se 0,1 mg L e para o silicato 1 mg L. O método tem uma freqiiéncia de amostragem para o

fosfato de 75 amostras h™' e para o silicato de 40 amostras h™.
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Figura 25. Registro do sinal para a determinag@o sequiencial de fosfato e silicato. 232 unidades

arbitrarias corresponde a 0,1 unidades de absorbancia.
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3.4. Estudo de Interferentes

Dando prosseguimento ao estudo da determinag@o seqiiencial de fosfato e silicato, partiu-
se para o estudo de outros possiveis interferentes que podem estar presentes nas amostras de
interesse, tais como, agua e sedimentos. A Tabela 5 mostra possiveis ions interferentes extraiveis
de extratos de sedimentos, bem como espécies soluveis na agua verificados na determinagdo de

fosfato.

Tabela 5. Efeito de possiveis interferentes na determinagdo de fosfato.

Espécie  Concentra¢do (mg L Adicionado como E%
Al 50 AI(NO3)3.9 H,0 +1,68
Ca* 10 CaCl, 2,51
Cu*” ] Cu(NO;),.3 H,0 +0,11
Fe” 10 Fe(NO3)3.9 H,0 +0,34
Mn*” 10 MnCl, -5,59
Pb* 1 Pb(NO3), +0,68
Zn* 50 Zn(NOs),.6 H,0 2,79

Utilizou-se padrdo 2 mg L' de P no estudo dos interferentes Al’*, Ca**, Mn*™ e Zn>"; e
padrdo 5 mg L de P no estudo do restante dos interferentes, isto €, Cu®’, Fe’” e Pb*". Todos os
padrdes foram preparados em meio de HCI 0,1 mol L™ utilizando-se esta mesma solu¢do como
transportador.

Nio foram realizados estudos de interferéncia de possiveis ions metalico na determinac¢io
de silicato, devido a necessidade da utilizacio de padrdes em meio acido, ocasionando desta
forma a precipitagio do acido silicico.

O estudo de possiveis interferentes na determinagdo de fosfato, basicamente tem-se detido
a ions metalicos quando a matriz de interesse trata-se de solos ou sedimentos (McLeod e Clarke,
1978). Pode-se verificar interferéncia na determinagdo de fosfato quando encontram-se presentes

na amostra arsenato (0,1 mg L1 As), Cr(VI) (1 mg L") e NO;y (10 mg L'l) (APHA, 1995).



McLeod e Clarke (1978) propuseram a determinagdo de fosforo em solos na presenga de
Fe(IIl) e Fe(Il) utilizando solugdo de cloreto de hidroxilaménio na redug@o de Fe(III), anterior a
formacgdo do complexo azul de molibdénio. Fe(Il) pode interferir quando a razio Fe/P torna-se
maior que 500. Mas e colaboradores (1990) verificaram a interferéncia de acidos orgénicos na
determinagdo de fosfato e silicato em agua natural. Acido oxalico ndo apresentou interferéncia na
determinac¢do de fosfato na razdo de 200:1. Tartarato ndo interfere na razdo de 10:1. Para a
determinagdo de silicato, interferéncia de tartarato ndo foi verificada.

No estudo de interferentes realizado neste trabalho, Mn(Il) apresentou erro superior a 5%
quando presente na razdo de 5:1. Tratando-se de um metal presente em grande quantidade em

solos e sedimentos, seria interessante dar-se prosseguimento ao estudo desta interferéncia.
3.5. Analise de Amostras Reais

Inicialmente os métodos desenvolvidos para a determinagdo de fosfato e silicato por SIA
foram utilizados na analise de aguas e extratos de sedimentos dos reservatorios de Pirapora
localizado na regido metropolitana de Sdo Paulo, reservatorio de Barra Bonita, interior do estado
(270 km da capital) e reservatorio Billings, localizado na grande Sdo Paulo, municipio de Sio
Bernardo do Campo.

Para a anélise de aguas, todas as amostras foram filtradas em membrana de acetato de
celulose 0,45 um e entdo analisadas pelo método convencional da APHA (1995) e posteriormente
pelo método proposto. Nio foi possivel realizar a determinag@o de fosfato nas amostras de agua
devido sua concentragdo apresentar-se abaixo do limite de determinag¢@o do método proposto.

Para a determinagdo de silicato, os pardmetros adotados foram: solug¢do transportadora
agua, molibdato de aménio 1 x 102 mol L' em HNO; 0,2 mol L, 4cido oxalico 10% (m/v),
acido ascorbico 2% (m/v) com 100 mg L™ de Sb. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela
6.
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Tabela 6. Determinagéo de silicato em agua (mg L ™' em Si).

Amostras APHA SIA E%
Billings-1 nd* 22 e
Billings-2 nd* 20 e
Pirapora-1 49 4.6 -6,1
Pirapora-2 4,4 5,0 +14
Barra Bonita-1 5,2 477 -9.6
Barra Bonita-2 5,2 5,0 -3.8

> 2

* nd: ndo detectado

De acordo com a Tabela 6, podemos observar que os resultados das amostras Billings-1 e
Billings-2 estdo fora da faixa linear abordada na construgdo da curva analitica. Entretanto, os
valores sio maiores que o limite de detec¢do (1 mg L' de Si). Portanto silicato foi determinado
somente nas amostras provenientes de Pirapora e Barra Bonita nas concentra¢des de 4,8+0,2 e
4,9+0,1 mg L respectivamente.

A analise de sedimentos foi iniciada com a extra¢ido de fosforo de acordo com o método
proposto por Legg e Black (1955). Os extratos de sedimento para a determinagdo de fosforo total
foram obtidos a partir do aquecimento das amostras em mufla a 240°C por 1 hora, seguido pelo
tratamento com HCI concentrado a quente. A concentragdo de fosfato inorgénico foi obtida pelo
tratamento direto das amostras com HCIl concentrado a quente, enquanto a fragdo de fosfato
orgénico foi obtida pela diferenca entre o fosfato total e o fosfato inorganico. Nestes extratos de
sedimento foi determinado apenas o fosforo, devido ao silicato ser um dos constituintes naturais
do sedimento, na forma de areia e argilas, sendo irrelevante sua determinagdo. Os pardmetros
adotados para a determinag@o de fosfato: solug@o transportadora: agua, molibdato de aménio 2,5
x 107 mol L em HNOs 0,2 mol L™ e 4cido ascorbico 2% (m/v) contendo 100 mg L™ de Sb. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 7.



59

Tabela 7. Determinacdo de fosfato em extrato de sedimentos (mg kg™ em P).

Amostras APHA SIA E% APHA SIA E%
(P inorg) (P inorg) (Pt) Pt
Pirapora-1 3494 3392 -2.9 3760 3276 -13
Pirapora-2 1973 1807 -84 2110 1981 -6,1
Pirapora-3 2568 2278 -11 2836 2230 -21
Pirapora-4 898 982 +9.4 1098 1039 +5.4
Pirapora-5 4084 4038 -1,1 4466 4021 -10
Pirapora-6 2607 2318 -11 2943 2498 -15
Billings-1 3854 3757 -2,5 4014 4069 +1,4
Billings-2 2997 2755 -8,1 3069 2975 -3,1

* P inorg = fosfato inorgénico; P t = fosfato total.

De acordo com a Tabela 7 verifica-se que os resultados obtidos pelo método SIA sdo
sistematicamente menores que os obtidos pelo método da APHA.

Apos realizadas as determinagdes preliminares de fosfato e silicato nas amostras acima
mencionadas, outras determinacdes de fosfato e silicato foram feitas em amostras reais.
Trabalhou-se com dois grupos de amostras: extratos de sedimento e cultura de algas em agua do
mar. Para os dois grupos de amostras, determinou-se as concentragdes das espécies de interesse
pelo método SIA e pelo método da APHA a fim de obter a correlagdo entre eles.

Extratos de sedimentos provenientes de S diferentes pontos do rio Tieté foram analisados
pelos dois métodos, apresentados anteriormente. As amostras foram secas em estufa a 60°C por
24 horas. Em seguida foram desagregadas em almofariz de porcelana. Pesou-se (1,000 + 0,001) g
de amostra em tubos para centrifuga e adicionou-se 40 ml de solugdo de HCI 0,1 mol L.
Manteve-se sob agitagdo por duas horas a 200 rpm. As amostras foram centrifugadas e filtradas
em membrana 0,45 pum e posteriormente diluidas para 100 mL com HCI 0,1 mol L. A Tabela 8

mostra os resultados obtidos.
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Tabela 8. Resultados da concentragdo de fosfato em amostras de extrato de sedimentos expressos

em mg kg em P.

Amostras SIA APHA E%
Barra Bonita-1 51 44 +13,7
Barra Bonita-2 49 44 +10,2

Tecelagem-1 1429 1436 -0,4
Tecelagem-2 1039 1353 -3,3
Pirapora-1 356 353 +0,8
Pirapora-2 342 333 +2,6

Rasgdo-1 980 1031 -5,2

Rasgio-2 963 1037 -7,7

Billings-1 907 929 -2,4

Billings-2 887 899 -1,5

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 7 e 8, € verificado maior acumulo

de fosfato nos sedimentos amostrados na represa Billings do que em Pirapora, regido muito

atingida por descargas de esgotos provenientes da regido metropolitana de Sdo Paulo.

A Figura 26 mostra a correlagdo entre os métodos APHA e SIA, referente aos resultados

apresentados na Tabela 8.
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Figura 26. Correlagio entre os métodos APHA e SIA para determinagdo de fosfato em amostras

de extratos de sedimentos.

O grafico apresentado na Figura 26 mostra a correlagdo entre os métodos APHA e SIA
empregados na determinag@o de fosfato. Os valores obtidos da regressédo linear indicam o valor
de -7+14 para o coeficiente linear e 1,04+0,02 para o coeficiente angular. Observa-se que o valor
do coeficiente linear inclui O e o valor do coeficiente angular inclui 1 (Miller e Miller 1988),
indicando que os resultados apresentados pelos dois métodos n@o diferem significativamente,
mostrando desta forma que o sistema SIA foi eficiente para a determinagio de fosfato em extratos
de sedimentos.

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos da determinagdo de fosfato e silicato em meio de

cultura da alga 7. gracilis em dgua do mar.
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Tabela 9. Resultados da determinagdo de fosfato e silicato em culturas de algas em agua do mar

expressos em mg L' dePeSi

Amostras Fosfato Silicato

SIA APHA E% SIA APHA  E%
1 0,99 0,92 +7,6 13,07 12,23  +6,87
2 0,86 0,84 +24 13,18 12,23 +7,77
3 0,85 1,03  -17.5 13,12 12,00 +9.33
4 0,24 0,22 +9,09 5,07 7,17 -29.3
5 0,89 0,73 +21,9 8,02 7,91 +1,39
6 0,91 084 +83 8,48 8,18  +3,67
7 0,79 0,89 -11,2 8,02 791 +139
8 0,31 0,26 +19,2 5,93 5,75 +3,13
9 0,84 0,76  +10,5 8,24 7,99 +3,13
10 0,85 0,82 +3,66 7,94 8,06 -1,49
11 0,63 0,59 +6,78 8,32 7,99 +4,13
12 0,20 0,22 -9,09 3,99 4,96 -19,6

Para a determinagio de fosfato e silicato em meio de cultura de algas em agua do mar,
utilizou-se como solugdo transportadora e meio de preparo dos padrdes para a construgdo da
curva analitica, solu¢io de NaCl 0,5 mol L™ a fim de manter proximidade com a matriz em
estudo.

A comparagio dos resultados obtidos pelos dois métodos aplicados foi feita através do
teste t pareado (Miller e Miller, 1988) resultando o valor de t para o fosfato de 0,76 e o valor de t
igual a 0,11 para o silicato. Estes valores, frente ao valor tabelado para 11 graus de liberdade e
95% de confianga (t = 2,18), sugerem que ndo ha evidéncias de diferengas sistematicas entre os
dois métodos.

A técnica SIA pode ser uma ferramenta utilizdvel para estudo de velocidade de
assimilagdo de fosfato e silicato por organismos aquaticos dentro de condi¢des controladas,
gerando dados com caracteristicas de tempo real. Isto pode ser de grande utilidade para estudos
de processos de eutrofizagdo, bem como para o tratamento de aguas residuais por algas que

removem o excesso de nutrientes.
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4. CONCLUSOES

O sistema de analise por Injecdo Sequencial mostrou-se adequado as determinagdes de
fosfato e silicato nas amostras estudadas, apresentando caracteristicas que o tornam viavel para o
monitoramento destas espécies no proprio local de amostragem com caracteristicas de tempo real.
O sistema SIA possui uma configuragio simples que facilita seu transporte e sua acomodag¢io no
lugar de trabalho, podendo ser este um transporte fluvial. Neste caso, vale a pena mencionar que
o equipamento pode ser conectado a um computador lap-top e a espectrofotdmetros portateis, ja
disponiveis no mercado. O funcionamento do sistema de analise € possivel através de uma bateria
de 12 V. Outras caracteristicas importantes sao a versatilidade, robustez, além do sistema nio
necessitar de reconfiguragdo mecanica.

