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Resumo

Titulo: Um Analisador Fluxo-Batelada Baseado em Imagem Digital

para Determinacdo de AI(III) e Cr(VI) em Aguas

Esse estudo propde um analisador fluxo-batelada baseado em imagem
digital (DIB-FBA) para determinacao de AI(III) e Cr(VI) em aguas. O DIB-
FBA utiliza uma webcam com sensor CCD para a aquisicao das imagens
geradas de acordo com o sistema de cor RGB (Red-Green-Blue). O
método para a determinacdo de AI(III) baseia-se na reagao com
quercetina e o brometo de cetiltrimetilamonio, produzindo um complexo
amarelo com maximo de absorcdao em 428 nm. A determinagao de cromo
é baseada na reacao do ion Cr(VI) com 1,5-difenilcarbazida, cujo o
produto € um complexo de coloracao violeta com maximo de absorcdo em
548 nm. Todas as solucdes de calibracao foram preparadas in-line e todos
0s processos analiticos foram realizados simplesmente mudando os
parametros operacionais do aplicativo de controle do DIB-FBA. A resposta
linear para o AI(III) se estende de 10 a 600 pg L™! e para o Cr(VI) de 10 a
300 pg L. Os modelos lineares das curvas analiticas foram validados por
intermédio de ANOVA, teste F para falta de ajuste e da analise grafica dos
residuos deixados pelos modelos. Os limites de deteccdo e as frequéncias
analiticas foram estimadas como sendo, respectivamente, 3,97 pug L™! e
137 h™!, para o AI(III) e 3,40 pg L™' e 134 h™!, para o Cr(VI). Os
resultados da aplicacao do DIB-FBA foram comparados com os obtidos
empregando os respectivos métodos de referéncia. Constatou-se que nao
existe nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os

resultados, aplicando o teste t-pareado ao nivel de confiangca de 95%.

Palavras-chave: Analisador fluxo-batelada, Imagem digital; Sistema de
cor RGB; AI(III); Cr(VI); Agua.



Abstract

Title: A Digital Image-Based Flow-Batch Analyzer for AI(III) and

Cr(VI) Determination in Waters

This study proposes a digital image-based flow-batch analyzer (DIB-FBA)
for the determination of AI(III) and Cr(VI) in waters. The proposed DIB-
FBA uses a webcam with CCD sensor for acquisition of the images
generated according to the RGB (Red-Green-Blue) colour system. The
method for determination of AI(III) is based on reaction of this ion with
quercetin and cetyltrimethylammonium bromide, vyielding a vyellow
complex with maximum absorption at 428 nm. Chromium(VI)
determination is accomplished by reaction of this ion with 1,5-
diphenylcarbazide, whose product is a violet complex with maximum
absorption at 548 nm. All calibration solutions were prepared in-line, and
all analytical processes completed by simply changing the operational
parameters in the DIB-FBA control software. The linear response ranges
from 10 to 600 pg L™t for Al (III) and from 10 to 300 pg L™! for Cr (VI).
Linear models for analytical curves were validated using ANOVA, F-test for
lack of fit and residual plots. The limits of detection and sampling rates
were estimated as 3,97 pg L™! and 137 h™!, for AI(III) and 3,40 pg L7}
and 134 h™!, for Cr(VI), respectively. DIB-FBA performance was compared
with the reference methods for determination of both analytes, and no
statistically significant difference was observed between results by

applying the paired t-test at a 95% confidence level.

Keywords: Flow-batch analyzer; Digital images; RGB colour system;
AI(III); Cr(VI); Water.
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1.1 Caracterizacao da Problematica

A poluicdo de ambientes aquaticos por metais tem despertado um
consideravel interesse publico e cientifico, devido a sua toxicidade para a
salde humana e sistemas bioldgicos. As propriedades toxicoldgicas e
biolégicas de muitos elementos dependem de suas formas quimicas,
ou seja, do estado de oxidagdo 1. Por causa da diferenca da toxicidade
dos diferentes estados redox de alguns metais, ha uma necessidade de
desenvolver métodos analiticos para determinar cada uma destas espécies
com suficiente precisdo e sensibilidade [%3!, Determinagdes de metais,
tais como aluminio e cromo tem especial importancia em matrizes
ambientais.

Varias técnicas instrumentais tém sido utilizadas para a determinacao
de Al e Cr em matrizes ambientais, tais como cromatografia [*°],
espectrometria de  absorcdo  atdémica  [®!,  voltametria [},
espectrofluorimetria ¥°!, quimiluminescéncia [*°! e espectrofotometria [**
131 Além disso, a literatura reporta a automatizagdo dos procedimentos
para derminacao de aluminio e cromo usando diferentes analisadores por

o [81214]1 " conhecidos como FIA (do inglés: Flow Injection

injecao em flux
Analyser). Com os analisadores FIA, essas determinacdoes podem ser
realizadas com elevada taxa de amostragem, alta reprodutibilidade,
menor interferéncia do analista e consumo de reagentes e amostras, etc.
No entanto, esses analisadores podem apresentar algumas desvantagens,
como a perda de sensibilidade, devido a dispersdao da amostra,
e a necessidade de uma nova configuragao fisica do sistema para cada
tipo de andlise requerida [*°,

Uma alternativa que pode minimizar estes inconvenientes € a
utilizacdo dos analisadores fluxo-batelada [*®! ou em inglés Flow-Batch
Analyser (FBA), que alia as caracteristicas favoraveis dos sistemas em
fluxo e dos sistemas em batelada. Umas das principais caracteristicas do
FBA é a existéncia de uma camara de mistura (CM) a qual permite a

realizacdo de grande parte dos processos analiticos como o pré-
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tratamento, homogeneizacdao e reacdes quimicas. Além disso, o FBA
também permite integrar o sistema de deteccao a sua CM, tornando o
processo de analise ainda mais rapido [*71,

A deteccao integrada a prépria CM pode ser realizada utilizando
dispositivos como LED’s (do inglés: Light Emitting Diode),
fototransdutores, fibras oticas e fotodiodos, dependendo do tipo de
andlise. Em determinagdes envolvendo imagens digitais, pode ser utilizada
uma webcam direcionada para uma camara de mistura transparente
colocada em um ambiente com iluminagao uniforme.

Recentemente, métodos baseados em imagens digitais vém sendo
utilizados como uma alternativa satisfatéria para determinacoes

g [18-30]

quantitativas em ciéncias analitica Estes métodos geralmente

empregam o sistema de cor RGB (do inglés: Red Green Blue) onde os
valores individuais das cores primarias variam de 0 a 255 (8 bits) [1824],
Essas imagens podem ser capturadas a partir de scanner, webcam e
cameras digitais com sensores baseados em CCDs (do inglés: Charge-
Coupled Devices) ou em CMOS (do inglés: Complementary Metal-Oxide
Semiconductor) B3,

Neste trabalho de pesquisa foi proposto um analisador automatico
fluxo-batelada para determinacao dos ions aluminio (IIT)
e cromo (VI) em aguas, utilizando como sistema de deteccdo uma

webcam e dados RGB.
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1.2 Objetivos
1.2.1 Geral

Desenvolver um analisador fluxo-batelada baseado em imagem
digital (DIB-FBA) obtida com uma webcam, para determinacao de AI(III) e
Cr(VI) em aguas.

1.2.2 Especificos

» Propor um analisador fluxo-batelada, para a determinagao de AI(III)
e Cr(VI) em aguas, utilizando uma unica configuracdo fisica do
sistema;

> Usar, como sistema de deteccao do analisador, uma webcam para
obtencdo das imagens digitais produzidas durante as analises;

> Relacionar as imagens digitais com as concentracdes dos complexos
obtidos com o AI(III) e com o Cr(VI);

> Desenvolver um programa para controle das operacdes do sistema,
aquisicao e tratamento das imagens digitais;

> Configurar os parametros operacionais do analisador e da conexao
com a webcam;

> Aplicar o DIB-FBA a determinacao de AI(III) e Cr(VI) em amostras
de agua;

> Avaliar o desempenho analitico em termos das figuras de mérito.
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1.3 Sistemas Automaticos de Analise

Os procedimentos convencionais de analises quimicas (procedimentos
em batelada) apesar de comumente aplicados em diversas determinacoes
analiticas, podem apresentar alguns inconvenientes, como: elevado
consumo de reagentes e amostras, transferéncia manual de solucdes,
0 que implica em um aumento na susceptibilidade a erros, baixa
velocidade analitica, exposicdao do analista a reagentes toxicos e/ou
radioativos elevando o risco de contaminagdo 321,

Varios inconvenientes proporcionados pelos procedimentos em
batelada podem ser contornados ou amenizados com a utilizacao de
sistemas automaticos de analises. Geralmente esses sistemas possibilitam
a realizacao de procedimentos experimentais de forma mais rapida, com
minima quantidade de reagentes e amostra, menor geragao de residuos,
boa precisao e aumento na frequéncia analitica, além de possibilitar
manipulacdo de solugdes instaveis, tdéxicas, explosivas e/ou radioativas
com a minima intervencdo do analista.

Sistemas automaticos de anadlise tém potencial para serem
empregados em laboratdrios de analise de rotina, principalmente nos
laboratérios de analises clinicas, por apresentarem uma demanda diaria
de diagndsticos que exigem resultados rapidos e precisos. Esses sistemas

[33]1. os analisadores

podem ser divididos em trés grandes grupos
automaticos discretos, robotizados e em fluxo.

Os analisadores automaticos discretos tém como principal
caracteristica, a utilizagdo de dispositivos mecanicos para o transporte da
amostra até o sistema de detecgdo. A amostra € armazenada em
recipientes individuais e os equilibrios fisicos e quimicos sao controlados
permitindo explorar a maxima sensibilidade dos métodos. Isso &
importante principalmente quando as determinagdes envolvem reagoes de
cinética lenta, sendo necessario um tempo maior de residéncia para que
os equilibrios fisico e quimico sejam alcancados. Todavia, esses

analisadores possuem uma baixa frequéncia analitica, além de um alto
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custo de aquisicdo e manutengdo, tornando-os pouco atraentes nos
laboratérios de rotina ou de pequeno porte.

Analisadores automaticos robotizados apresentam uma complexidade
mecanica, custo de aquisicdo e manutengao maiores que os analisadores
discretos. Sua principal caracteristica é realizar manipulacdes analiticas
utilizando bragos mecanicos robotizados, isso os torna importantes
durante a realizagao de procedimentos analiticos que exigem o emprego
de substancias toxicas, radiotivas e/ou explosivas, evitando a exposicao
do analista nessas situagoes.

Os analisadores automaticos em fluxo, por apresentarem uma
instrumentagcao simples, menor intervencao do analista, reduzido
consumo de reagentes e amostra, obtencdao de uma maior frequéncia
analitica, ndo comprometer a precisdo, e as vezes até a sensibilidade dos
métodos, vém sendo utilizados em laboratérios de anadlises de rotina,
substituindo os analisadores automaticos discretos e robotizados. Nesses
analisadores, a introducao e processamento da amostra, bem como o
processo de detecgdo, ocorrem em fluxo 341,

A IUPAC (do inglés: International Union of Pure and Applied
Chemistry) *°1 e algumas referéncias encontradas na literatura 3436371
classificam os analisadores em fluxo de acordo com algumas
caracteristicas, tais como: o modo de insercdo da amostra ou reagente e a
forma de acondicionamento da amostra até o sistema de deteccgao.

Dessa forma, os analisadores em fluxo podem ser classificados como:

> Analisador em Fluxo Segmentado (do inglés: Segmented Flow
Analyser — SFA);

> Analisador por Injecao em Fluxo (do inglés: Flow Injection Analyser
- FIA);

> Analisador em Fluxo Monosegmentado (do inglés: Monosegmented
Flow Analyser — MSFA);

> Analisador por Injecao Sequencial (do inglés: Sequential Injection
Analyser — SIA);
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> Analisador em  Fluxo com  Multicomutacdo (do inglés:
Multicommutation in flow Analyser — MFA);

> Analisador em Fluxo-Batelada (do inglés: Flow-batch Analyser -
FBA).
Nas secdes a seguir, apresenta-se uma descricao das caracteristicas,

vantagens e limitagdes dos diferentes tipos de analisadores em fluxo.

1.3.1 Analisador em Fluxo Segmentado (SFA)

Os sistemas automaticos em fluxo segmentado (do inglés:
Segmented Flow Analyser - SFA), foram propostos por Skeggs, em 1957,
e denominados inicialmente de Analisadores em Fluxo Continuo (do

[38]  Esse sistema tem como

inglés: Continuous Flow Analyser - CFA)
caracteristica o bombeamento continuo da amostra segmentada por varias
bolhas de ar em direcdo ao detector. A presenca de bolhas além de
minimizar a dispersao e intercontaminacao das amostras permite atingir
os equilibrios fisico e quimico durante a analise tornando o SFA adequado
para reacdes de cinética lenta. Entretanto, as bolhas de ar sdao removidas

com auxilio de um desborbulhador antes de atingirem o detector.

1.3.2 Analisador por Injecao em Fluxo (FIA)

Ruzicka e Hansen caracterizaram, em 1975, o Analisador por Injecao
em Fluxo (FIA) [3°], Nesse sistema, um volume reprodutivel da amostra e
do reagente é injetado em um fluido carregador inerte, sendo
transportado para o detector sem o uso de segmentos de bolhas de ar.
Os sistemas FIA, geralmente, utilizam uma instrumentagao simples,
podendo alcancar uma elevada frequéncia analitica, bem como uma maior
precisdao durante as analises. Entretanto, nesses sistemas a amostra
normalmente sofre dispersao durante o transporte para o detector e os

equilibrios fisico e quimico ndao sdo atingidos. Consequentemente, a
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sensibilidade do método pode ser inferior a obtida pelos analisadores
automaticos discretos e robotizados. Outra desvantagem dos sistemas
FIA, reside na dificuldade de realizar uma mistura eficiente entre
reagentes e amostra, além da sua incapacidade de se aplicar a diversas
analises com uma Unica configuracdo fisica do sistema, devido a sua baixa
flexibilidade.

1.3.3 Analisador em Fluxo Monosegmentado (MSFA)

Pasquini e Oliveira propuseram, em 1985, o primeiro Analisador em

[40]  Nesse analisador um volume

Fluxo Monosegmentado (MSFA)
reprodutivel de amostra e reagente(s), interposto entre duas bolhas de ar,
é introduzido em um fluido transportador inerte. Forma-se um
monosegmento (fluido transportador-amostra e reagente(s)-fluido
transportador) que limita a dispersao e evita a intercontaminagao das
amostras durante sua residéncia no caminho analitico. Como resultado,
€ possivel obter sinais analiticos com maior sensibilidade, mesmo para
reacoes lentas que requeiram longos tempos de residéncia. Para aliar uma
maior frequéncia analitica bastam introduzir sequencialmente as
amostras, enfileirando-se o0s diversos monosegmentos nho percurso
analitico.

Portanto, os sistemas MSFA combinam as caracteristicas favoraveis
dos analisadores SFA (p. ex. minima dispersao e intercontaminagao das
amostras, possibilitando alcancar longos tempos de residéncia sem
comprometer os equilibrios fisico e quimico) com as dos sistemas FIA que
incluem uma maior velocidade analitica e um menor consumo de amostra

e reagentes.
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1.3.4 Analisador por Injecao Sequencial (SIA)

O Analisador por Injecao Sequencial (SIA) foi proposto por Ruzicka e
Marshall em 1990 [%!], Nos sistemas SIA, volumes de amostra e reagentes
sao aspirados sequencialmente empregando geralmente uma seringa e
uma valvula seletora com varios canais de entrada e apenas um canal de
saida, denominada valvula SIA. Com o auxilio dessa valvula, os volumes
sao adequadamente aspirados para uma bobina de armazenamento, onde
pode ocorrer a homogeneizacdo, separagao e mistura das solugoes.
Em seguida, o fluxo é invertido e a solugdo é entdao direcionada para o
sistema de detecgao.

Os sistemas SIA mantém algumas carecteristicas obtidas por outros
analisadores automaticos em fluxo, como reprodutibilidade, robustez,
versatilidade, baixos consumo de reagentes e amostra. No entanto,
a velocidade analitica pode ser bastante comprometida devido a forma de
aspiracao sequencial das solucdes quando comparados com o0s outros

analisadores automaticos em fluxo utilizados para o mesmo propdsito.

1.3.5 Analisador em Fluxo com Multicomutacao (MFA)

Reis e colaboradores desenvolveram, em 1994, o Analisador em
Fluxo com Multicomutacdo (MFA) 421, A principal caracteristica do sistema
MFA é a insercdo de pequenas aliquotas da amostra e do reagente como
forma de amostragem binaria, possibilitando a formacdo de zonas
reacionais que sao transportadas por fluxo carregador. Isso ocorre devido
a utilizacdo de valvulas solenoides de trés vias ou minibombas solenoides.
Esses dispositivos atuam como comutadores dos fluidos, sendo que os
volumes inseridos sao definidos de acordo com o tempo de abertura dos
canais de cada componente. A formagao dessas zonas reacionais favorece
o processo de homogeneizagdo entre a amostra e o reagente, nao

influenciando na velocidade analitica 431,
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1.3.6 Analisador em Fluxo-Batelada (FBA)

Em 1999, Honorato e colaboradores propuseram os Analisadores em
Fluxo-Batelada, ou em inglés Flow-Batch Analyser (FBA) ['®1  que
incorporam as caracteristicas favoraveis dos analisadores automaticos em
fluxo, além de preservar algumas caracteristicas encontradas nos
analisadores convencionais em batelada, como o0 processamento da
amostra de forma discreta. Na Figura 1.1 é apresentado um esquema
ilustrativo destacando os principais componentes necessarios para a

montagem do FBA.