Outro topico a ser mencionado, € o volume de efluente gerado, uma vez que atualmente, a
necessidade de tratamento de residuos ¢ de grande importancia. Numa simples comparagdo entre
os métodos mais utilizados para a determinagdo de fosfato, o método da APHA (APHA, 1995)
gera 4,8 x 10° mol L' de molibdato de aménio para cada 100 mL de reagente combinado
preparado, suficientes para analisar 12 amostras. O sistema FIA para determinag¢do de fosfato
(Ruzicka e Hansen, 1988) possui uma freqiiéncia de amostragem de 120 amostras h'. Este
sistema despende 1,5 x 10 mols de molibdato de aménio por analise. Para o método proposto
nesta tese, tem-se a geragao de 3,75 x 107 mols de molibdato de amdnio por amostra analisada.
Podemos concluir que dentre as vantagens do sistema SIA, destacam-se a economia de reagentes
e consequentemente a redug@o na geragdo de efluente.

Porém, o sistema SIA também apresenta desvantagens. Por tratar-se de um equipamento
constituido por unidade unica, dependendo inclusive de um software apropriado, sua utilizagdo
torna-se limitada, ao contrario do FIA, no qual uma bomba peristaltica e uma valvula de injegio
sdo o suficiente para constituir um sistema de analise. Devido a necessidade do sistema SIA
executar o programa pré-estabelecido obedecendo a sequéncia de operagdes, isto torna sua
freqiiéncia de amostragem (75 amostras ht para fosfato) baixa quando comparado ao FIA (120
amostras h”' para fosfato). A sensibilidade alcangada com o sistema SIA ¢ 7 vezes menor que no
método da APHA, o que tornou o método proposto inviavel para a analise de fosfato em amostras

de aguas naturais dentro dos padrdes ditados pela resolugio CONAMA 20/1986 (0,025 mg L™).
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5. PERSPECTIVAS DE ESTUDOS FUTUROS

5.1. Pré-concentracio de Fosfato com Resina de Troca-idnica

O método SIA proposto para fosfato € aplicavel a extratos de sedimento, aguas residuais e
cultura de algas, porém, ainda ndo atinge a sensibilidade para determinagdo nos niveis de
concentragio recomendados pela resolugio CONAMA 20/1986 (0,025 mg L™). Neste sentido,
visando o desenvolvimento da metodologia para monitoramento in loco, aperfeicoamentos ainda
SA0 necessarios.

A determinagido de fosfato em baixas concentragdes em amostras de aguas naturais tem
sido realizada utilizando-se técnicas de pré-concentracido (Freeman e colaboradores, 1992; Reis e
colaboradores, 1990). A resina com especificagdo AG1-X8 da Bio-Rad na forma cloreto, tem
mostrado bons resultados na pré-concentragio da espécie PO,

Estudos preliminares para pré-concentragdo de fosfato em micro-coluna de troca-idnica
no sistema SIA foram efetuados.

Numa primeira etapa, confeccionou-se uma micro-coluna com dimensdes de 2,8 c¢cm de
comprimento e 4,0 mm de didmetro interno contendo a resina AG1-X8, a qual foi preenchida
com o auxilio de agua desionizada na sua forma original (forma cloreto). Diversos testes foram
realizados acoplando-se a micro-coluna de pré-concentra¢dao no sistema SIA até estabelecer-se a
primeira seqiiéncia de operagdes com resposta a pré-concentracdo de uma solu¢do padrio de 1
mg L' deP.

Estudou-se pardmetros como o volume de amostra injetado e o volume morto presente na
micro-coluna de pré-concentragdo. Tendo em mdos as primeiras condi¢des para a pré-
concentragio de fosfato, partiu-se para a construgdo da curva analitica na faixa de 0,01 a 0,1 mg

L de P. Os resultados obtidos sao mostrados nas Figura 27.
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Figura 27. Curva analitica de fosfato apos pré-concentragdo em resina de troca-idnica. Faixa de
trabalho 0,01 a 0,1 mg L™, Condigdes: HNOs 0,2 mol L™ (solugio transportadora); molibdato de
amédnio 2,5 x 10” mol L™ em HNOs 0,2 mol L™'; acido ascorbico 2% (m/v) contendo 100 mg L™
de Sb; volume de amostra injetada na coluna: 1500 pL; volume morto: 130uL; volume de
amostra destinado a analise: 200 pL.; Y=(-0,0031+£0,0006)+(0,44+0,01)x; L.D. = 0,004 mg L’
' R=0,999.

Nas condigdes experimentais descritas na Figura 27 obteve-se o valor do limite de
deteccdo igual a 0,004 mg L' o que viria a permitir sua aplicagdo no estudo de aguas naturais
atendendo a resolucio CONAMA. Entretanto, varios estudos devem ser realizados antes de
estabelecer-se 0 método, incluindo a investigagdo do processo de retengdo de fosfato na coluna,
bem como as condig¢des para lavagem e pré-condicionamento da mesma entre uma amostra e
outra no sistema SIA.

De acordo com os resuitados preliminares, ja verificamos o bom desempenho do modo de
pré-concentragdo no sistema SIA, podendo ser aplicavel a amostras de agua natural dentro do

limite de concentragdo exigido pela resolugdo CONAMA 20/1986.



IV. DETERMINACAO DE NITRITO E NITRATO
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1. INTRODUCAO

Niveis de nitrogénio em sistemas aquaticos, assim como o foésforo, estio intimamente
ligados com o excessivo crescimento de algas. A faixa de concentra¢do de nitrogénio total em
aguas pode variar desde abaixo de 0,1 mg L' para quantidades maiores que 10 mg L, em
ambientes que apresentam poluigdo.

As formas de nitrogénio de maior interesse em ambientes aquaticos s3o nitrato, nitrito,
amonia e nitrogénio organico. Essas formas sdo todas interconvertidas umas nas outras e também
como nitrogénio molecular. Dentre as formas no qual se encontra o nitrogénio, nitrato ¢
usualmente encontrado em aguas.

Elevados niveis de nitrato justificam o interesse clinico devido a possibilidade de ocorrer
ligagdes deste com a metahemoglobina (sindrome do bebé azul), e cancer do tipo gastrico
estomacal. A Organizagdo Mundial da Saiude tem estipulado niveis de nitrato e aménia em aguas
para consumo publico. Estas concentragdes sdo apresentadas na Tabela 10 (Robards e

colaboradores, 1994).

Tabela 10. Maximo de concentragdo admitida (MAC) para varias espécies em aguas usada para

consumo humano (Robards e colaboradores, 1994).

Espécie MAC (mgL™)
Nitrato 11,3
Amodnia total 0,38
Nitrito 0,03
Nitrogénio Kjeldahl 1
Fosfato 1,091

O nitrogénio organico, ocorre de maneira natural como uréia, proteinas, peptideos e
acidos nucléicos, assim como numerosas substancias organicas sintéticas.

A Figura 28 ilustra as diferentes fra¢gdes de nitrogénio em aguas naturais.
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NitrogéTio Total
Nitrogénio Total Particuladic Nitrogénio Tc‘naI Dissolvido
Nitrogénio Inorgénico Dissolvido Nitrogénio Orgénico Dissolvido
|
Nitrsto Nitrito Amonia

Figura 28. Especiacdo de nitrogénio em aguas naturais.

O nitrogénio pode vir de processos normais como hidrolise da uréia e de fontes
antropogénicas como uso do nitrito como inibidor de corrosdo em processos industriais. Amonia
¢ um produto do decaimento microbiologico de proteinas de plantas e animais e é aplicado
diretamente ao solo como fertilizante. A presenga de amonia em aguas de superficie usualmente
reflete na poluigdo de origem doméstica, contudo, sua presenca em aguas resulta também de
processos microbioldgicos. O nitrato ocorre como um estagio intermediario na decomposi¢éo
microbiologica de compostos contendo nitrogénio. Bactérias convertem a amonia para nitrito sob
condi¢dio anaerdbica. A forma mais oxidada do nitrogénio, comumente encontrada em aguas, € o
nitrato.

Sob condigbes aerdbicas, bactérias convertem nitrito em nitrato. Grandes quantidades de
nitrato sdo também formadas pela conversdo direta do nitrogénio atmosférico pela luz.
Evidéncias mostram que o uso de fertilizantes ¢ o maior contribuinte para o aumento de niveis de
nitrato em rios. Muitas das particulas no solo sdo carregadas pela chuva e pelo solo lixiviado. O
ciclo do nitrogénio no solo € extremamente complexo e a quantidade de nitrato depende de uma
série de fatores, incluindo condigbes fisicas e quimicas do solo, chuva, etc.

Métodos espectroscOpicos indiretos para determinagdo de nitrato sio comumente
baseados na reduc¢do a nitrito. Esses métodos utilizam redutores homogéneos como hidrazina ou
titinio(I1I) ou redutores heterogéneos como zinco, zinco amalgamado, cadmio ou borohidreto de
sddio. O nitrito produzido pela redugdo pode ser determinado diretamente ou sofrer uma reagéo
de diazotagdo (Reacdo de Griess) que permite medidas a 545 nm. O procedimento de redugdo

com cadmio é amplamente usado em sistemas automatizados com uma coluna de cadmio
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cobreada (Cd-Cu) ou mais recentemente com a utilizagdo de uma bobina de rea¢do de cadmio
cobreada (Robards e colaboradores, 1994). Sawicki e colaboradores (1963) compararam 52
métodos espectroscopicos para determinagdo de nitrito onde uma vasta gama de reagentes sdo
mencionados. Devido a caracteristica eletroativa do nitrito, este pode ser determinado por
amperometria (Mori, 1998; Rocha, 2001). Porém para a determinac@o de nitrato a utilizagio de

agentes redutores continuam sendo empregados, na sua maioria colunas redutoras de Cd-Cu.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes e Soluc¢des Utilizadas

A solugdo estoque de nitrito (100 mg L N-NOy) foi preparada a partir do sal nitrito de
sodio e armazenada em frasco ambar, sob refrigeragdo, na presenga de duas gotas de cloroformio
para melhor preservagdo. Solugdo estoque de nitrato (100 mg L' N-NO3) foi preparada
utilizando-se o sal nitrato de potassio previamente seco em estufa a 110°C por 5 horas.
Armazenou-se a solu¢do em frasco de polietileno.

Para a determinagdo de nitrito e nitrato foram utilizados os seguintes reagentes e solugdes:

1. solugdio transportadora: solug¢do tampdo hidroxido de amodnio/cloreto de amonio
(pH~8,5), preparada a partir de 13 g do sal cloreto de amonio e 1,7 g de EDTA em baldo
volumétrico de 1 litro. O pH foi ajustado com hidroxido de amonio, acertando-se 0 menisco com
agua destilada.

2. reagente de Griess: preparado a partir de 5 g de sulfanilamida (SPA) em 0,3 L de HCI
1,2 mol L. Em seguida adicionou-se 0,5 g de dicloridrato de N-(1-naftil)etilenodiamina (NED)
ajustando-se o volume para 0,5 L.

Micro-coluna para redugéo foi confeccionada com a dimenséo 3 cm de comprimento e 2,5
mm de didmetro interno. Utilizou-se no preenchimento da coluna cadmio em granulos (20-50
mesh). O cadmio metalico foi tratado previamente com HCI 2,0 mol L e em seguida lavado com
agua desionizada. Na proxima etapa, adicionou-se solugdo de HNOs 0,3 mol L. Este tratamento
com HNO; é bem rapido, seguido de lavagem abundante com agua desionizada. Novamente
trata-se o cadmio com HCI para remover residuos de NO3', lavando-se em seguida com agua
desionizada. Posteriormente, adicionou-se a esta solugdo 1% de CuSOs (m/v) agitando-se
suavemente por trés minutos. Lavou-se o cadmio cobreado com agua desionizada até eliminar
por completo o cobre coloidal remanescente. Em seguida os granulos do metal tratado foram
imersos em solugdo tampao NH4OH/NH4CI, pH=8,5 em presenca de EDTA.