Figura 1.1 - Esquema ilustrativo dos principais componentes do FBA. (a)
Camara de mistura, (b) valvulas solenoides, (c) agitador magnético, (d) bomba
peristaltica, (e) acionador de valvulas, (f) exemplo de detector, UV-Vis-NIR (g)
computador.

Uma das principais caracteristicas do FBA é a presenca da camara de
mistura (Figura 1.1(a)), pequena peca cilindrica, geralmente de Teflon ou
Acrilico, com volume interno variavel de 0,5 a 2,0 mL. Nessa camara de
mistura ou camara reacional ocorre a maior parte dos procedimentos

analiticos, como por exemplo, a adicdo, homogeneizacdo, reacdes e
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acondicionamento dos fluidos, preparo de solugdes de calibracao,
deteccao do analito, etc.

Nesse sistema automatico de analise, a cdmara de mistura recebe os
volumes adequados de reagentes e amostra que sao controlados pelas
valvulas solenoides (Figura 1.1(b)). Uma eficiente mistura dos fluidos
pode ser obtida com o uso de um agitador magnético e de uma barra
magnética no interior da cdmara (Figura 1.1(c)). A propulsao dos fluidos é
normalmente realizada por intermédio de uma bomba peristaltica (Figura
1.1(d)). O controle das valvulas é realizado utilizando um acionador de
valvulas (Figura 1.1(e)). O sistema de deteccao (Figura 1.1(f)) pode ou
ndo ser acoplado a camara de mistura, conforme a necessidade ou
configuracao do sistema requerido. Nos sistemas em fluxo-batelada todo o
procedimento analitico é controlado com auxilio de um computador
(Figura 1.1(g)) que garante a reprodutibilidade e velocidade nas
aplicagoes.

Os sistemas em fluxo-batelada possuem a vantagem de explorar a
maxima sensibilidade do sinal analitico, ou seja, os equilibrios fisico e
quimico sao estabelecidos, sem ocorrer dispersdao da amostra. Além disso,
oferecem flexibilidade durante a aplicagao, permitido com simples ajustes
no programa de controle, alterar parametros como a faixa de
concentracdo para a curva analitica ou o fator de diluicdo da amostra.
Devido a versatilidade (carater multipropdsito) dos sistemas em fluxo-
batelada é possivel implementar diferentes processos analiticos sem
alterar a configuracdo fisica do sistema, modificando apenas os
pardmetros do software de controle [#4],

Em sintese, os sistemas em fluxo-batelada oferecem uma
instrumentacao simples, de facil manutencdo e operacao, sao robustos,
versateis, flexiveis, apresentam um baixo consumo de reagentes e
amostras, bem como de geracao de residuo, o que os torna aptos a

realizarem diferentes procedimentos analiticos como: titulagdo [*°],

[44]

analise screening '**1, adicdo de padrdo [*®], extracdo liquido-liquido 7],
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[47]

andlise nefelométrica , turbidimétrica [4®]

, quimiluminescente [%°]

fluorescente [*71 e fotométrica [591,

A deteccao do analito pode ser realizada em fluxo ou diretamente
na CM, aumentando a velocidade analitica. Para a deteccao integrada,
pode-se acoplar a CM dispositivos como LED’s, fototransdutores, e
fotodiodos [17:49:50],

Sistemas automaticos em fluxo e em batelada, empregando métodos
baseados em imagem digital, apresentam-se como uma recente estratégia
com grande potencial, especialmente em quimica analitica quantitativa.

As vantagens da realizacdo de procedimentos analiticos empregando
sistemas automaticos em fluxo e procedimentos convencionais em
batelada, com deteccao baseada em imagem digital, sdao descritas a

sequir.

1.4 Métodos Analiticos Baseados em Imagem Digital

Métodos baseados em imagem digital vém sendo empregados como
uma alternativa de baixo custo para determinacdes em quimica analitica.
A possibilidade de monitoramento em linha e a capacidade de avaliar
parametros como a textura, intensidade das cores e sua distribuicao na
superficie, também contribuiram para essa tendéncia [18-391,

Esses métodos geralmente empregam o sistema de cor RGB 1231
que utiliza as diferentes combinagdes dos valores individuais das cores
primarias (vermelho, verde e azul), variando de 0 a 255 (8 bits), para
simular todas as cores existente no espectro da regido do visivel. As
imagens digitais podem ser capturadas utilizando scanner, webcam e
cadmeras digitais com sensores baseados em CCDs ou em CMOS 311 etc.

Na literatura sao descritos varios modelos matematicos que utilizam
dados do sistema de cor RGB das imagens digitais para a obtengao de
respostas analiticas em diversas determinacdes. Alguns desses modelos

sao descritos a seguir.
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[18] propuseram, pela primeira vez, o uso de

Gaiao e colaboradores
imagem digital RGB para implementar uma titulacdo. A metodologia foi
avaliada inicialmente na andlise de amostras sintéticas para determinagao
de acido cloridrico (HCl) e &cido fosforico (HsPO4). Posteriormente, a
estratégia foi aplicada a determinacdao de alcalinidade total em &gua
mineral e dgua de torneira. Nesse método, utilizou-se uma webcam, como
detector, para localizagao do ponto final em titulacdes de neutralizagao.
O valor de cor, adotado como resposta analitica, foi baseado no produto
2R x 2¢ x 2B empregando o sistema de cor RGB. Utilizou-se o valor de cor
baseado nos valores médios de R, G e B para a construcdo das curvas de
titulacao. Os resultados das determinacgdoes foram similares aos obtidos
por titulacdo espectrofotométrica. Utilizando essa mesma metodologia,
Torres e colaboradores [*°1 determinaram a acidez total de vinhos tintos
por meio de titulacdo acido-base sem o uso de indicador externo,
explorando apenas as imagens capturadas com uma webcam.

[20]  desenvolveram um método

Lopez-Molinero e colaboradores
simples, baseado em imagem digital utilizando quimiometria para a
determinacdo de titanio em amostras de plasticos. Utilizou-se uma camera
digital para a captura das imagens, e os valores das componentes RGB
das imagens foram correlacionados linearmente com a concentragao do
analito. Essa metodologia permitiu a obtencdo de uma satisfatoria
precisdo e exatiddo analitica, tornando o método proposto adequado para
o controle de qualidade de plasticos em analises de rotina.

Maleki, Savafi e Sedaghatpour [?!1 fizeram o uso de imagem digital
para a determinacao simultanea de AI(III) e Fe(III) em agos usando
cromo azurol S como reagente cromogénico. Eles utilizaram uma camera
digital como sistema de detecgdao e para captura das imagens digitais.
Os valores individuais de R, G e B, obtidos das imagens RGB, foram
correlacionados as concentracdes de AI(III) e Fe(III) nos complexos
formados, utilizando um modelo baseado em redes neurais artificiais.

Kohl, Landmark e Stickle [?2! descreveram um experimento simples,

onde o principio da absorgdao foi demonstrado por meio da analise de
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imagem digital. A resposta analitica foi estimada a partir da equacao:
A = log (Ip / I), onde Iy e I sao as intensidades da componente azul (B)
das imagens digitais obtidas a partir da solucao do branco e solucoes
padrdo de um corante alimenticio amarelo, respectivamente. Para a
captura das imagens foram utilizados um scanner e uma camera digital.

[23]  determinaram &cido ascorbico em

Gomes e colaboradores
formulagdes farmacéuticas pela digitalizacdo das amostras com um
scanner. O principio da técnica foi baseado na reagdao entre o acido
ascorbico, hexacianoferrato de potassio e cloreto de ferro (III),
para formar o complexo azul da Prussia. Posteriomente, seleciou-se uma
regido da imagem obtida, e os valores médios das cores primarias
vermelho (R), verde (G) e azul (B) foram obtidos para cada amostra
usando um programa computacional. A componente azul (B) foi
correlacionada em absorbancia utilizando uma relacdo matematica
semelhante & descrita por Kohl [22],

Recentemente, Wongwilai e colaboradores [**! desenvolveram um
sistema semi-automatico em um simples reator /ab-on-chip que utiliza
uma webcam como detector. Esse sistema foi projetado para
monitoramento, em tempo real, de uma titulagdo acido-base por meio da
mudanca de cor do indicador fenolftaleina utilizado. Registrou-se as
imagens associadas ao desaparecimento da cor rosa, caracteristica do
indicador, quando a solugcdo acida se difundia na solugdo basica. Essa
mudanca de cor promove uma variagao nos valores das componentes
R, G e B, a qual esta relacionada com a concentragdo do acido no

processo de titulagao.
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1.5 Determinacdo de Metais em Agua

O acumulo de metais em sistemas aquaticos ameaca a qualidade das
aguas e do meio ambiente prejudicando, consequentemente, a saude
humana. Muitos dos metais ndao sao biodegradaveis e requerem
tratamento adequado ou meios apropriados para acondiciond-los. Isso
tem despertado o interesse da comunidade cientifica no desenvolvimento
de metodologias capazes de detectar niveis cada vez menores de
concentragcdo de metais utilizando métodos convencionais de analises
(batelada) e métodos automaticos [1"141,

A contaminagao por metais pode ocorrer nao apenas naturalmente
por fontes difusas, como as originadas pela atmosfera, intemperismo e
lixiviacdo do solo, mas também pela intervencdo humana. Esta é
considerada como a maior responsavel pelo frequente acimulo de metais
em rios, bacias e mananciais, poluindo agua e sedimentos destes
locais 541,

Como consequéncias, essas atividades antropogénicas, tais como
descarga de efluentes industriais, esgotos domésticos, depdsitos de lixo
e despejos de mineragao, provocam o enriquecimento desses constituintes
em corpos de agua tornando-os biodisponiveis. Isso significa que podem
se tornar aptos para serem incorporados por organimos que estao
em contato ou que utilizam, direto ou indiretamente, esses recursos
naturais.

Esses contaminantes podem ser encontrados nas formas particulada,
coloidal e dissolvida. Suas possiveis interagdes em ambientes aquaticos
sao complexas e afetam diretamente as condicdes de equilibrio desses
ecossistemas, promovendo sérias modificacdes ambientais [°>2°],

A toxidade dos metais depende de varios fatores, como a forma
quimica, taxa de emissdo, concentragao, transporte, tempo de exposicao
e 0S processos bioquimicos de cada organismo. Cerca de vinte metais sao
reconhecidos como téxicos. A susceptibilidade a substancias téxicas é

mais acentuada em criangas e pessoas idosas [°71,
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Grossi [®8] classifica os metais de acordo com sua toxidade dividindo-
0s em trés grupos: no Grupo 1 encontram-se os elementos considerados
como micronutrientes, pouco toxico ao meio ambiente, porém
em concentracbes elevadas se tornam téxicos. Entre eles estdo o
aluminio, cobalto, cobre, manganés, molibdénio, selénio, vanadio, zinco e
estanho; o Grupo 2 é formado pelos metais arsénio, berilio, cromo e
niquel, apresentam uma grande probabilidade de risco de cancer;
j@ o Grupo 3 é composto por metais que apresentam um carater
toxico significativo, € o caso do chumbo, cadmio, mercurio e talio.

No Brasil, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) é o
orgao responsavel pela avaliacao da qualidade e a classificagao dos corpos
de dgua para os seus principais usos. Na Resolugao CONAMA n° 357 de 25
de margo de 2005 [°°1 as dguas sdo classificadas em doces, salobras e
salinas, e elencadas em varias classes, de acordo com 0 seu uso, como

mostrado na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 - Utilizacdo e classificacdo das aguas do territério brasileiro,
estabelecido pelo CONAMA [°9],

Classificagao Utilizacao

Aguas Doces
Classe especial Ao abastecimento para consumo humano, com desinfeccao.

Ao abastecimento para consumo humano, apos tratamento simplificado
Classe 1 e a irrigacdo de hortalicas que se desenvolvem rentes ao solo e que
sejam ingeridas cruas sem remocao de pelicula.

Ao abastecimento para consumo humano, apds tratamento

Classe 2 convencional, a irrigagdo de hortalicas, plantas frutiferas e a atividade
de pesca.
Ao abastecimento para consumo humano, apés tratamento convencional
Classe 3 ou avancado; a irrigagdo de culturas arboreas, cerealiferas e
forrageiras.
Classe 4 A navegacdo e harmonia paisagistica.
Aguas Salinas
Classe 1 A recreacdo de contato primério e & aquicultura e a atividade de pesca.
Classe 2 A pesca amadora e a recreacdo de contato secundario.
Classe 3 A navegacdo e harmonia paisagistica.

Aguas Salobras

Ao abastecimento para consumo humano, apds tratamento convencional

Classe 1 NP } = .
ou avancgado, e a irrigagao de hortalicas que sao consumidas cruas.

Classe 2 A pesca amadora e a recreacdo de contato secundario.
Classe 3 A navegacdo e harmonia paisagistica.
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O CONAMA 591 também estabelece condicdes e padrdes de
lancamentos de efluentes em corpos de agua, oriundos de qualquer fonte
poluidora. Esses valores maximos admissiveis podem variar de acordo
com a classificacdo da agua. Na Tabela 1.2 podemos observar as
concentragdes maximas aceitaveis de alguns metais para as diferentes
classes de aguas e também para efluentes tratados por industrias

poluidoras.

Tabela 1.2 - Valores maximos da concentracdo (mg L) de alguns metais
estabelecido pelo CONAMA [5°1,

Aguas Doces Aguas Salinas Aguas Salobras
(classes) (classes) (classes) Efluentes
tratados
le2 ] 1 2e3 1 p A -c]
Al 0,1 0,2 1,5 1,5 0,1 0,1 -
Pb 0,01 0,033 0,01 0,21 0,01 0,21 0,5
Cu 0,009 0,013 0,005 0,0078 0,005 0,0078 1,0
Fe 0,3 5,0 0,03 0,3 0,3 0,3 15,0
Cd 0,001 0,01 0,005 0,04 0,005 0,04 0,2
Zn 0,18 5,0 0,09 0,12 0,09 0,12 5,0
cr 0,05 0,05 0,05 1,1 0,05 1,1 (1):(1) Egzi;
Ni 0,025 0,025 0,025 0,074 0,025 0,074 2,0
Hg 0,0002 0,002 0,0002 0,00018 0,0002 0,00018 0,01
Se 0,01 0,05 0,01 0,29 0,01 0,29 0,3

O conhecimento da concentracao total de metais oferece pouca ou
nenhuma informagdao sobre a biodisponibilidade, a toxicidade, a
mobilidade ambiental e o comportamento biogeoquimico, que em geral,
sao fortemente dependentes da espécie quimica de metais. Especiacao
pode ser definida como a determinagdao das concentragdes individuais
das varias formas quimicas de um elemento que, juntos, compdem a
concentracdo total do elemento em uma dada matriz ¢,

As baixas concentracdes da maioria dos metais em aguas requerem o
uso de técnicas analiticas com alta sensibilidade e seletividade, sendo as

vezes necessario realizar algum procedimento que envolve separacao ou
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pré-concentragao, tais como: evaporacdo, volatilizacdo, co-precipitacao e
extracdo por solvente ou extracao de fase sdlida. Apesar de eficiente,
qualquer processo de pré-concentracdo envolve manipulagdo de amostras,
com isso aumenta o risco potencial de contaminagao. Logo, € importante
a escolha de uma técnica que utiliza o minimo de manipulagao da amostra
e 0 minimo uso de reagentes [¢],

Uma variedade de técnicas analiticas permite a discriminagdao entre
as diferentes formas de um metal, cromatografia em fase liquida (HPLC) e
gasosa (GC), espectrometria de absorcdo atbmica em chama (FAAS) e em
forno de grafite (GF-AAS), espectrometria de emissdo dptica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES), espectrometria de massa (MS),
técnicas eletroanaliticas, espectrofluorimetria, quimiluminescéncia e

espectrofotometria [1-13/611,

1.5.1 Métodos para Determinacao de Aluminio

O aluminio é o terceiro elemento mais abundante na litosfera, o que
inclui cerca de 8% da crosta terrestre. Em virtude de sua reatividade, esse
elemento dificilmente é encontrado como metal na natureza, apenas na
forma combinada, sendo seu principal mineral a bauxita (Al,O3).
A solubilidade do Al é fortemente afetada pelo pH e, em condigdes acidas
(pH<6,0) e basicas (pH>8,0), a solubilidade do Al é significativamente
aumentada 621,

O AI(III) é liberado para o ambiente por processos naturais e também
por fontes antropogénicas. Apesar de estar presente em baixas
concentragbes em aguas naturais, quantidades significativas sao
adicionadas a agua, onde essa espécie atua como um agente floculante
durante o processo de tratamento de agua potavel, aumentando em
muitos casos a sua concentracdo final 2. O CONAMA estabelece o nivel
maximo de 0,1 mg L' de aluminio dissolvido em d&guas doces para as

classe 1 e 2, e de 0,2 mg L™ para a classe 3 [°9],
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O comportamento do AI(III) em ecossistemas aquaticos esta
relacionado com as suas varias espécies e seu potencial de complexacao
com os diferentes ligantes organicos e inorganicos que ocorrem
naturalmente. O aluminio é predominantemente mononuclear Al(H,0)s>*
(AI** abreviado) em solucdes aquosas com pH abaixo de 5,0. Em solucdes
menos acidas (pH>5,0) sofre hidrélise produzindo as espécies
Al(H,0)s(OH)?*  (AI(OH)?* abreviado) e Al(H20)4(OH)>* (AI(OH)>*
abreviado). Em pH neutro, Al é precipitado principalmente como AI(OH)s e
em solucdes basicas (pH>8,0) o precipitado redissolve resultando na
espécie Al(OH), 831,

A presenca de aluminio em sistemas aquaticos é de grande
preocupacao devido a sua potencial ameaca a saude de inUmeras espécies
incluindo os seres humanos. Os compostos de aluminio ndo sao téxicos
como metais pesados, mas eles podem se acumular nos tecidos e
organismos provocando algumas doencas tais como encefalopatia,
osteomalacia (doenca d&ssea), anemia hipocrémica, microcitica, e &
considerado como um dos fatores de risco para a doenca de Alzheimer
[2,64].