A coluna foi preenchida tapando-se uma das extremidades com flocos de 13 de vidro, e
com o auxilio de um conta gotas, preencheu-se o interior da mesma com a solugdo tampdo
NH4OH/NH,4CI, pH=8,5. Posteriormente, utilizou-se uma espatula a fim de se transferir o metal

para dentro da coluna, tomando-se o cuidado para que esta permanecesse sempre preenchida com
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a solucdo tampdo. Apos o preenchimento da coluna, colocou-se flocos de 1 de vidro na outra
extremidade para impedir a saida do metal. As extremidades da coluna, foram conectados tubos
de teflon (» 4cm de comprimento e 0,8 mm de didmetro interno) para obter-se uma melhor

adaptagdo destas a porta a ser utilizada na valvula seletora.
2.2. Procedimento
2.2.1.Determinagdo seqiiencial de nitrilo e nitralo

Para a determinagdo seqiiencial de nitrito e nitrato foi utilizada a configuragdo do sistema

STA mostrado na Figura 29.

Bobina Coletora

D ESSIESSS——

Pistio /'Sl"éﬁ?eageme 1
{ _3| Amostra
1
Transportador Reagente 2

Detector Reator

Figura 29. Esquema utilizado para a analise de nitrito e nitrato com coluna redutora de Cd-Cu.
Caracteristicas do sistema: bobina coletora (comprimento = 3 m; didmetro interno = 0,8 mm);
bobina de reagdo (comprimento = 50 ¢m; didmetro interno = 0,8 mm); vazio = 100 uL s cela
de fluxo de quartzo (V = 80 pL); A=540 nm. Solugdo transportadora: solugdo tampio
NH;OH/NH4Cl pH=8,5 com EDTA; Reagente 1. solu¢do regeneradora HCl 0,1 mol L™

Reagente 2: reagente de Griess, coluna (comprimento = 4 c¢m; didmetro interno = 2.5 mm).

Para tanto utilizou-se a sequéncia de operagdes descrita abaixo:
1- O pistao aspira 1500 pL de solugdo transportadora para dentro da seringa.
2- A vélvula seletora € posicionada na porta 2. O movimento reverso do pistdao aspira 100

puL de reagente para a bobina coletora.



3- A porta 3 € selecionada. O movimento reverso do pistao aspira 350 uL de amostra para
a bobina coletora.

4- A valvula seletora conecta a bobina coletora ao reator, € um movimento avante do
pistdo propulsiona a mistura reacional ao detector e descarte.

5- O pistdo aspira 2600 pL de solugdo transportadora para dentro da seringa.

6- A porta 3 ¢ selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 500 uL. de amostra para
a bobina coletora.

7- A porta 7 € selecionada. O movimento avante do pistdo propulsiona 550 uL. de amostra
para dentro da coluna com vazdo de 50 puL s

8- O pistdo aspira 100 pL. de volume morto da porta 7 para a bobina coletora com vazio
de 50 uL s™.

9- A porta 6 é selecionada. O movimento avante do pistdo propulsiona 130 pL da bobina
coletora para o descarte.

10- A porta 2 € selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 100 uL de reagente
para a bobina coletora.

11- A porta 7 € selecionada. O movimento reverso do pistdao aspira 350 pl. de amostra ja
reduzida para a bobina coletora com vazdo de 50 uL s™.

12- A valvula seletora conecta a bobina coletora ao reator € um movimento avante do
pistdo propulsiona 1600 pL do carregador e a mistura reacional ao detector e descarte.

13- A porta 7 € selecionada. O pistdo propulsiona 1000 ul de solugdo tampdo para a

~ -1 , . N
coluna com vazdo de 50 uL s, lavando-a para a proxima analise.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.0timizacio do Sistema para Determinac¢ao de Nitrito e Nitrato.

A determinac¢do de nitrito, baseou-se na reagdo de diazota¢do deste com a sulfanilamida
(SPA) seguido de acoplamento com o reagente N-(1-naftil)etilenodiamina (NED) cujo produto
possui forte coloragao roseo detectado em 540 nm. A Figura 30 mostra o esquema da reagdo para

formag¢do do azo-composto.
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Figura 30. Esquema da rea¢do quimica para formagio do azo-composto.
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Para obter-se as melhores condigdes na determinagdo sequencial de nitrito e nitrato, foram
verificados parametros como volume de amostra, volume de reagente e volume morto. No que
diz respeito a configuragdo do sistema SIA, deu-se maior aten¢do ao percurso analitico (bobina
de reagdo).

Para a otimizagio da determinagdo de nitrito utilizou-se padrdo 0,2 mg L™ de NO,-N em
solugio tampdo NH4sOH/NH4CI, pH=8,5 devido a necessidade em manter-se o sistema em pH
alcalino, visando posterior utilizagdo da micro-coluna de Cd-Cu, que necessita permanecer em
pH=8 5 a fim de conservar-se seu bom desempenho.

Partiu-se inicialmente de 100 pl. de reagente colorimétrico (SPA+NED), 300 pl de
padrdo e percurso analitico de 76 cm. Mantendo-se fixo o volume de amostra, variou-se o volume
de reagente na faixa de 50 a 400 pL. Acima de 200 pL de reagente ndo foi observado melhora
significativa do sinal. Em seguida variou-se o volume do padrdo na faixa de 100 a 400 ulL,
mantendo-se constante o volume de reagente em 100 pl.. A melhor condigdo observada para a
determinagdo de nitrito ocorreu em 100 uL de reagente e 350 uL. de padrdo. A Figura 31 ilustra a

otimizagdo do volume de amostra.

026 . E

g 0,24

@

fé 022

O

? []

L0

2 [

0,20

T T T T T T | T T T T T
100 150 200 0 A0 0 400

Volume de amostra (ul)

Figura 31. Influéncia do volume de amostra (V). Condi¢des: Vi =100 pl; padrio de controle

0,2 mg L de N-NO;".



Mantendo-se fixa esta condigdo, variou-se o percurso analitico utilizando-se bobinas de
reacdo de 100 cm e 50 cm de comprimento. O melhor resultado foi obtido com percurso analitico
de 50 cm.

No sentido de verificar a extensdo com que a reagdo procede no sistema efetuou-se uma
etapa de “stopped-flow” que consiste em parar o fluxo no momento em que a zona reacional
passa pelo detector. Através desta parada de fluxo, pode-se observar a continuidade da reagao
indicada pelo aumento do sinal até a sua chegada ao equilibrio. Vale mencionar os volumes das
solugdes utilizadas na etapa de “stopped-flow”: 1500 uL de solugdo transportadora, 350 uL de
amostra e 100 pL de reagente. A Figura 32 mostra a etapa de “stopped-flow” para a reagéo de

determinacao de nitrito.
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Figura 32. Sinal analitico para a determinag¢do de nitrito. Parada de fluxo com o tempo de 80 s.

Condig¢des: Volume de transportador = 1500 pL; Vg = 100 uL; Vs =350 pL.
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A parada de fluxo ocorreu apos 30 segundos ao qual iniciou-se a detecgdo.. A zona
reacional permaneceu no interior da cela de fluxo por 80 segundos, reiniciando-se a inje¢io da
solucdo transportadora remanescente na seringa atraves da bobina de reagdo, detector e descarte.
De acordo com o grafico apresentado na Figura 32, o sinal analitico do nitrito esta aumentando
no tempo, ndo sendo observado o patamar de equilibrio. Este resuitado evidencia que o sistema
para determinagdo de nitrito pode ainda ser otimizado a fim de obter-se maior sensibilidade.
Entretanto, o ganho de sinal apds 60 segundos de parada de fluxo ndo excedeu 30% em relagdo
aquele observado em fluxo continuo. Como o ganho de sinal foi pequeno, enquanto a queda na
freqiiéncia analitica foi significativa, optou-se por dar continuidade aos estudos sem aumentar o
tempo de residéncia da zona de amostra no sistema.

Para a analise simultanea de nitrito e nitrato, a utilizagdo de colunas contendo o metal
cadmio cobreado tem sido muito explorada (Guiné e colaboradores, 1980). O cadmio reduz o
nitrato presente na amostra a nitrito, e desta forma, pode-se ent2o usar a reagdo de diazotagio que
permite medidas a 540 nm. O cadmio utilizado deve ser granulado (20-50 mesh), o que implica
em uma maior superficie de contato que resultara em um rendimento aceitavel. O cobre age como
catalisador da reag¢do de redu¢do (Margeson e colaboradores, 1980). Bermudez e colaboradores
(1988) reportaram que a eficiéncia na redugdo da coluna de cadmio cobreada decresce depois de
40 a 50 minutos. van Staden e colaboradores (1986) sugerem que o uso de uma coluna de cobre
incorporada ao sistema de analise em fluxo antes da coluna cobreada, ndo somente melhora o
rendimento ao longo da sua utilizag@o, como estende o tempo de vida util da mesma. A reagdo

para redugdo do NO; a NO, € mostrado a seguir (Margeson e colaboradores, 1980):
NO;y + H,0 + EDTA* + Cd° — NO, + 20H + Cd(EDTA)*

A coluna deve ser mantida em pH alcalino durante a redugdo para estabilizar a formagio
do NO;, e o EDTA é adicionado para quelar os ions Cd*". Quando na auséncia de EDTA,
Cd(OH), podera precipitar na coluna e impedir o fluxo de solugdes.

Apos a otimizagio da reagdo para a determinagdo de nitrito, partiu-se para a otimizag¢io da
rea¢do de redug¢do de nitrato a nitrito utilizando-se coluna redutora de Cd-Cu. Foi utilizado
padrio de 0,2 mg L' de N-NO; /N-NO;" em solugdo tampdo NH,OH/NH,4CI, pH=8,5 contendo

EDTA. Inicialmente partiu-se de 500 uL do padrdo, sendo este volume injetado na coluna. Em
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seguida, 350 pL do produto da reducdo foram aspirados a bobina coletora para posterior analise.
Almejando-se ganho de sinal, descartou-se o volume morto existente entre a coluna redutora e a
valvula seletora. Estes trés parametros foram variados a fim de obter-se maior sinal na analise. O
volume de amostra injetada na coluna, manteve-se na faixa de 500 a 800 pL. A utiliza¢do de um
grande volume de amostra (padrdo) injetado no interior da coluna para a determinagdo de
nitrogénio total (nitrito mais nitrato), deve-se ao processo de dispersdo que a amostra sofre no
interior da coluna. O volume do padrao a ser aspirado do interior da coluna apds sua redugdo foi
mantido em 350 pul, mantendo-se desta forma os mesmos volumes utilizados inicialmente para a
determinac¢do de nitrito. O volume morto variou de 100 a 180 pL. O melhor sinal foi obtido
eliminando-se 100 pL de volume morto.

Obteve-se a seqiiéncia de operagdes descrita no item 2.2.1 ap0Os a otimiza¢ido do sisteme
para determinagdo sequencial de nitrito e nitrato. A Figura 33 ilustra o registro do sinal obtido

nesta determinagio.
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Figura 33. A: Registro do sinal para a determinag¢do seqiiencial de nitrito e nitrato. B: Curva
analitica de N-NO;". Y=(-0,01040,002)+(1,01+0,03)X, R=0,998, L. D.=0,006 mg L' N-NOy’; C:
Curva analitica do N total: Y=(0,072+0,003)+(0,74+0,03)X, R=0,997, L.D.=0,018 mg L' N-
NO;'".

Oms e colaboradores (1995) propuseram a determinac¢do sequencial de nitrato e nitrito
utilizando sulfato de hidrazina na presenga de CuSO4 como redutor. Este procedimento requer
banho termostatizado a 40°C, permitindo, assim, que o nitrato contido na amostra, seja reduzido a
nitrito. Apos concluida esta etapa a mistura reacional e o reagente cromogénico (SPA+NED) sio
aspirados para a bobina coletora e posteriormente, enviados para o detector (A = 540 nm). O
limite de detec¢do obtido foi de 0,07 mg L™ para o nitrito e 0,2 mg L™ para o nitrato. Porém. a
configurag¢@o do sistema SIA apresentado, torna-se um tanto complexa com a utilizagao do banho
termostatizado, o que nio seria adequado ao monitoramento in loco. Mais recentemente, Cerda ¢
colaboradores (1998), propuseram o emprego da técnica sanduiche (Alonso-Chamarro e
colaboradores, 1992) na determinag@o seqiiencial de nitrito e nitrato utilizando-se coluna redutora
de cadmio cobreado. Neste trabalho, uma zona de 50 pL de reagente cromogénico € aspirada para
uma bobina de reagdo. Um grande volume de amostra (1800 pL) é aspirado para a bobina
coletora passando parte dela através da coluna redutora onde o nitrato é convertido em nitrito. Em

seguida, com reversio do fluxo, 1840 pl. de amostra sdo injetados na bobina de reacdo e
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finalmente completa-se a zona reacional com 80 ul. de reagente cromogénico. Nota-se uma zona
de “sanduiche” entre a amostra parcialmente reduzida e as duas zonas de reagente cromogénico.

Os limites de detecgdo foram 0,0014 mg L para 0 N-NO; e 0,0063 mgL™' para o N-NOs".
3.2. Ensaio de Repetibilidade

3.2.1. Repetibilidade das curvas analiticas

A repetibilidade das curvas analiticas para a determinagdo de nitrito e nitrato foi
observada através da reprodug@o das curvas analiticas. Esta reproducgio foi realizada em dias
consecutivos na mesma faixa de concentracdo. A faixa de concentragio estudada foi de 0,01 a
0,1 mg L N-NO, /N-NOj". As Figuras 34 e 35 mostram os resultados obtidos.

Podemos notar a boa repetibilidade das curvas analiticas para a determinag¢do de nitrito
(Figura 34) e nitrogénio total (Figura 35). Observa-se a curva do quarto dia deslocada das demais,
apresentando uma menor inclinagdo. Pode-se atribuir este fato ao deterioramento das solugdes

padrdo, uma vez que solu¢des contendo nitrito s3o instaveis.
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Figura 34. Ensaio da repetibilidade da curva analitica de nitrito em 4 dias consecutivos

utilizando-se os mesmos padrdes.
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Figura 35. Ensaio da repetibilidade da curva analitica de N total em 4 dias consecutivos

utilizando-se os mesmos padrdes.



A Tabela 11 mostra os resultados obtidos das curvas analiticas.

Tabela 11. Resumo das curvas analiticas.
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Curvas Coeficiente Linear (UA) Coeficiente Angular R
(L mg™)

NO; N t* NO; N t* NO; N t*
(1) primeiro dia -0,010+0,002 -0,011+0,002 1,01 +0,03 0,77£0,02 0,998 0,999
(2) segundo dia -0,011+£0,002  -0,005+0,001 1,00+0,04 0,77+£0,01 0,998 0,999
(3) segundo dia ~ -0,011£0,002  -0,007+0,002  1,030,03 0,80£0,02 0,998 0,999
(4) seeundo dia  -0,010£0,002  -0,0066+0,0005  1,0240,03  0,809+£0,004 0,999 0,999
(5) terceiro dia -0,011+0,002 -0,014+0,001 0,99+0,04 0,799+0,008 0,998 0,999
(6) quarto dia -0,010+0,002 -0,011+0,003 0,92+0,03 0,77£0,02 0,999 0,998

*Nt=NO; + NOy

Calculando-se a média dos parametros das curvas, o valor encontrado para o coeficiente

linear médio do NO; foi -0,010+0,002 UA e para o N t (NO, + NOy") foi -0,009+0,002 UA. O

coeficiente angular médio para o NO, apresentou valor de 1,00+0,03 L mg™' e para o Nt (NO; +

NO5") valor de 0,79+0,01 L mg" . Os desvios padrio relativos das inclinagdes foram 4,0 e 1,8%

para NO; e N t (NO;” + NO3’), respectivamente, indicando a repetibilidade do método em

diferentes dias de trabalho.

O desempenho da coluna de Cd-Cu foi acompanhado a cada execugdo das curvas

analiticas, sendo avaliado o seu rendimento antes e depois da construgdo da curva analitica. A

Tabela 12 mostra os resultados obtidos.



Tabela 12. Rendimento da coluna de cadmio cobreada antes e depois da constru¢do das curvas

analiticas.
Curva Analitica Rendimento (%)
Antes Apos Diferenca

(1) primeiro dia 78,6 84,41 +5,81
(2) segundo dia 84,41 80,05 -4.36
(3) segundo dia 80,05 83,19 +3,14
(4) segundo dia 83,19 86,64 +3,45
(5) terceiro dia 79,58 82,04 +2,46

(6) quarto dia 81,79 81,49 0,3

Utiliza-se na coluna a revers@o do fluxo constantemente, que evita a compactagio do
metal como ocorre no caso do fluxo unidirecional, melhorando desta forma a repetibilidade das
curvas analiticas (Bermudez e colaboradores, 1988).

Tal comportamento ¢ de extrema importdncia na otimizacdo deste sistema para o
monitoramento de nitrato e nitrito em aguas naturais devido a sua praticidade que é qualidade

fundamental no trabalho in loco.
3.2.2. Comportamento da coluna redutora

A fim de verificar o comportamento da coluna redutora de Cd-Cu no periodo de um dia de
trabalho, executou-se o programa para determina¢io simultinea de nitrato e nitrito utilizando-se
como padrio de controle solugdo 0,1 mg L' de N-NO,/N-NO;  a qual foi avolumada usando-se
75% do volume total do baldo volumétrico com solugdo tampio de NH4,OH/NH,CI, pH=8.5
(APHA, 1995).

Primeiramente, registrou-se o sinal do branco, composto por 25% (v/v) de agua
desionizada € 75% (v/v) de solu¢do tampao NH4;OH/NH4CI, pH=8,5. Em seguida o rendimento
da coluna foi verificado utilizando-se um padrdo contendo 0,1 mg L' de N-NO, e outro

contendo 0,1 mg L' de N-NO3", ambos na mesma composi¢do do branco. Injetou-se o padrao de
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controle 80 vezes. Ao final repetiu-se a inje¢do do branco e posteriormente os dois padrdes para

céalculo do rendimento da coluna. A Figura 36 mostra o resultado obtido.
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Figura 36. Comportamento da coluna de Cd-Cu utilizando-se padrdo de controle 0,1 mg L' de

N-NO,/N-NO3;" em solugdo tampao NH4sOH/NH4CI, pH=8,5.

Observa-se na Figura 36, a boa reprodutibilidade do sinal nas diferentes inje¢des. Apds 80
inje¢des do padrdo de controle, o rendimento da coluna apresentou uma pequena variagdo de
1,68%, o que comprova sua estabilidade.

A fim de aumentar a praticidade do método, partiu-se para o emprego de padrdes de
nitrato e nitrito utilizando-se agua desionizada no preparo das solugdes padrio ao invés de
solug¢do tampao de NH,OH/NH4Cl, pH=8,5 contendo EDTA.

Repetiu-se o experimento anterior, utilizando-se padrio de controle de N-NO,/N-NOy’
0,1 mg L™ em agua desionizada. O resultado pode ser verificado na Figura 37. O rendimento da
coluna foi registrado antes e apds as sucessivas inje¢des do padrdo de controle. Foram feitas 78
inje¢des. O rendimento da coluna apresentou uma variacdo de —1,46% ao término do
experimento. A Tabela 13 mostra a comparacdo entre os dois experimentos ilustrados nas duas

Figuras anteriores a fim de avaliar o comportamento da coluna redutora de Cd-Cu.
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Figura 37. Comportamento da coluna de Cd-Cu utilizando-se padrdo de controle 0,1 mg L™ de

N-NO;/N-NOs3" em agua.

Tabela 13. Resultados obtidos na avaliagdo do comportamento da coluna de Cd-Cu para os

diferentes padrdes de controle.

Padrio N° de inje¢des A rendimento M*(UA) DPR(%)
NOy N t* NO; N t*

Em tampao 80 +1,68% 0,089 0164 034 0,19

Em agua 78 -1,46% 0,076 0,167 041 0,25

*N t = nitrito + nitrato, M" = média aritmética do sinal obtido

De acordo com os resultados obtidos para os dois padrdes de controle podemos concluir
que a utilizagdo de padrdes de nitrito e nitrato preparados em 4dgua desionizada nd3o altera o
desempenho da coluna redutora de Cd-Cu, além de oferecer maior praticidade para o

monitoramento das espécies de interesse in loco.
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3.3. Estudo de Interferentes
Foram realizados estudos de interferentes na determinagdo seqiiencial dos ions nitrito e

nitrato. Para tanto utilizou-se padrio de controle 0,1 mg L' de N-NO, ¢ N-NO;". A Tabela 14

mostra os resultados obtidos.

Tabela 14. Efeito de possiveis interferentes na determinagio de nitrito e nitrato.

Espécie estudada Concentrag¢ao Adicionado como E%(NO7) E%(N t*)
(mgL™)
Na' 1000 NaCl 2.8 +0,13
Cr 1000 NaCl 2,8 +0,13
PO, 25 KH,PO, 3,5 -0,92
K 25 KH,PO,4 3,5 -0,92
Mg 500 MgSOy, 42 4.2
SO~ 500 MgS0,4 -4,2 -42
Cu® 50 CuSO, 9.4 -0,52
Ni** 10 NiSO, -1,6 +72
MON’ 5 Acido humico +4,5 +4.4
MON 10 Acido humico +4.5 +4.4
Fe* 0,2 FeNH4(SO4),.12H,0 -85 -15,3
Fe¥* 3 FeNH4(S04),.12H,0 4.9 -83.5
Fe* 0,2 Fe(NHa); (SO4)2.6H,0 223 17,5
Fe* 3 Fe(NH.); (SO4),.6H,0 -38,0 -86,1
Mn?** 25 MnCl, +4,6 +5,7

*N t = nitrito + nitrato, #MON = Matéria Organica Natural

O ion cobre pode causar erro negativo para nitrito devido sua agdo catalitica na
decomposi¢ido do sal de diazbnio. Na determinag@o de nitrogénio total, ferro, cobre e outros

metais podem reduzir a eficiéncia da coluna. (APHA, 1995).
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Pode-se observar que os ions Na', CI, PO.*, K, Mgz', SO.* e Mn* que podem ser
considerados como constituintes em aguas naturals ndo apresentaram efeitos que causassem
variagdo de altura de pico maior que £5% no sinal de nitrito e nitrogénio total.

A Tabela 14 mostra a auséncia de interferéncia quando o ion fosfato esta presente em
grande quantidade (25 mg L'l). Entretanto, Cerda e colaboradores, (1998) depararam-se com uma
acentuada interferéncia causada pelo ion fosfato, ainda que em baixa concentragdo (1 mg L),
resultando numa diminuigdo do sinal. A magnitude da interferéncia mostrou-se proporcional ao
tempo de contato entre o ion PO,” e a coluna, atingindo perda de 50% do sinal apos 10 injegdes
sucessivas da amostra. Skicko e Tawfik (1988) reportaram que além do fator tempo de contato da
amostra com a coluna, o nimero de amostras consecutivas e a concentra¢do dos ions fosfato a
que a coluna é exposta, influenciam na perda da sua eficiéncia. Estes autores propuseram a
precipita¢do prévia de fosfato com cloreto de céicio, evitando desta forma que o dnion entre em
contato com a coluna redutora. No presente trabalho, ndo observou-se efeito significativo da
interferéncia de fosfato.

A influéncia da matéria organica natural (MON) foi estudada adicionando-se ao padrio de
controle sal sodico de acido himico em concentragdes proximas ao encontrado em aguas
naturais, na faixa de 2 a S mg L™ de carbono (5a 10 mg L™ de matéria himica). Observou-se um
decréscimo no sinal de nitrito e nitrato de 4%, porém, apos 10 inje¢des ndo foi observada
mudanga no comportamento da coluna redutora.

. ~ . . .y 2 3+
A interferéncia dos ions metalicos Fe*™ e Fe?

esta relacionada as reagdes redox entre as
espécies na amostra ou na zona de reagao.

Outro possivel interferente em aguas residuais ou ambientes andxidos € o sulfeto podendo
causar interferéncia na determinagdo destas espécies, uma vez que este anion na presenga de ions
nitrato em meio acido sofre oxidag¢do, promovendo a redugido dos ions nitrato. Os ions sulfeto
também podem afetar o rendimento da micro-coluna de cadmio cobreada, ocorrendc 2
precipitagdo de CdS o que leva a diminuigdo da taxa de conversdo de nitrato a nitrito. Testou-se a
interferéncia de sulfeto em solugdes padrdo contendo 0.5 mg L' de N-NQO,;/N-NO;y

separadamente, contendo diferentes concentragdes de sulfeto. A Tabela 15 mostra os resultados

obtidos para o teste de interferéncia de sulfeto na determinagdo de nitrogénio total.
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Tabela 15. Interferéncia de sulfeto na determinagdo de nitrogénio total.

[S7] (mg L™ Sinal de N t* (UA) DPR% Diferenca de sinal
0,00 0,460 0
0,01 0,465 23 +0,9%
0,025 0,452 0 -2,0%
0,05 0,449 0,4 -3,0%
0,1 0,470 0 +1,9%
0,25 0,460 0 0
0,5 0,465 0,6 +0,9%
5,0 0,412 1,0 -10,6%

Quando adicionado sulfeto na faixa de concentragdo de 0,01 a 0,5 mg L' ndo ¢ observada
interferéncia na determinagio dos ions de interesse. Utilizando-se solug@o de 0,5 mg L' de N-
NO; contendo 0,5 mg L™ de S* verificou-se estabilidade na micro-coluna redutora de cadmio
cobreada.