Na literatura, existe uma variedade de técnicas analiticas que sao
empregadas para determinacdao de aluminio em amostras ambientais,
tais como: espectrometria de emissdao Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES), espectrometria de absorcdao atdbmica em chama
(FAAS) e em forno de grafite (GF-AAS), espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), voltametria, potenciometria, amperometria, fluorimetria
e espectrofotometria [%62],

Métodos automaticos de analise, como analise por injecdao em fluxo
(FIA) [*%1 andlise por injecdo sequencial (SIA) %1 e andlise em fluxo com
multicomutacdo (MFA) [*?! vém sendo desenvolvidos para determinagdo

de AI(III) em aguas empregando diferentes metodologias analiticas.
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Varios sistemas tém sido propostos para determinacoes
espectrofotométricas de ions aluminio utilizando diferentes reagentes
cromogénicos [14©5],

[66] desenvolveram um método

Wauer, Heckemann e Koschel
automatico FIA para determingao de AI(III) em aguas naturais ricas em
carbonatos usando o violeta de pirocatecol como reagente cromogénico.
Este sistema em fluxo foi tamponado com hidroxilamina (pH 6,1) e
monitorado em 590 nm, com isso foi possivel o monitoramento da
concentracdo de AI(III) em agua de lagos.

Royset [67] descreveu um sistema de andlise em fluxo (FIA) para
determinacao de AI(III) usando o reagente cromogénico eriocromo cianina
R e o surfactante catidnico brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB).
As médidas espectrofotométricas foram realizadas em pH 7,5. Neste
método existe a interferéncia relativamente acentuada dos ions ferro,
berilio, lantanio e cério.

Mesquita e Rangel [°8]

propuseram um sistema SIA para
determinacdo espectrofotométrica de ions aluminio reativo em amostras
de agua baseado na sua reacao do reagente cromogénico com o cromo
azurol S. Vanloot e colaboradores [°1 também determinaram AI(III) em
agua potavel utilizando o mesmo reagente cromogénico. Eles utilizaram
um sistema FIA, sendo a sensibilidade do método proposto reforcada pelo
uso do CTAB. Este sistema foi aplicado, com sucesso, na determinacao
on-line do agente floculante residual AI(III) na saida de duas unidades de
tratamento de agua.

Recentemente, Norfun, Pojanakaroon e Liawraungrath [*%]
propuseram um método espectrofotométrico de analise por injecdo de
fluxo reverso (rFIA) para a determinagdo de AI(III) em agua de torneira.
O método foi baseado na reacdo do AI(III) com a quercetina e o CTAB,
produzindo um complexo de coloragao amarela em meio tampao acetato
(pH 5,5) com maximo de absorcdo em 428 nm.

A quercetina (3,5,7,3',4'-pentahidroxiflavona) é um flavonoide

amplamente distribuido no reino vegetal. Trata-se de um composto
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polifendlico presente naturalmente em vegetais como macga, cebola, cha e
em plantas medicinais como Ginkgo Biloba, Hypericum Perforatum.
E um conhecido reagente colorimétrico e fluorimétrico para determinacdo
de tracos de AI(III) em agua e amostras bioldgicas. A quercetina forma
seletivamente um complexo estavel com aluminio e a sua deteccdo é
praticamente livre de espécies interferentes, que sdo comumentes
presentes em agua 1.

A quercetina apresenta em sua estrutura molecular trés zonas para a
possivel complexacao de ions metdlicos, como o AI(III), por exemplo. A
Figura 1.2 representa um recente mecanismo proposto para explicar a
complexacdo da quercetina com o fon metalico AI(III) [7°), Embora bem
difundido para analise de tracos de metais em aguas, varios esforcos vém
sendo realizados com o objetivo de esclarecer informacdes sobre a forma
de complexacao, estrutura das zonas de |ligacao, alteracoes
conformacionais e propriedades fisico-quimicas (como capacidade

antioxidante) desse complexo.

OH
HO
ay,
HO
O,
\\ o+
. O\AI'O
5 + Al e O; 0
HO
Q-
(s

OH
HO

Figura 1.2 - Equacao da reacdao de complexacao de AI(III) empregando a
quercetina "%,
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1.5.2 Métodos para Determinacao de Cromo

O cromo é obtido industrialmente do mineral cromita (FeCr,04), que
esta presente no solo, dgua, e rocha. Algumas atividades humanas sao as
principais responsaveis pela maior parte da liberacdo do cromo no meio
ambiente. Industrias metallrgicas e de corantes, galvanoplastia,
curtumes, sao produtores ativos de aguas residuais que muitas vezes sao
lancadas em ambientes aquaticos sem nenhum tratamento prévio. Esse
metal também pode ser encontrado em sistemas de abastecimento de
agua por intermédio de inibidores de corrosdao, geralmente utilizados em
tubulagcdes de agua e recipientes ou mediante lixiviacdo dos aterros
sanitarios, que possibilita a contaminagdo da dgua subterranea 1.

Em &guas naturais esse elemento existe em seus dois estados
estaveis de oxidacdo, Cr(III) e Cr(VI). A presenca e a relacdo entre estas
duas formas dependem de processos como precipitacao/dissolucao e
adsorcdo/ dessorcdo 71, O Cr(III) é encontrado em &guas naturais na
forma hidrolizada (Cr(H,0)40OH,") e complexada com outros compostos,
geralmente organicos. Essa espécie é utilizada em varios produtos
comerciais, incluindo corantes, pigmentos e tintas para curtimento de
couro. O Cr(VI) é encontrado em &guas naturais nas formas CrOs*,
HCrO4 e Cr,0,%, dependendo do pH. O cromo (VI) é empregado em
processos industriais como a cromagem de circuitos elétricos, pigmentos
para fotografia, pirotecnia e plasticos, apesar de ser cancerigeno,
mutagénico e induzir a dermatite %711,

Apesar de ser um nutriente fundamental no controle da insulina e
influenciar no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, o cromo é
toxico e cancerigeno e sua toxicidade depende de seu estado de oxidacao.
Compostos de cromo hexavalente podem ser de 1 a 10 vezes mais téxicos
que os trivalentes. Nao s6 a toxicidade, mas também a mobilidade e
biodisponibilidade do cromo dependem fundamentalmente de sua forma
quimica. Os compostos de Cr(VI) sdo mais sollveis, moveis e

biodisponiveis em comparacdao com os compostos de Cr(III), tornando-os
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provavelmente os mais absorvidos. O Cr(III) é pouco absorvido pelo
organismo, independentemente da via de exposicdo 31, Assim, existe uma
necessidade de conhecimento detalhado de cada espécie ao invés de
apenas a concentracao total desse metal para a avaliacao adequada da
fisiologia e 0s seus possiveis efeitos, e as suas transformacdes quimicas
na agua, solo e atmosfera, bem como seu transporte e distribuicdo no
meio ambiente 711,

A determinacao de cromo é realizada principalmente em solugdes
aquosas, tanto em aguas naturais (agua de rio, dgua mineral, dgua de
torneira, agua do mar, etc.) quanto em 4&aguas residuais (efluentes
industriais e aguas de interesse ambiental). O cromo também é
determinado em amostras de alimentos, solos, sedimentos, materiais
metallrgicos, material bioldgico, oléos e na atmosfera [31,

Na maioria das amostras a concentracdao de cromo é da ordem de
ug L'!. Em amostras de dgua a concentracdo varia de ng L™! em dgua de
consumo para mais de mg L™ ou até g L' em &guas naturais ou aguas de
rio e reservatério com descarga de efluentes industriais contaminados 1,
O CONAMA estabelece o limite maximo de cromo total de 0,05 mg L' em
aguas doces para as classes 1, 2 e 3, em aguas salinas e em &aguas
salobras o limite é de 0,05 mg L™ para classe 1 e de 1,1 mg L para as
classes 2 e 3. Para efluentes tratados o limite estabelecido pelo CONAMA
para a concentragao de cromo varia de acordo com sua espécie, para o
Cr(III) o limite é de 1,0 mg L™! e para o Cr(VI) o valor é 0,1 mg L [®9],

Os pré-tratamentos mais frequentes utilizados para a especiagao de
cromo sdo: os meétodos colorimétricos com a formacao de complexos,
métodos cromatograficos, pré-concentracdao em coluna/troca i6nica e em
alguns casos em processos de oxidagdo-redugdo 711,

Dentre os métodos instrumentais propostos para a determinacdo de
cromo, 0s mais comuns sao os métodos espectroscopicos (FAAS, GF-AAS,
ET-AAS e ICP-AES). Porém, esses métodos necessitam de um pré-
tratamento para fornecer a seletividade de uma espécie em relagdo a

outra. Os métodos quimiluminescentes também s3o empregados para
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determinacdo de cromo, a fluorimetria é utilizada principalmente para a
determinacdo de Cr(VI). Sistemas cromatograficos (HPLC e GC) sao
utilizados, em alguns casos, para a determinacdo simultanea das duas
espécies mais importantes de cromo (Cr(III) e Cr(VI)) em apenas uma
Unica etapa, reduzindo o consumo de reagentes e amostras. Os métodos
eletroquimicos (amperometria e voltametria) também sdo utilizados para
a determinagao de cromo, podendo alcancar limites de deteccao (LOD) da
ordem de ng L' quando sdo utilizados adsorventes seletivos e agentes
mascarantes.