Contudo, para solugdes de nitrato contendo concentra¢des iguais ou acima de 5,0 mg L’
de sulfeto, verifica-se um acentuado decréscimo do sinal referente ao nitrogénio total. Devido a
este problema, adicionou-se uma etapa extra para lavagem da micro-coluna com solugdo de HCI
0,1 mol L anterior 2 lavagem da mesma com solugio tampdo NH4OH /NH,Cl. Porém,
iniciando-se sucessivas lavagens da micro-coluna no final de cada determinagdo de nitrito e
nitrato, retoma-se a estabilidade de seu comportamento, verificando-se uma perda de 10% no
sinal, o que pode eventualmente ser explicado pela reducdio do nitrato pelo H,S no meio no qual

ocorre a rea¢do de diazotagdo. A Figura 38 mostra o resultado obtido.
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Figura 38. Registro do sinal para 0,5 mg L ' de N-NO;™ contendo 5,0 mg L™ de sulfeto. Curva
descendente: Nio foi utilizada etapa extra de lavagem da coluna com solugio 0,1 mol L™ de HC.

Curva ascendente: Utilizou-se etapa extra de lavagem da coluna com solugio 0,1 mol L' de HCL.
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3.4. Determinacao Seqiiencial de Nitrito e Nitrato.

3.4. 1. Andlise de amostras

Inicialmente foram analisadas amostras de agua provenientes de diferentes pontos de
amostragem do lago do Parque Ecologico do Tieté. Estas amostras pertencem a fragdo da lamina
d’agua que esta em contato com o sedimento de fundo. Sdo comumente chamadas de aguas de
fundo.

Escolheu-se esta fragdo da lamina d’agua em virtude de ser uma regido extremamente
dindmica, ocorrendo grande numero de equilibrios quimicos entre a agua e o sedimento. Apos a
coleta das amostras, estas foram filtradas em membrana 0.2 um e refrigeradas a 4°C até o
momento da analise (7 dias ap6s a coleta). As analises das amostras foram realizadas em
triplicata. A Tabela 16 apresenta os resultados obtidos da determinagdo seqiencial de nitrito e

nitrato.

Tabela 16. Determinagdo de nitrito e nitrato em agua.

Amostra  N-NO, (mg L") DPR% N-NO; (mgL") DPR%

1 0,018 3.4 0,027 0

2 0,017 0 0,026 1,3
3 0,017 0 0,072 1,9
4 0,020 12,5 0,031 2,4
5 0,017 0 0,031 0

6 0,017 0 0,04 2,1
7 0,015 0 0,039 3,1
8 0,016 0 0,047 6,0
9 0,014 0 0,034 5,2
10 0,016 2,8 0,028 3,9
1 0.017 0 0,046 2,7
12 0,013 0 0,075 0

13 0,016 10,6 0,038 1,1

2
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Ao observarmos o desvio padrdo relativo das amostras na Tabela 16, verificamos a boa
reprodutibilidade das triplicatas que apresentam valores, em sua grande maioria, inferiores a 5%.
Entretanto, devido a quantidade limitada das amostras obtidas, ndo se pode verificar a exatiddo

por comparag¢do dos resultados com aqueles obtidos por metodologia independente.
3.4.2. Estudo com amostras simuladas utilizando-se a filtra¢do tangencial para amostragem.

O experimento descrito abaixo foi preparado com o intuito de simular um ambiente
aquatico natural constituido por sedimento e agua. Wallmann e colaboradores (1992) propuseram
o estudo da determinagdo de tracos de metais em sedimento anoxido por extragdo seqiiencial.
Neste trabalho os autores separaram uma massa de 7,2 g equivalente ao peso seco de sedimento
do ambiente estudado, e adicionaram 400 mL de agua desionizada. Foi adicionado a esta
suspensdo CaCl, 2 mmol L', NaCl 5 mmol L' e Na;SO4 1,5 mmol L. O reservatorio foi
mantido em condi¢des anaerobicas onde posteriormente fez-se a determina¢do de tragos de
metais.

O procedimento descrito acima foi reproduzido, utilizando-se no preparo da suspensio,
sedimento proveniente da represa Guarapiranga. Manteve-se o recipiente contendo a suspensdo
sob agitagdo por menos que 5 minutos numa rota¢ao de 200 rpm.

Em ambiente aquatico, espécies quimicas tais como nitrito e nitrato, podem sofrer
alteragGes de concentra¢do devido a complexa dinamica na qual estdo inseridos. Sendo assim, a
analise em tempo real torna-se de grande utilidade no monitoramento destas espécies no proprio
local de amostragem. Para tanto, utilizou-se um sistema de filtragdo tangencial A-SEP Applikon

(Figura 39).
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Figura 39. Filtro tangencial A-SEP Applikon.

A filtragdo tangencial consiste no acoplamento de um sistema de filtragdo a porta de
amostragem do SIA. Uma bomba peristaltica bombeia a amostra através do filtro, porém esta so
passa através da membrana de filtragdo (acetato de celulose 0,45 um) no momento da anlise.
Este sistema permite a utilizagdo da amostra sem prévio tratamento, ou seja, pode-se determinar
as espécies de interesse em aguas naturais sem a manipulagdo da amostra. Utilizando-se o filtro
tangencial em conjunto com o SIA, podemos minimizar eficientemente fontes de erro
provenientes do tratamento de amostras como é o caso da filtragdo convencional além dos
periodos de estocagem a que as amostras sdo submetidas entre o instante da amostragem e a

analise propriamente dita. A Figura 40 ilustra o filtro tangencial acoplado ao sistema SIA.
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Figura 40. Esquema utilizado para a determinagdo de nitrito e nitrato com filtragdo tangencial no
sistema SIA. T = transportador; V = valvula da seringa; SP = seringa de pistdao, BC = bobina
coletora; VS = valvula seletora, Redutor = coluna redutora; FT = filtro tangencial, P = bomba
peristaltica, S = amostra, R1 = reagente colorimétrico; RS = solugio regeneradora para a coluna

redutora, D = detector espectrofotométrico, AW descarte auxiliar, W = descarte.

O filtro tangencial possui outras vantagens como a total auséncia de bolhas. A presen¢a de
bolhas prejudica a aquisi¢do de dados. Utilizando-se o filtro tangencial a amostra so6 € filtrada no
momento da analise sendo aspirada pela porta de acesso (porta 3) passando através da membrana
que permanece no interior do filtro. Outra vantagem a ser mencionada, € o fato de ndo ocorrer
obstru¢do no sistema de filtragdo. A amostra permanece em constante circulagao pelo filtro.

Iniciou-se entdo determinagdes sucessivas de nitrito e nitratc na suspensio utilizando-se o
sistema SIA na configuragdo apresentada na Figura 40. A cada triplicata adicionaram-se
concentragdes aleatorias de nitrito e nitrato na suspensdo (spike). Ao final de cada triplicata,
desconectou-se o filtro tangencial da porta 3 e com o auxilio de uma seringa hipodérmica,
retirou-s¢ um volume de 10 mL da amostra a ser submetida a analise por um método
independente. Como método de comparagdo, utilizou-se o método FIA proposto por Giné e

colaboradores (1980). Qutro detalhe a ser mencionado, ¢ a lavagem da porta de amostragem
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(porta 3) com a suspensdo, ap0s a adigdo seguinte dos padrdes de nitrito e nitrato, a fim de evitar-
se o contato entre zonas de amostras diferentes, refletindo no sinal posteriormente detectado. A

Figura 41 mostra os resultados obtidos para a comparagio entre as diferentes metodologias.
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Figura 41. (A) Correlagdo entre os métodos FIA e SIA na analise da suspensdo de sedimentos.
(B) Diferenga entre as concentragdes obtidas pelo método S1A e FIA, plotados como fungdo dos

resultados obtidos pelo FIA.
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Observa-se no grafico (A) da Figura 41 uma boa concordancia entre os métodos. Os
coeficientes de correlagdo apresentaram valores maiores do que 0,99 e o coeficiente angular valor
de 1,04+0,01 e 1,09+0,01 para o nitrito € nitrato respectivamente, indicando que o resultado
obtido pelo método SIA foi sistematicamente maior do que pelo método FIA (grafico(B) da
Figura 41). Deve-se salientar que a determinagdo pelo método FIA foi realizada pelo menos 24
horas apos a determinagdo pelo meétodo SIA. Podemos concluir que pode ter ocorrido
decomposi¢do do nitrito durante o periodo anterior, mostrando desta forma a importancia do
monitoramento ambiental com caracteristicas de tempo real.

Além das vantagens anteriormente mencionadas no procedimento proposto, verificou-se a
importancia do monitoramento em tempo real através da analise das amostras simuladas, onde foi

efetuada a filtracdo tangencial.
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4. CONCLUSOES

O método proposto para a determina¢do de nitrito € nitrato no sistema SIA, mostrou-se
adequado para as amostras estudadas. Os limites de detecgdo foram de 6,0 ug L'Ne80ugL'N
para o nitrito e nitrato, respectivamente. A freqii€éncia de amostragem foi de 20 amostras h.
Estes valores incluem os valores de maxima concentrag¢do para os padroes de qualidade ambiental
e também para os padrdes de potabilidade, (nitrito: 0,1 a 1,0 mg L™ N; nitrato: 10 a 50 mg L' N)
podendo ser utilizado na determinagdo destas classes de amostras.

O sistema SIA também mostrou-se adaptavel a unidade de filtragio tangencial, tornando-
se muito importante no monitoramento ambiental em tempo real. Erros provenientes da coleta de
amostras, estocagem, alteragdes de temperatura e da propria filtragdo convencional podem ser
evitados.

O consumo de reagentes e a gera¢do de residuos € menor no sistema SIA do que
utilizando-se o sistema FIA (Giné e colaboradores, 1980) ou a metodologia da APHA (APHA,
1995) para a determinagdo de nitrito. O método da APHA e o método proposto utilizam a mesma
concentragdo do reagente de Griess, porém, 1 litro do reagente colorimétrico € utilizado na
analise de 500 amostras enquanto com apenas 50 mL de reagente pode-se realizar a determinagio
de nitrito pelo método SIA no mesmo numero de amostras. O método FIA utiliza uma maior
concentragdo de sulfanilamida (8 x 10™ mols por amostra analisada), entretanto, gera 3 vezes
menos residuo que o método oficial.

O sistema SIA por utilizar micro-coluna de redugdo, despende uma quantidade de cadmio

muito menor que no método da APHA, onde a coluna redutora € composta por 25 g do metal.
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5. PERSPECTIVAS DE ESTUDOS FUTUROS

Uma proxima etapa do trabalho deve ser o monitoramento de nitrito e nitrato em tempo
real no proprio local de amostragem. Com isto, pretende-se avaliar o desempenho do método
proposto bem como o comportamento da micro-coluna em uma situagio real. O periodo de uso
da membrana de acetato de celulose no filtro tangencial também é um pardmetro importante e
deve ser estudado. A quantidade de material em suspensdo pode levar a obstru¢do da membrana
impedindo a filtragem da amostra, havendo a necessidade de troca da membrana.

Realizando-se estes estudos, poderemos entdo indicar ou empregar a metodologia
proposta a estagdes de monitoramento como aquelas utilizadas pela CETESB ( Estagdo de
Monitoramento de Qualidade de Aguas) obtendo resultados mais rapidos e que retratem com

veracidade o ambiente aquatico estudado.



V. DETERMINACAO DE FERRO(II) E FERRO(III)
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1. INTRODUCAO

O ferro é um dos elementos mais abundantes na crosta terrestre e esta presente em ampla
variedade de minerais de rochas e solos como ferro(Il) e ferro(IlI). Também ¢ encontrado em
lagos e rios na forma de sedimentos heterogéneos. Este tipo de sedimento no entanto, possul
diferengas em relagdo as camadas de hidroxido de ferro existentes nos antigos oceanos devido a
grande presenga de ferro nas aguas e sua oxidagdo, a qual colaborou para a precipitagdo do metal.
Em uma certa profundidade critica, particulas de ferro apresentam-se como pequenos solidos
amorfos, esferas porosas de menos de 0,5 um de diametro constituido aproximadamente de 50%
de Fe*" e 50% de Fe’" ¢ em alguns casos Ca3(POy), pode estar presente. O complexo labil FeS
esta em equilibrio com Fe?' e S¥, possivelmente Fe,S,. A literatura cita espécies de fosfato de
ferro coloidal, formado nas interfaces oxido-anoxido em lagos. Oxidos de ferro e manganés sdo
carregados para o fundo de rios e lagos sendo adsorvidos por nutrientes € poluentes nas aguas,
sedimentos e solos (Pehkonen, 1995). A Tabela 17 mostra a distribui¢do de ferro no meio

ambiente (Huebers, 1991).