Os métodos espectrofotométricos podem ser utilizados para a
especiacdo seletiva das diferentes espécies de cromo, utilizando reagentes
cromogénicos para formar complexos absorventes seletivos. O método
mais comum para a determinacdo de Cr(VI) em solucdes aquosas é
baseado na reacao da difenilcarbazida (DPC) com o Cr(VI) produzindo um
complexo violeta com maximo de absor¢do em 548 nm %711,

Varios estudos foram realizados para esclarecer a reagao entre a
difenilcarbazida e o Cr(VI), entretanto divergentes explicacdes sobre o seu
mecanismo foram apresentadas, sobretudo divergéncias envolvendo a sua
conformagdo, zona de ligagdo e formacdo da cor caracteristica [721,
Willems e colaboradores 73! propuseram que a interacdo entre o Cr(VI) e
a difenilcarbazida forma o complexo difenilcarbadiazona, provavelmente

responsavel pela coloragao violeta (Figura 1.3).
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NH—NH N=N
4Cr(Vl) + 30 4Cr(ll) + 30 + 12H"
NH—NH N=N
Difenilcarbazida Difenilcarbadiazona

Figura 1.3 - Equacao da reagao de complexacao de Cr(VI) empregando a
difenilcarbazida .

Tal como apresentado para a determinagao de ions AI(III), métodos
automaticos de anadlise em fluxo, como FIA, SIA e MFA, vém sendo
desenvolvidos para determinagdao espectrofotométrica de Cr(III) e Cr(VI)
em aguas, utilizando varios reagentes cromogénicos. Esses sistemas
automaticos empregam uma instrumentacdo simples, com reduzida
interferéncia do analista, além de minimizar o consumo de reagentes e
amostras [1465],

Yuan e colaboradores [7#! desenvolveram um sistema de andlise por
injecdo em fluxo (FIA) para a determinacdo espectrofotométrica rapida e
sensivel de Cr(VI). O método é baseado na reacdo do Cr(VI) com o
reagente cromogénico difenilamina sulfonato de sddio, em meio acido,
formando um complexo purpura com maximo de absorcao em 550 nm. O
sistema foi aplicado para a determinacdo de Cr(VI) em aguas residuais.

(751 propuseram um método

Themelis, Kika e Economou
espectrofotométrico FIA para a determinagdo simultanea de Cr(III) e
Cr(VI) em agua mineral e agua de torneira. O método utiliza como
reagente cromogénico o acido cromotropico que reage com o ion Cr(VI)
em meio acido formando um complexo sollvel em agua com maximo de
absorcao em 370 nm. O periodato de potdssio, KIO4, foi utilizado como

reagente oxidante para o Cr(III) a Cr(VI).
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[76] descreveram um método automatico

Fan e colaboradores
espectrofotométrico de analise por injecdao sequencial (SIA) para a
determinacao de Cr(VI) em aguas residuais utilizando um reagente
organico livre. O método foi baseado na deteccao de um composto
intermediario instavel azul resultante da reacao de Cr(VI) com perdéxido
de hidrogénio em meio acido.

Matsuoka e colaboradores 771 desenvolveram um sistema FIA com
deteccao espectrofotométrica para determinacao de Cr(III) e Cr(VI) em
aguas naturais sem separacdao mutua. O peroxodissulfato foi utilizado
como agente oxidante para a oxidacao do Cr(III) a Cr(VI). As amostras
foram pré-concentradas usando uma resina de troca cationica. Utilizou-se
como reagente cromogénico a 1,5-difenilcarbazida (DPC) que reage com o
ion Cr(VI) formando um complexo amarelo monitorado em 550 nm. O
mesmo reagente cromogénico DPC foi utilizado por Pressman e Aldstadt
[781 " que propuseram um sistema automatico SIA para determinacdo de
Cr(VI) em aguas superficiais.

Pires e colaboradores [*3!

propuseram um sistema de analise em
fluxo com multicomutacao (MFA), no qual a propulsao dos fluidos era
realizada utilizando microbombas. O sistema foi aplicado a determinacao
de Cr(III) e Cr(VI) em aguas naturais, a partir de medidas realizadas com
um fotdbmetro baseado em diodo emissor de luz (LED). O método foi
baseado na reacao do Cr(VI) com a DPC, sendo o Cr(III) previamente
oxidado a Cr(VI) e determinado pela diferenca entre o Cr total e o Cr(VI).

A oxidagao do Cr(III) foi realizada empregando o peroxido de hidrogénio.



Capitulo 2
Experimental
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2.1 Reagentes, Amostras e Solucoes

Todas as solugdes e amostras foram preparadas empregando
reagentes de grau analitico e dgua recém deionizada com um sistema
Milli-Q Plus® (Millipore). Apds a deionizacdo, a &gua apresentava

resistividade especifica >18 MQ cm™.

2.1.1 Determinacao de Aluminio

A determinacao de AI(III) com o analisador proposto foi

implementada utilizando o método da quercetina [*?!

. Preparou-se uma
solugdo estoque de 100,0 mg L™ de AI(III), dissolvendo-se 7,7899 g de
cloreto de aluminio hexahidratado (Synth) em agua deionizada contendo
1,0 mL de uma solugdo de acido cloridrico 0,10 mol L™ (Synth). A solucdo
resultante foi aferida com agua deionizada a 1,0 L. Essa solucdo foi
padronizada com uma solugdo de EDTA 0,01 mol L™! conforme descrito na
literatura 791,

Para o método de referéncia ®°! as solucdes padrdo de Al(III) foram
obtidas a partir de diluicdes apropriadas da solugao estoque. No sistema
automatico proposto as solucdes de calibracao foram preparadas dentro
da cadmara de mistura utilizando uma solugdo padrdo de 650 pg L%
preparada a partir da solucao estoque.

A solucdo estoque de quercetina (1000,0 mol L™!) foi preparada a
partir da dissolugao 0,0300 g de seu produto puro (Vetec) em 60,0 mL de
uma mistura de solugdo etanol/agua (60% v/v). Preparou-se a solugao
surfactante, dissolvendo 0,0127 g de brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB) (Vetec) em aproximadamente 100 mL de solucao tampdao acetato
com uma concentracdo de 0,10 mol L™* e um pH 5,5.

A solucdo tampdo acetato, com 0,10 mol L™t e pH 5,5, foi preparada
dissolvendo 13,608 g de acetato de sddio (Vetec) em 500 mL de agua

deionizada. O pH foi ajustado para 5,5 usando &cido acético glacial
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(Synth) e a solucao foi diluida com &gua deionizada em um balao
volumétrico de 1,0 L.

As amostras de agua natural foram coletadas em diferentes pontos
na cidade de Jodo Pessoa, Paraiba. As amostras foram filtradas utilizando
um papel filtro com membrana de celulose 0,45 pm (Whatman),
acidificadas com 1,0 mL de &cido nitrico 0,1 mol L' (Synth) e
armazenadas em recipientes de polietileno antes das analises.

Para a determinacao de aluminio (III) nas amostras de agua natural,
foi necessaria a adicdo de um agente mascarante. Este agente consistiu
de 0,625 g de tiouréia, 15,0 mL de &cido ascérbico 0,1 mol L}, e 25,0 mL
de 1,10-fenantrolina 0,1 mol L. O pH da solugdo da amostra foi ajustado
para 5,5 com hidroxido de sédio 0,1 mol L! e o volume foi aferido
a 250,0 mL.

2.1.2 Determinacao de Cromo

A determinacao de Cr(VI) foi realizada empregando o método da
difenilcarbazida [*3!, Para isso, preparou-se uma solucdo estoque de 100,0
mg L™! de Cr(VI) dissolvendo-se 0,0375 g de dicromato de potéassio
(Synth) em agua deionizada, adicionando-se 1,0 mL de uma solugdo de
acido cloridrico 0,1 mol L™ (Synth), aferindo a 100,0 mL.

Para o método de referéncia 2% as solugdes padrdo de Cr(VI) foram
obtidas a partir de diluicdbes apropriadas da solucao estoque. No sistema
automatico proposto as solucdes de calibracao foram preparadas dentro
da cdmara de mistura utilizando uma solucdo padrdo de 400 pg L°!
preparada a partir da solugcao estoque.

A solucao de 1,5-difenilcarbazida 0,012% (m/v) foi preparada
dissovendo 0,012 g em 2,0 mL de etanol P.A (Synth) e completando
o baldo para 100,0 mL com solugdo de &cido sulftrico 0,5 mol L (Vetec).

Essa solucao foi preparada e armazenada semanalmente.
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Assim como para determinacao de Al (III), a coleta das amostras de
agua residual, para verificar o teor de Cr (VI), foi realizada em diversos
pontos da cidade de Jodo Pessoa, Paraiba. As amostras obtidas foram
filtradas empregando um papel de filtro com membrana de celulose 0,45
um (Whatman), acidificadas com 1,0 mL de &cido nitrico 0,1 mol L™}

(Synth) e armazenadas em recipientes de polietileno antes das analises.

2.2 Equipamentos

Um espectrofotometro UV-Vis Hewlett-Packard (HP) com arranjo de
diodos, modelo 8453, foi utilizado para as medidas de absorbancia usando
os métodos de referéncia %, Nesse equipamento, usava-se uma cubeta
de quartzo com um volume interno de aproximadamente 4,0 mL e um
caminho o6tico de 1,0 cm.

Uma webcam Philips VGA com sensor CCD, modelo SPC900NC, foi
utilizada para captura das imagens digitais durante o procedimento
analitico empregando o sistema automatico proposto (DIB-FBA).

Um notebook com processador Intel Core2 Duo, HD de 320 GB e
memodria de 4 GB foi empregado para controle e gerenciamento do

sistema automatico baseado em imagens digitais.

2.3 Analisador Fluxo-Batelada Baseado em Imagem Digital

Na Figura 2.1 sao mostrados os componentes principais utilizados na
montagem do DIB-FBA para a determinagdo de aluminio (III) e cromo
(VI) em aguas.

O DIB-FBA ¢é constituido por uma céamara de mistura, bomba
peristaltica, valvulas solenoides, acionador de valvulas, agitador
magnético, webcam e notebook. Para evitar interferéncia da luz ambiente,
a camara de mistura, o agitador magnético e a webcam foram colocados

dentro de uma caixa de madeira de dimensdes aproximadamente
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25 cm x 30 cm x 20 cm, paredes internas cobertas com papel branco e
iluminada com uma lampada fluorescente de 5 W, como sugerido por

Torres 191,

Figura 2.1 - Fotografia do DIB-FBA. (a) Camara de mistura, (b) webcam, (c)
bomba peristéltica, (d) valvulas solenoides, (e) acionador de valvulas, (f)
agitador magnético e (g) notebook.

2.3.1 Camara de Mistura

Utilizou-se uma camara de mistura (CM) (Figura 2.2) para
homogeneizacao, preparo das solugdes de calibracdo, amostras e
deteccdo do analito. Esta foi confeccionada em acrilico (material
transparente) possuindo um volume interno de aproximadamente 0,9 mL,
contendo quatro canais de entrada e um canal de saida. No seu interior foi
colocado uma pequena barra magnética (BM), empregada para promover
a homogeneizacao das solugoes, e a sua rotacao é realizada utilizando um

agitador magnético (AM) da Lab Disc, modelo White.



Experimental [EXEEE

(a)

Figura 2.2 - Ilustracao tridimensional da camara de mistura empregada. (a)
Vista frontal e (b) corte lateral.

2.3.2 Bomba Peristaltica

Uma bomba peristaltica (BP) Ismatec IPC, modelo 78002-00,
foi utilizada para a propulsao dos fluidos por intermédio de tubos de
bombeamento Tygon com diametro interno de 1,14 mm. Os reagentes e
amostras foram transportados utilizando tubos de Teflon com 0,8 mm de
diametro interno.

A bomba peristaltica possibilita o bombeamento simultdneo de todas
as solugdes empregadas por ser equipada com 8 canais para propulsao.
Durante a analise das amostras todas as adigdes das solugdes utilizaram a
BP com vazdo de 190,0 = 1,6 pL s (n = 20) em todos os canais. E
importante ressaltar que a vazdo dos fluidos é ajustada quando menores
concentragdes das solugdes de calibragdao sao preparadas, para garantir a

adicao de pequenos volumes da solucao padrao com precisao.
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2.3.3 Valvulas Solenoides

Os fluidos (reagentes e amostra) foram selecionados e direcionados
para a camara de mistura utilizando quatro valvulas solenoides de trés
vias da Cole Parmer (modelo EW-01540-13). Uma quinta valvula foi
empregada para o descarte. Essas valvulas (Figura 2.3) foram controladas
por um acionador de valvulas conectado a um notebook via porta USB,
utilizando  uma interface  de  controle da NI USB-6009.
O acionamento pode ser simultaneo ou sequencial, dependendo do tipo de

analise.

Figura 2.3 - Fotografia de uma valvula solenoide de trés vias.

2.3.4 Acionador de Valvulas

O controle das valvulas solenoides foi realizado empregando um
acionador de valvulas labmade. Na Figura 2.4 é mostrado o diagrama
esquematico da ligagao entre o acionador de valvulas e a interface NI
USB-6009. O acionador utiliza um circuito integrado ULN2803, fabricado
pela Toshiba, que possui um conjunto de 8 transistores do tipo Darlington,
apropriados para suportar alta tensao e corrente. O uso desse dispositivo
possibilita o controle simultaneo ou independente de até 8 portas de

saida.
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Figura 2.4 - Diagrama esquematico da ligacao entre o acionador de valvulas e a
interface NI USB-6009.

As valvulas solenoides sao alimentadas com uma tensao de 12 V, e
sao acionadas quando o ULN2803 recebe uma tensao superior a 3,8 V em
suas portas de entrada, gerando uma corrente de 150 mA nas portas de
saida, onde estdo conectadas as valvulas. O acionamento é administrado
via notebook, que utiliza uma interface de controle NI USB-6009 da
National Instruments, a qual é conectada as portas de entrada do

ULN2803 presente no acionador de valvulas.

2.3.5 Sistema de Deteccao

Uma webcam (WC) Philips 1,3 megapixel com sensor CCD e taxa de
transférencia de 90 quadros por segundo, modelo SPCO900NC VGA, foi
usada como detector colorimétrico para a captura das imagens digitais
durante o procedimento analitico usando o sistema automatico proposto.
Na Figura 2.5, ilustra-se a webcam posicionada a uma distancia de cerca
de 4 cm da camara de mistura, possibilitando a obtencdo das imagens do
complexo com melhor iluminacao, nitidez, contraste e reprodutibilidade.
O uso de uma camara de mistura transparente (confeccionada em acrilico)

permitiu sua utilizagao tal como ilustrado na Figura 2.5.
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Figura 2.5 - Fotografia do posicionamento da webcam.

2.4 Programa de Gerenciamento do DIB-FBA

Para controle do analisador automatico proposto (DIB-FBA) foi

desenvolvido um programa escrito em linguagem grafica LabVIEW 7.1 da

National Instruments. Esse programa de gerenciamento apresenta uma

interface amigavel (Figura 2.6).

DIB-FBA
Reagentes
Inciar AmostraV1(s)  R1V2(s) R2V3(s) AguaVa (s)

3 13 13 0
5| 99— 05—®
N° Fotos Descarte Limpeza
9 Ativar Tempo V5 (s) Agua V4 (s) Descarte V5 (s)

20 _’gs gs_'ga gs
; — O @ @

Obs: salva em .jpg com resolugéo 1 Foto/ 100 ms

2[D:\Usuarios\Stéfani lury\Dissertaao

Interface 5
Koo =1 [

Figura 2.6 - Interface do programa de controle do DIB-FBA.
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O programa desenvolvido permite o usuario realizar o controle de
todas as etapas da andlise, incluindo o tempo de abertura das valvulas
dos reagentes, amostra e descarte, numero de imagens a serem
capturadas, etc. As imagens sao capturadas e armazenadas em
um diretério do computador para posterior tratamento conforme
desejado.

Os tempos de abertura das valvulas sdo proporcionais aos volumes
adicionados na cédmara de mistura. Para isso, €& realizado um estudo
prévio de calibragdo em cada valvula solenoide. Tal procedimento de
calibracdo é realizado correlacionando-se a quantidade de massa do fluido
adicionado, de acordo com a rotacdo da bomba peristaltica, em fungao do
tempo de acionamento da valvula.

Durante o procedimento analitico, o usudrio pode acompanhar, em
tempo real, todos os processos realizados durante a execugao da analise,
observando no display de imagem exibido pelo programa desenvolvido,
inclusive a adicdo dos volumes na camara de mistura e a formacgao dos
complexos metalicos para cada determinacao.

O mesmo programa foi utilizado satisfatoriamente tanto na
determinacdao de aluminio (III), em 4&guas naturais, quanto na
determinacdo de cromo (VI), em aguas residuais, sem a necessidade de

alteracoes.