Tabela 17. Distribui¢io do ferro no ambiente (Huebers, 1991).

Fonte Indice de ferro Comentarios
Minério de ferro 20-69%
Solos 0.7-4,2%
Agua de fundo <0,5-100 mg/L Maiores valores ambiente
anoxido
Agua potavel Max. 0,3 mg/L U.S Public Health Service
Rios 0,67 mg/L
Oceanos 0,01-0,14 Bruland (1983)
Atmosfera 0,9-1,2 pg/m’ Oxido de ferro particulado

Os ions ferro(Il) e ferro(Ill) participam de varias atividades biolégicas e processos
metabolicos cataliticos. Faz parte da atividade fotossintética sendo um nutriente limitante para o
crescimento do fitoplancton em algumas regides do oceano aberto. Ambos, ferro(I1) e ferro(I11),

possuem um importante papel na biosfera servindo como centro ativado para uma ampla faixa de
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proteinas tais como oxidases, redutases e dehidrases. Processos microbiais que resultam na
reducdo de ferro(Ill), tal como a redugdo dissimilativa de ferro(Ill) pela eubactéria marina
Alteromonas putrefaciens, sdo também importantes caminhos para o destino do ferro(Il).
Siderdforos e alguns acidos humicos e fulvicos podem ser importantes ligantes para o ferro(I1l)
na superficie e no fundo de rios e lagos. A concentragdo observada de ferro total dissolvido em
sistemas de dguas naturais variam de 1,12 mg L™ em aguas superficiais do oceano até 22,4 mg L°
! em area urbana poluida (Pehkonen, 1995).

Medidas de ferro(Il) em aguas oceanicas e agua doce tem mostrado que este ion esta
presente em niveis significativos ainda que em ambientes Oxidos além de sua presenga em
ambientes anoxidos. Outras formas de ferro(Il) e ferro(I1l) podem estar presentes em sistemas de
aguas naturais, tais como ferro(IIl) coloidal e ferro(1Il) ligado a compostos organicos. O ciclo
redox entre ferro(Il) e ferro(1Il) tem um efeito significativo em muitos processos em sistemas de
aguas naturais incluindo o ciclo redox do enxofre (Pehkonen, 1995). A Figura 42 apresenta o
diagrama de Ey-pH para o sistema Fe- H;O-CO,-S presente em solos e sedimentos enquanto a

Figura 43 ilustra o sistema Fe-H,O atuante em sistemas aquaticos (O’Nell, 1993).

1.1. Determinacio de Ferro

A determinag@o do estado de oxidac@o do ferro é variavel no que diz respeito as amostras
de 4guas naturais, como 4gua do mar, lagos, rios e atmosfera, sendo obtido geralmente pela
complexa¢do com agentes quelantes especificos seguido por medidas espectrofotométricas, ou
por voltametria com ou sem etapa de preconcentragdo utilizando um agente quelante.
Espectrofotdmetros portateis de campo tem permitido medidas imediatamente apds a coleta de
amostras (Pehkonen, 1995). Rossi e colaboradores (2000) propuseram um colorimetro utilizavel
para determinagdes quantitativas. O sensor ¢ um LDR (light detector resistor) localizado dentro

de uma cela escura (negra) de PTFE e acoplado a um multimetro de baixo custo.
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Figura 42. Diagrama ilustrativo Ey-pH para o sistema Fe-H20-CO,-S (O’Nell, 1993).

FeS, pyrites

102



103

Eh {volts)

{
|
b2 !
“~ {
~
" Fel* I\
|
0.8 |
]
\
i oxidando
0.4
FeZ+
1H,O
0.U~=~\
Hz Ny
~
-0.4
—————————— 4
| reduzindo
- 0.8 1 i
(] 2 4 & 8 10 12 14

acido pH alcalino

Figura 43. Diagrama ilustrativo Ey-pH para o sistema Fe-H,O (O’Nell, 1993).



104

O reagente 1,10-fenantrolina tem sido amplamente empregado na determinagdo de
ferro(I). A formagdo do complexo vermelho-alaranjado (1,10-fenantrolina);—Fe®™, permite sua
determinagdo em solu¢do aquosa no comprimento de onda A=510 nm. Os principais interferentes
nesta determinagdo sdo agentes oxidantes tais como, nitrito e agentes complexantes fortes como o
fosfato e cianeto. Crdmio e zinco em elevadas concentracdes (400 vezes o Fe’') causam
interferéncia. Cobalto e cobre em excesso de 5 mg L' e niquel em excesso de 2 mg L' podem
também interferir. O limite de detec¢io para este método € de aproximadamente 0,02 mol L'
(0,36 umol L") de ferro(Il). A 1,10-fenantrolina também pode reagir com Fe(III) produzindo um
complexo de cor amarela que absorve em 396 nm (Areias, 1998). Fadrus e Maly (1975)
propuseram a determina¢@o de Fe(Il) na presenga de Fe(IIl) com 1,10-fenantrolina utilizando-se
agentes complexantes tais como acido nitrilotriacético, tornando-se possivel a supressdo da
interferéncia de Fe(III).

Outras formas de determinacdo do ferro(Il) e determinacdo simultdnea de ferro(Il) e
ferro(Ill) também podem ser citadas, tais como a utiliza¢do de reator fotoquimico em sistema FIA
para a fotorredugdo do complexo ferro(lll)-1,10-fenantrolina (Liu e colaboradores, 1992). O
emprego de colunas redutoras também tem sido verificado. Micro-coluna contendo o reagente de
Jones tem sido utilizada em sistema FIA para promover a redugdo de Fe(IlI) a Fe(Il), tornando-se
possivel a especiagdo entre Fe(II) e Fe(lll) através da utilizacdo do reagente 1.10-fenantrolina
(Faizullah e Townshend, 1985). Burguera e Burguera (1984) também propuseram a determinagao
de ferro(Il) e ferro total utilizando-se detecg¢do espectrofotométrica com o reagente 1,10-
fenantrolina e em seguida obteve-se a determinagdo de ferro total através da espectrometria de
absor¢do atdmica. Outros reagentes redutores tais como a hidroxilamina, cloreto estanhoso e
acido ascorbico tém sido empregados visando assim a especiagdo entre Fe(Il) e Fe(IlI). No caso
de utilizar-se reagente oxidante, o mais comumente empregado é o peroxido de hidrogénio
(Areias, 1998). A utilizagdo do composto derivado da 1,10-fenantrolina, o reagente 4,7-difenil-
1,10-fenantrolinadissulfonato (DPPS) também ¢é encontrado na literatura com o propésito de
ganho na sensibilidade. Para tanto utilizou-se coluna com resina trocadora de ions a fim de obter-
se uma pré-concentragdo do analito para determina¢do de ferro(Il) em agua puriﬁcadé. Além
destes trabalthos podemos citar o emprego do reagente 2,2 -bipiridila e 2,2”,2”-tripiridina, serdo
que este ultimo forma um complexo bis com o ferro(I1) e possui maximo de absor¢do em 555 nm.

O reagente ferrozina também ¢ empregado na determinagdo de Fe(Il), formando o complexo
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[((C1g;N411113)383)I~“<3]2+ de cor vermelho-purpura o qual apresenta maximo de absor¢do em 562 nm
(Areias, 1998). Para determinacdo de Fe(Ill), reagentes tais como tiocianato, acido salicilico, 8-
hidroxiquinolina, acido 5-sulfoantranilico, sal R nitroso, tiron e cupferron tem sido utilizados
(Terra, 1997). O acido tioglicolico bem como o acido sulfosalicilico complexam com ambas as
espécies Fe(ll) e Fe(Il) (Areias, 1998). O agente complexante di-2-piridil
cetonabenzoilhidrazona (DPKBH) também tem sido estudado como agente quelante na

determinagio de ferro(Il) e ferro(IIl) (Prada, 2000; Areias, 1998; Pehkonen, 1995).
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes Solu¢des e Utilizados

Solucdes estoque de Fe(IT) (100 mg L) e Fe(IIl) (100 mg L) foram preparadas em HCI
0,1 mol L' e armazenadas em frascos de vidro. Os sais utilizados para o preparo das solugdes
foram o sal Fe(NH4)2(S04),.6H,0 e NH4Fe(S0,),.12H,0, respectivamente.

Para a determinacgdo de ferro(Il) e ferro(Ill) foram utilizados os seguintes reagentes e
solugdes:

1. solugdo transportadora: solucdo tampao de acido acético/acetato de sddio 0,1 mol L™,
em pH=4,7.

2. reagente: solugdo de 1,10-fenantrolina 0,5% (m/v) em HCI 0,05 mol L™,

Confeccionou-se micro-coluna com dimenso 3 c¢m de comprimento e 2,5 mm de
didmetro interno. Foi utilizado zinco em granulos (20-50 mesh). O tratamento do zinco metalico,
foi realizado com solugio HC1 0,2 mol L™ para remogio de oxidos. Em seguida, lavou-se o metal
abundantemente com agua desionizada. Para finalizar o tratamento, adicionou-se solu¢io
saturada de nitrato de mercurio(Il), promovendo a geragdo do amalgama de zinco. Um ultimo
enxague fol feito com agua desionizada antes de sua utilizagdo. A coluna foi empacotada
tapando-se uma de suas extremidades com flocos de 1d de vidro, e com o auxilio de um conta
gotas, preencheu-se o interior da coluna com agua desionizada. Posteriormente, utilizou-se uma
espatula a fim de se transferir o metal para dentro da coluna, tomando-se o cuidado para que esta
permanecesse sempre preenchida com dgua. Apos o empacotamento da coluna, colocou-se flocos
de 12 de vidro na outra extremidade para impedir a saida do metal. As extremidades da coluna,
foram conectados tubos de teflon (» 4cm de comprimento e 0,8 mm de didmetro interno) para

obter-se uma melhor adaptag@o destas a porta a ser utilizada na valvula seletora.
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2.2. Procedimento

2.2.1. Determinagdo seqgiiencial de ferro(ll) e ferro(lll)

Para a determinagdo seqiiencial de ferro(Il) e ferro(Ill) foi utilizada a configurag¢do do

sistema SIA mostrado na Figura 44.

Pistaol ] Micro-colunag é
AT 7 Amaostra

Detector Reator

Figura 44, Esquema utilizado para a determinag@o de ferro(11) e ferro(11l) com coluna redutora
contendo o redutor de Jones. Caracteristicas do sistema: bobina coletora (comprimento = 3 m;
didmetro interno = 0,8 mm); bobina de rea¢do (comprimento = 50 cm; didmetro interno = 0,8
mm); vazio = 100 pL s'; cela de fluxo de quartzo (V = 80 uL); A=512 nm. Solugio
transportadora: solugdo tampdo 4acido aceético/acetato de sodio pH=4,5; Reagente 1: solugdo
regeneradora HCI 0,1 mol L Reagente 2: 1,10-fenantrolina; coluna (comprimento = 4 cm;

didmetro interno = 2,5 mm).

A seqiiéncia de operagdes utilizadas no SIA esta descrita a seguir:

1. O pistdo aspira 2000 pL de solugdo transportadora (solugdo tampdo acido
acético/acetato de sodio) para dentro da seringa.

2. A porta 2 ¢ selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 100 pL. de reagente para
a bobina coletora.

3. A valvula seletora ¢ posicionada na porta 3. O movimento reverso do pistdo aspira 150
puL de amostra para a bobina coletora.

4. A porta 2 é selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 100 uL de reagente para

a bobina coletora.
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5. A valvula seletora conecta a bobina coletora ao reator € um movimento avante do
pistdo propulsiona a mistura reacional ao detector e descarte.

6. A porta 1 é selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 2200 pL de solugdo
transportadora para dentro da seringa.

7. A valvula seletora € posicionada na porta 1. O movimento reverso do pistdo aspira 25
uL de HCI para a bobina coletora.

8. A valvula seletora € posicionada na porta 3. O movimento reverso do pistdo aspira 190
ul de amostra para a bobina coletora.

9. A valvula seletora € posicionada na porta 1. O movimento reverso do pistdo aspira 30
uL de HCl para a bobina coletora.

10. A valvula seletora € posicionada na porta 3. O movimento reverso do pistdo aspira 190
uL de amostra para a bobina coletora.

11. A porta 7 ¢ selecionada. O movimento avante do pistdo propulsiona 460 uL da bobina
coletora para dentro da micro-coluna com vazio de 50 pL s™.

12. A porta 7 ¢ selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 80 pL de solugdo
contida dentro da micro-coluna para a bobina coletora com vazao de 50 pL s™.

13. A porta 6 ¢ selecionada. O movimento avante do pistdo descarta 80 pL. da bobina
coletora para o descarte.

14. A porta 2 € selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 100 pl. do reagente
para a bobina coletora.

15. A valvula seletora € posicionada na porta 7. O movimento reverso do pistdo aspira 150
nL de amostra ja reduzida para a bobina coletora com vazdo de 50 pL s

16. A porta 2 € selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 100 uL. de reagente
para a bobina coletora.

A valvula seletora conecta a bobina coletora ao reator e um movimento avante do pistdo
propulsiona a mistura reacional ao detector e descarte.

A porta 4 é selecionada. O movimento reverso do pistdo aspira 500 uL de HC1 0,1 mol L
para a bobina coletora.

A porta 7 € selecionada. O movimento avante do pistdo propulsiona a solugdo de HCI 0,1
mo! L™ para dentro da coluna com vazio de 50 uL s' a fim de lava-la para a proxima

determinagio.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Otimizacio do Sistema para a Determinacio de Ferro(1l) e Ferro(ILl)

A determinagio de ferro(II) foi baseada na reagdo de complexagdo do Fe*™ com o reagente

1,10-fenantrolina. A Figura 45 mostra a féormula estrutural da 1,10-fenantrolina.

Fe¥" + 3(C;;HgNz) — Fe(CiaHgNy)*

Figura 45. Formula estrutural da 1,10-fenantrolina.

A formagdo do complexo Fe(C12HgN,)s>" ocorre através dos dois atomos de nitrogénio
presentes na molécula com um atomo de ferro. O complexo formado apresenta estrutura

octaédrica.

Iniciou-se a otimizagdo da reagdo no sistema SIA para a determinagdo de ferro(ll)
utilizando-se 100 pL de reagente colorimétrico (1,10-fenantrolina) e 200 uL de padrdo 3,0 mg L
de Fe*' em HCl 0,1 mol L. O percurso analitico inicial foi de 76 cm de comprimento.
Mantendo-se fixo o volume de reagente em 100 plL, variou-se o volume do padrdo de 50 a 200

pL. A Figura 46 ilustra a otimizag@o do volume de amostra para a determinagdo de ferro(Il).
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Figura 46. Influéncia do volume de amostra na determina¢do de Fe(II). Condigdes: Vr=100 uL;

padrio de controle 3,0 mg L™ de Fe(Il).

Maior sensibilidade foi obtida utilizando-se 100 pl. de amostra. A seguir, fixou-se o
volume do padrdo em 100 pL e variou-se o volume do reagente na faixa de 10 a 200 pL. A
Figura 47 mostra o resultado obtido na otimizag¢@o do volume de reagente. Para a concentragdo de

Fe(II) estudada o volume de reagente ndo causou modificagdes significativas no sinal analitico.
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Figura 47. Influéncia do volume de reagente na determinagdo de Fe(ll). Condi¢des: Vs= 100 pL;

padrdo de controle 3,0 mg L™ de Fe(1l).

Uma etapa de “stopped-flow” também foi realizada no estudo da otimizagdo do sinal
analitico de Fe(II). Para a aquisi¢do do sinal de ferro(Il), aspirou-se 2000 pL de solugdo
transportadora, 100 pL. de amostra e 100 pL de reagente. Em seguida o pistdo injetou a solugdo
transportadora € a mistura reacional para o detector sendo efetuada parada de fluxo por 30

segundos. A Figura 48 mostra o resultado obtido.
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Figura 48. Sinal analitico do ferro(lI). Parada de fluxo com o tempo de 30 s. Condig¢des: Volume

de transportador = 2000 pL; Vg = 100 uL; Vg = 100 puL.

A zona reacional permaneceu no interior da cela de fluxo por 80 segundos, reiniciando-se
a inje¢do da solugdo transportadora remanescente na seringa através da bobina de reagdo, detector
e descarte. De acordo com o grafico apresentado na Figura 48, observa-se o aumento do sinal
analitico de Fe(II) com o tempo, ndo observando-se a formagdo do patamar de equilibrio. Este
resultado evidencia que o sistema para determinagdo de Fe(Il) pode ainda ser otimizado, e
consequentemente, obter-se maior sensibilidade. Apesar do ganho de sinal ter sido de 55% apos
30 segundos de parada de fluxo, deu-se preferéncia a sequéncia de operagdes iniciais ao invés de
aumentar o tempo de residéncia da zona de amostra no sistema. A partir do estudo do parametro
percurso analitico, utilizando-se bobinas de 50, 100, 150 e 250 cm de comprimento, verificou-se
melhor resultado com bobina de reagdo de 50 cm. Isto indica que o provavel ganho de
sensibilidade com o aumento do tempo de residéncia, acaba sendo compensado pela maior
dispersdo da zona de amostra que decorre de percursos analiticos maiores.

A otimizagdo da reagao para determinacio de ferro total utilizando-se redutor de Jones,
foi baseada nos pardmetros: volume de amostra injetada para dentro da coluna redutora, volume
de amostra utilizado apos a redugéo e volume morto. Para tanto utilizou-se o padrdo de 3,0 mg L

' de Fe*'/ Fe*”. O volume de amostra injetada para dentro da coluna variou de 200 a 250 uL. O
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volume de padrdo reduzido na coluna, utilizado para a determinagdo de ferro total variou de 100 a
180 puL e o volume morto foi estudado na faixa de 60 a 90 ulL. Obteve-se melhor sinal na
condigdo de 220 ulL de padréo injetado na coluna, 80 uL de volume morto descartado e 110 pL
de padrao reduzido utilizado para a analise.

Posteriormente tentou-se minimizar o efeito Schlieren preparando os padrdes em HCI
0,05 mol L. Observou-se significativa diminui¢do no sinal do branco, adotando-se HCI 0,05
mol L™ no preparo dos padrdes de ferro. A Figura 49 ilustra o registro do sinal obtido para a

especiacao de ferro(Il) e ferro(II1).
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Figura 49. A: Curva analitica de Fe(ll): Y=(-0,004+0,001)+(0,079+0,002)X, R=0,999,

L.D.=0,04 mg L'; B: Curva analitica de Fe total Y=(-0,0032+0,0008)+(0,0418+0,0007)X,
R=0,999, L.D.=0,06 mg L.



3.2. Ensaio de Repetibilidade
3.2.1. Repetibilidade das curvas analiticas

O estudo da repetibilidade da curva analitica na determinagdo de ferro(Il) e ferro(IIl) foi
realizado trabalhando-se na faixa de concentragdo de 0,05 a 1,0 mg L™ de Fe(II) e Fe(Ill). Todos
os padrdes foram preparados em meio de HCl 0,05 mol L. Utilizou-se como transportador
solugdo tampido de acido acético/acetato de sddio, pH=4,5 e como branco, HCl 0,05 mol L. Os

resultados obtidos sdo apresentados nas Figuras 50 e 51.
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Figura 50. Ensaio da repetibilidade da curva analitica de ferro(IT) em 3 dias utilizando-se os

mesmo padrdes.
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Figura 51. Ensaio da repetibilidade da curva analitica de ferro total em 3 dias utilizando-se os

mesmo padrdes.

Podemos observar a boa repetibilidade nas curvas analiticas registradas no mesmo dia.

Porém verifica-se variagdo na inclina¢do das curvas obtidas em dias distintos. Portanto, para a

determinagdo de ferro(Il) e ferro(Ill) se faz necessario a construgdo diaria de curvas analiticas. A

Tabela 18 mostra os valores obtidos das regressdes lineares nas curvas de ferro(II) e ferro total.

Tabela 18. Resumo das curvas analiticas para o ferro.

Curvas Coeficiente Linear (UA) Coeficiente Angular R
(L mg”)
Fe(1I) Fe t* Fe(II) Fe t* Fe(Il)  Fet*
()primeiro dia  -0,004+0,001  -0,0033+0,0008  0,079+0,002  0,0419+0,0007 0,999 0,999
(5) terceiro dia  -0,005+0,002  -0,0044+0,0008  0,073+0,002  0,0403+0,0007 0,998 0,999
(6) quarto dia -0,004+0,002  -0,005+0,001 0,069+0,002  0,0363+0,0009 0,997 - 0,999
(6) quarto dia -0,005+0,002  -0,006+0,001 0,070+0,003 0,037+£0,001 0,997 0,998

*Fe t = ferro total
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Calculando-se a média dos parametros das curvas da Tabela 18, tem-se o valor de —
0,005+0,002 para o coeficiente linear médio do Fe?" e —0,0047+0,0009 para o coeficiente linear
médio de Fe total. Os valores dos coeficientes angulares médios sdo 0,073+0,002 mg L™ para o
Fe** e 0,0389+0,0008 mg L™ para o Fe total.

Como mencionado para o nitrito e nitrato, determinou-se o rendimento da coluna
contendo o redutor de Jones entre cada curva analitica obtida. A Tabela 19 apresenta os

resultados obtidos.

Tabela 19. Rendimento da coluna contendo o redutor de Jones antes e depois da construgdo das

curvas analiticas.

Curva Analitica Rendimento (%)
Antes Apos Diferenga
1 (primeiro dia) 88.39 86,88 1,51
2 (terceiro dia) 86,88 86,96 +0,08
3 (quarto dia) 86,96 86,87 -0,09
4 (quarto dia) 86,87 89,29 +2,42

Ao observarmos a Tabela 19, verifica-se aleatoriedade nos valores entre as diferengas no
que diz respeito ao rendimento da coluna redutora antes e apos a constru¢do de cada curva
analitica. Ao término da obteng¢do da quarta curva analitica, verifica-se pouca variagdo nos
valores de rendimento da coluna, indicando estabilidade e durabilidade da mesma. Este
comportamento € muito importante, como no caso da coluna de Cd-Cu, devido a robustez da

mesma no monitoramento dos ions de interesse in loco.
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3.2.2. Comportamento da coluna redutora

A fim de verificar-se o comportamento das coluna redutoras em um periodo de um dia de
trabalho, executou-se o programa para determinagdo simultdnea de ferro(Il) e ferro(Ill)

utilizando-se o padrio de controle 3,0 mg L™ de Fe*™ e Fe’”.
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Figura 52. Comportamento da coluna contendo o redutor de Jones utilizando-se padrio de

controle 3,0 mg L™ de Fe*"e Fe’*.

A Figura 52 mostra a boa repetibilidade das sucessivas inje¢des do padrdo de controie. Ao

fim de 85 inje¢des comprova-se o bom desempenho da coluna redutora de Jones verificando-se

uma variag¢do de +0,76% no seu rendimento.

A Tabela 20 resume os resuitados obtidos quanto ao comportamento da coluna ao fim de

85 inje¢des do padrao de controle.
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Tabela 20. Resultados obtidos na avaliagdo do comportamento da coluna redutora de Jones.

Padrdo N° de injegdes A rendimento M (UA) DPR%
Fe(I)  Fet* Fe(Il) Fe t*
3mgL”’ 85 +0,76% 0,212 0,224 1,55 2,9

*Fe t = ferro(11) + ferro(1) M’ = média aritmética do sinal obtido

Observa-se na Tabela 20, o pequeno valor do desvio padrio, mostrando o bom
desempenho da micro-coluna contendo o redutor de Jones. Esta caracteristica potencializa o

sistema para a determinagdo destes ions metalicos in loco.
3.3. Utilizagdo da Técnica de Amostragem Sanduiche

Alonso-Chamarro e colaboradores (1992) reportaram sobre a utilizagdo da amostragem
sanduiche em Analise por Injegdo em Fluxo (FIA). Neste trabalho, os autores inseriram um
“plug” de amostra entre dois “plugs” de reagentes com diferentes concentragdes a fim de se
determinar crémio(VI) em duas faixas de trabalho diferentes. A utiliza¢do da técnica sanduiche
com grandes volumes de amostra também tem sido empregada para a determinagdo de dois
analitos diferentes simultaneamente (Estela e colaboradores, 1996; Cerda e colaboradores, 1998).
Vieira e colaboradores (1998) demostraram ganho de sensibilidade na técnica SIA, utilizando-se
estratégias de amostragem como a amostragem binaria (Kronka e colaboradores, 1996) e
amostragem sanduiche. A zona de amostra € intercalada por duas zonas de reagentes,
promovendo a formag¢do de duas interfaces entre amostra e reagente, resultando numa mistura
mais efetiva.

A fim de aumentar a sensibilidade do método para a determinagdo de ferro(Il) e ferro(1lI),
visando o monitoramento das espécies de interesse em aguas naturais, alterou-se a seqiéncia
aspirada entre as zonas de amostra e reagente.

A amostragem sanduiche foi utilizada, aspirando-se a sequéncia reagente, amostra,
reagente a fim de promover uma melhor eficiéncia na formag¢ao da zona de reagdo, contribuindo
para que ocorra efetiva sobreposi¢do das zonas de amostra e reagente, assim como manter o
reagente em excesso em relagdo a quantidade estequiométrica. Para tanto, utilizou-se o primeiro

padrio habitual da curva analitica (0,05 mg L™ de Fe(Il)) como padrao de controle com o intuito
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de verificar qualquer ganho de sinal diferenciando desta forma, o padrdo do branco (0,05 mol L™
HCI). A influéncia do volume de amostra foi estudada na faixa de 25 a 300 pL, mantendo-se
constante o volume de reagente em 100 puL ou seja, duas zonas de reagente intercaladas pela zona
de amostra. O melhor resultado foi obtido utilizando-se 150 pl. de amostra. As Figuras 54 e 55
mostram as curvas analiticas obtidas para ferro(Il) e ferro total, onde verifica-se uma significativa

diminuigio no limite de detecg@o.
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Figura 53. Registro do sinal de Fe(II) e Fe total . (A) 0,05 mg L' de Fe*” e 0,05 mg L de Fe*",
(B)0,1 mgL" de Fe*" e 0,1 mg L™ de Fe**; (C) 0,2 mg L™ de Fe* ¢ 0,2 mg L™ de Fe*~; (D) 0,5
mg L de Fe’" e 0,5 mg L' de Fe’*; (E) 0,7 mg L de Fe* ¢ 0,7 mg L de Fe**; (F) 1,0 mg L™
de Fe™ e 1,0 mg L™ de Fe**.
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Figura 54. Curva analitica para Fe(II). A: curva obtida antes das modifica¢Ses na seqii€éncia de
operagdes no SIA. Y=(-0,004+0,002)+(0,079+0,002)X, R=0,998, L D= 0,17 mg L 1 B: curva
obtida apos as modificagdes. Y=(-0,0007+0,0003)-+(0,1003+0,0005)X, R=0,999, L. D.=0,02 mg

L-l
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Figura 55. Curva analitica para Fe total. A: curva obtida antes das modificagdes na seqiiéncia de
operagdes no SIA. Y=(-0,003+0,001)+(0,0420+0,0009)X, R=0,999, L.D.= 0,21 mg L™';B: curva
obtida apos as modificagdes. Y=(-0,0006+0,0005)+(0,0789+0,0005)X, R=0,999, L.D =0,034mg
L

3.4. Estudo da Concentracio do Reagente 1,10-fenantrolina

A fim de aumentar ainda mais a sensibilidade do método para a determinagdo de Fe(1l) e
Fe(I11), testou-se diferentes concentra¢des da solucdo de 1,10-fenantrolina em HC! 0,05 mol L™
em comparagdo com a solug¢do usualmente utilizada (0,25% (m/v)). As concentra¢des escolhidas

foram 0,1%, 0,125% e 0,5% (m/v). A Figura 56 ilustra o resultado obtido.
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Figura 56. Registro do sinal de Fe(II) (A) e Fe total (B) variando-se a concentragdo de 1,10-
fenantrolina. Condig¢oes: Amostragem sanduiche (Vs = 150 uL; Vg = 100 uL); percurso analitico
= 50 m; Vazdo = 100 uL s™.



A Tabela 21 mostra os dados das curvas analiticas da Figura 53.
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Tabela 21. Pardmetros caracteristicos das curvas analiticas em fungdo da concentragdo de 1,10-

fenantrolina.

Curvas’ Coeficiente Coeficiente R
Linear (UA) Angular (L mg™)
Fe(11) Fe t* Fe(1I) Fe t* Fe(I) Fet*
0,25%  -0,001£0,001  -0,0001+0,002  0,054+0,002 0,046+0,001 0,998 0,998
0,1% -0,0001+0,0004 -0,0003+0,0006  0,0286+0,0007 0,0248+0,0005 0,999 0,999
0,125% -0,0002+0,0004 -0,0002+0,0007  0,0355+0,0008 0,0283+0,0006 0,999 0,999
0,5%  -0,0008+0,0008  0,001+0,001 0,088+0,001 0,064+0,001 0,999 0,999

# diferentes concentragdes de 1,10-fenantrolina; *Fe t = ferro total

Como pode-se observar, o reagente 1,10-fenantrolina na concentragio de 0,5% (m/v),

proporcionou melhor sensibilidade ao sistema estudado, o que é verificado por um pronunciado

aumento no valor do coeficiente angular da curva analitica.

3.5. Estudo de Interferentes

O estudo dos possiveis interferentes na determinagdo de ferro(Il) e ferro(I) foi realizado

utilizando-se padrdo de controle de 3 mg L™ de Fe(Il) e Fe(IIl) em 0,05 mol L' de HCI. Todos os

padrdes contendo os possiveis ions interferentes foram preparados em meio de 0,05 mol L™ de

HCI. A Tabela 22 apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 22. Efeito dos possiveis interferentes na determinagao de ferro(Il) e ferro(Il1).

Espécie estudada Concentragao Adicionado como  E%(Fe(I)) E%(Fet")

(mgL™)

Al> 50 AI(NO3)3. 9H,0 +0,33 +72
Cu®*” 10 Cu(NO3),.3H,0 +0,87 +3,3
Zn* 10 Zn(NO3),.6H,0 +1,1 +5,8
Ca¥ 25 CaCl, +0,11 +3.3
K~ 20 KNOs +0,11 +3.9
PO, 20 KH,PO, 0,22 +2.8
NOy 20 KNO, +0,11 +3.9
NO, * 0,07 NaNO, +0,15 +3.9
NOz_ * 0,4 NaN02 —7,6 —5,6
NO, * 0,8 NaNO, 21,8 235
MON** 2 Acido hiimico +0.92 -1,3
MON** 10 Acido humico -1,2 +2.3
g% xx 0,05 Na,S.9H,0 +3.8 +59
SF 0,5 Na,;S.9H,0 +3,8 +5,1

# Fe t = ferro(I1) + ferro(I1l), * Solugdo de 0.7 mg LT de Fe* e Fe>* ; ** Solugdo 0,5 mg L de

Fe’” e Fe’~ contendo 5 mg L' de MON (matéria organica natural).

Substancias fortemente oxidantes, cianeto, nitrito e fosfato podem interferir na
determinagdo de ferro(II). Crémio e zinco na razéo de 10:1 de ferro pode interferir. Cobalto e
cobre interferem em concentragdes maiores que 5 mg L™ ¢ niquel em concentragio maior que 2
mg L' (APHA, 1995).

Como mostra a Tabela 22, ndo foi observada interferéncia para a concentragdo de cobre
estudada. AI>", Zn*", Ca?, K, PO, e NO; também nio apresentaram interferéncia.

Sulfeto, nas concentragdes estudadas. ndo apresentou interferéncia significativa, porém,
sua presenga na amostra, proveniente de ambiente andxido, pode acarretar reagdo de precipitagdo
do mercurio presente no redutor de Jones, como HgS diminuindo a estabilidade da micro-coluna

redutora e consequentemente redugio no seu rendimento.
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3.6. Monitoramento de Fe(Il) e Fe(Ill) Utilizando-se Filtragdo Tangencial em Amostras

Simuladas.

Amostras artificiais foram preparadas a partir de sedimentos naturais coletados do
reservatorio Guarapiranga localizado na cidade de S3o Paulo, como descrito anteriormente no
item 3.4.2 no Capitulo IV. Em algumas amostras foi adicionada quantidade conhecida de acido
humico comercial resultando numa concentragdo de carbono orgénico dissolvido entre 1 e 5 mg
L. Nestas condigdes, observou-se que o sinal de ferro total foi sistematicamente menor do que o
obtido pelo método da APHA.

Apos verificar-se problemas na aquisi¢gdo do sinal de ferro total devido a presenga da
matéria organica, optou-se pela alteragdo na seqii€ncia de operagdes no SIA. Quando fragmenta-
se a zona de amostra com pequenos plugs de HCI anteriormente a inje¢do da amostra na micro-
coluna redutora, ndo ¢ verificado erro negativo para ferro total. Isto pode ser explicado pela
formagao de complexos entre a matéria organica e o Fe(Ill) e também entre outros constituintes
da suspensao, dificultando a etapa de redugdo. Com a inclusdo de pequenos plugs de HCI 0,1 mol
L' (25 uL HCI; 190 puL de amostra, 30 pL HCI; 190 pL de amostra), a diminui¢do do pH da
amostra ¢ favorecida, contribuindo desta forma para uma redugdo mais eficiente dos ions Fe(III).
Como o SIA é um sistema de linha unica, ndo sendo possivel haver confluéncia da amostra com
uma solugdo acida, a segmentagdo da amostra por zonas de HCI foi uma boa opgao, ja que uma
prévia acidificagdo da amostra resultaria na precipita¢do da matéria organica, além de causar
alteragdes na amostra.

A membrana utilizada no interior do filtro tangencial na determinacdo de ferro, ¢
responsavel pela sele¢@o de particulas coloidais que podem adsorver o ferro. Portanto, o didmetro
dos poros da membrana utilizada reflete diretamente na concentragdo de ferro encontrado nas
amostras de modo que os resultados devem ser encarados de maneira operacional, ou seja,
validos para membrana de filtragdo com 0,45 um de didmetro de poro.

As amostras analisadas por SIA foram também analisadas por uma metodologia
independente a fim de obtermos uma comparagdo entre elas. Utilizando-se a mesma reacao
quimica com a 1,10-fenantrolina, determinou-se ferro(Il) (APHA, 1995) e a determinag¢io de
ferro total foi realizada com prévia redugdo do Fe(IIl) a Fe(Il) utilizando-se acido ascorbico. O

resultado pode ser observado na Figura 57.
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Figura 57. (A) Correlagdo entre os métodos SIA e o método off-line para a determinagido de
Fe(II) e Fe total na suspensdo de sedimentos. (B) Diferenca entre as concentragdes obtidas pelo
método SIA e método off-line, plotados como fung@o dos resultados obtidos pelo método off-

line.
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De acordo com os graficos apresentados na Figura 57, ndo se observa evidéncias de erro
sistematico entre os resultados obtidos pelos dois métodos aplicados para determinagdo de
ferro(II) e ferro(Ill), além do grafico de correlagdo (A) apresentar coeficiente de correlagdo ser
maior que 0,99, (0,998 para o Fe(II) e 0,992 para o Fe total) o coeficiente angular proximo de 1
(1,00+0,03 para Fe(Il) e 1,11+0,04 para Fe total) e o linear proximo de zero (0,01+0,02 para o

Fe(II) e —0,05+0,04 para o Fe total), indicando boa concordéancia entre as metodologias.
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4., CONCLUSOES

O método proposto mostrou-se adequado as amostras estudadas além de ser aplicavel a
padroes de qualidade ambiental (0,3-5 mg L' de ferro soluvel) e padrdes de potabilidade (0,1-
1,0 mg L™ de ferro total). O limite de determinagdo alcangado foi de 0,02 mg L™ para o ferro(I)
e 0,034 mg L™ para o ferro total. A freqiiéncia de amostragem obtida foi de 20 amostras h™'.

O consumo e geragao de residuos no sistema SIA ¢ muito menor que no método da
APHA, onde 20 mL de 1,10-fenantrolina sdo usados na analise de uma amostra gerando o residuo
de 1 x 10™* mols de reagente. No SIA a mesma quantidade de efluente é gerado na andlise de 20
amostras. O método FIA (Faizullah e Townshend, 1985) também produz a mesma quantidade de
residuo que o SIA, porém, sua freqiiéncia analitica é muito maior (60 amostras h™).

O filtro tangencial apresentou bom desempenho como para a determinagdo de nitrito e
nitrato. Entretanto, ndo observou-se erro sistematico positivo nas amostras simuladas estudadas,

como ocorreu anteriormente nas determinag¢des de nitrito.
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S. PERSPECTIVAS DE ESTUDOS FUTUROS

A metodologia desenvolvida nesta tese podera ser aplicada em conjunto com o método
para determinagdo de sulfeto (Silva e colaboradores, 2001), em estudos de oxidag¢do de
sedimentos andxidos através de bombeamento de ar. Alguns dos processos envolvidos sdo
oxidagdo de Fe** a Fe’", Mn®™ a Mn*" e de S* a SO,* com consegiiente liberagio de H'. Estes
estudos podem fornecer informagdes sobre as cinéticas de oxidagdo, bem como a caracterizagio
das espécies que permanecem em solu¢do uma vez que os ions Fe'” e Mn*" tendem a sofrer
hidrolise. Estas informagdes podem ser de grande utilidade no gerenciamento de processos de

recuperacdo de ambientes aquaticos degradados e andxidos.
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