2.5 Programa de Tratamento e Analise das Imagens Digitais

As imagens capturadas durante as determinagdes de aluminio (III) e
cromo (IV) em aguas, usando o DIB-FBA, foram tratadas com o programa
ImageJ, disponibilizado gratuitamente para download na internet [31,
Esse software de dominio publico, escrito em Java, possui o codigo-fonte
aberto, possibilitando alteracdao em sua arquiterura e também na sua

interface, mostrada na Figura 2.7.
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Figura 2.7 - Interface do programa Imagel] utilizado para o tratamento e
selecao da area das imagens.

Com o software ImageJ, é possivel editar, analisar, processar, salvar
e imprimir imagens de 8, 16 e 32 bits. Além disso, o programa ImageJ
permite calcular estatisticas de valor de pixel em areas pré definidas da
imagem e criar histogramas de densidade e parcelas de perfil de linha. O
Image] suporta ainda fungdes de processamento de imagem padrao, tais
como: manipulacao de contraste, nitidez, deteccao de borda de
suavizagao e filtragem mediana.

Inicialmente, o usuario seleciona a regido mais homogénea da
imagem desejada (Figura 2.7), as coordenadas da regiao selecionada sao
entao armazenadas para serem usadas em todas as outras imagens. O
software verifica todos os pixels (coluna por coluna) para extrair as
componentes RGB de cada pixel e calcular o valor médio, minimo e
maximo para cada componente RGB, conforme solicitado pelo usuario.
Os resultados sdao exibidos em uma janela (Figura 2.8) e, em seguida,

armazenados no computador.
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Figura 2.8 - Janela do programa Imagel] apresentando os resultados das
analises das componentes RGB da area selecionada.

2.6 Procedimentos do DIB-FBA

A Figura 2.9 representa o diagrama esquematico do DIB-FBA
empregado para as determinacdes de Al(III) e Cr(VI) em aguas. A mesma
configuracdo fisica do sistema foi utilizada para as duas analises, sem a
necessidade de qualguer modificacdo na sua estrutura fisica.

Antes de iniciar qualquer procedimento analitico, € necessaria uma
etapa de preenchimento dos canais. As solucdes devem ser bombeadas e
recirculadas aos seus respectivos reservatorios. Em seguida, as valvulas
V1, V2, V3 e V4 sao acionadas simultaneamente durante 2,0 s e as
solugdes utilizadas para as determinacdes (amostra ou solugao estoque,
R1, R2 e &gua deionizada) sao bombeadas em direcdo a camara de
mistura preenchendo todos os canais localizados entre as valvulas e a CM.

Em seguida, a valvula V5 é acionada durante 4,0 s e a solugao
presente no interior da CM é descartada por aspiracdo da bomba
peristaltica (BP). Este procedimento deve ser realizado sempre que houver

uma troca de solucdo contida nos reservatérios (amostras ou reagentes).
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Figura 2.9 - Diagrama esquematico DIB-FBA. Camara de mistura (CM), bomba
peristaltica (BP), barra magnética (BM), agitador magnético (AM), webcam (WC)
e valvulas solenoides (V1, V2, V3, V4 e V5). Para a determinacdo de AI(III): R1,
quercetina; R2, CTAB. Para a determinacdao de Cr(VI): R1, DPC; R2 nao foi
utilizado.

Os procedimentos de mistura das solugcdbes na CM, captura das
imagens digitais, descarte e limpeza, sao comuns as determinacdes dos
ions aluminio (IIT) e cromo (VI).

A homogeneizacdo € realizada continuamente durante todas as
etapas pela acdo da barra magnética (BM) presente no interior da CM.
Apds a adicdo das solugdes na CM, as imagens sao capturadas durante
2,0 s, tempo necessario para capturar 20 imagens, e posteriormente a CM
€ esvaziada por acionamento da valvula V5 (descarte). Apds isso,
é realizada uma etapa de limpeza na CM, onde a valvula V4 é acionada
durante 4,0 s adicionando agua deionizada. Entdao, a valvula V5 é
acionada durante 5,0 s descartando o conteddo presente no interior da
CM. Este procedimento de limpeza e descarte deve ser realizado no

minimo duas vezes, de forma a garantir uma limpeza eficiente da CM.
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2.6.1 Procedimento para Determinacao de AI(III)

Para a preparacao do branco, as valvulas V2 (quercetina), V3 (CTAB)
e V4 (agua deionizada) sdo simultaneamente acionadas durante 1,3 s, a
CM é preenchida com aproximadamente 750 pL e as imagens do branco
sao capturadas durante um intervalo de tempo de 2,0 s.

As solugdes de calibragao (10,0; 50,0; 100,0; 200,0; 300,0; 400,0;
500,0; 600,0 pg L' de Al (III)) foram preparadas na CM, utilizando a
solucdo padrdo de 650 pg L' de AI(III). Durante a preparacdo, as
valvulas V1 (padrao), V2 (quercetina), V3 (CTAB) e V4 (agua deionizada)
sao simultaneamente acionadas. Os tempos de acionamento variam
proporcionalmente de acordo com a concentracao da solugao de
calibracdo que estd sendo preparada. Apds a adicao das solugbes, as
imagens digitais sao capturadas e salvas em um intervalo de 2,0 s.

O procedimento para a determinacao da amostra na CM é similar a
preparacao das solugdes de calibracao. A solucdo padrao é trocada pela
amostra ja pronta para a analise. Os intervalos de tempo empregado para
o acionamento das valvulas, captura das imagens e procedimento de

limpeza durante a preparacao da amostra sao mostrados na Figura 2.10.

ty; 71371
Ty, 71371
tys 71371
twe—_[20]

tv4 4,0 4,0

tys 5,0 5,0 5,0

Figura 2.10 - Diagrama dos tempos (em segundos) usados para as analises das
amostras de agua durante a determinacdo de AI(III). tyi, tvz, tvs, tvs € tys S0 os
tempos de abertura das valvulas V1, V2, V3, V4 e V5, respectivamente; twc € 0
tempo de captura das imagens.
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2.6.2 Procedimento para Determinacao de Cr(VI)

Os procedimentos para a preparagao do branco, solugdes de
calibracdo e amotra, necessarios para a determinacdo de Cr (VI), sao
semelhantes aos descritos na Secao 2.6.1.

Para a preparacao do branco na CM, as valvulas V2 (1,5-
difenilcarbazida) e V4 (agua deionizada) sao simultaneamente acionadas
por 2,0 s, e apds a adicao das solugdes as imagens sdo capturadas e
salvas durante um intervalo de 2,0 s.

As solugoes de calibragao (10,0; 50,0; 100,0; 150,0; 200,0; 250,0;
300,0 pug L' de Cr(VI)) foram preparadas na CM, utilizando a solucdo
padrdo de 400 pg L™! de Cr(VI). Durante a preparacdo, as valvulas V1
(padrao), V2 (1,5-difenilcarbazida), e V4 (dgua deionizada) sé&o
simultaneamente acionadas. Os tempos de acionamento variam
proporcionalmente de acordo com a concentracao da solugao de
calibracdao que esta sendo preparada. Apds a adicao das solucdes, as
imagens digitais sao capturadas e salvas em um intervalo de 2,0 s.

A amostra é determinada com o procedimento similar ao das solucgdes
de calibracdo. A solugao padrdo é substituida pela amostra e os intervalos
de tempo empregados para o acionamento das valvulas, captura das
imagens e procedimento de limpeza, durante a preparacao da amostra,

sao mostrados na Figura 2.11.

ty1 20
tV2 2,0 I
twe___[20]

Ty 4,0 4,0

tv5 5.0 5,0 5,0

Figura 2.11 - Diagrama dos tempos (em segundos) usado para as amostras de
agua durante a determinacao de Cr(VI). tvi, tvz, tvs € tys sdo os tempos de
abertura das valvulas V1, V2, V4 e V5, respectivamente; twc € o tempo de
captura das imagens. A valvula V3 nao foi utilizada.
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2.7 Procedimentos para os Métodos de Referéncia

O procedimento espectrofotométrico de referéncia para determinacao
de aluminio (III) em agua foi realizado de acordo com Standard Methods
(Standard Methods for the examination of water and wastewater, 202 ed.,
Método 3500-Al B, método colorimétrico empregando o eriocromo cianina
R, pag. 3-56, 1998) 8% As medidas foram realizadas em 535 nm, onde
encontra-se a maxima absorcao do complexo formado.

Para a determinacdo de cromo (VI) em agua residual, o procedimento
espectrofotométrico de referéncia também foi realizado de acordo com
Standard Methods (Standard Methods for the examination of water and
wastewater, 202 ed., Método 3500-Cr B, o método colorimétrico utilizando

[80]  As medidas de

o reagente difenilcarbazida, pag. 3-66, 1998)
absorbancia foram realizadas em 540 nm, explorando o maximo de
absorcao do complexo formado.

A analise de cada amostra foi realizada em triplicata auténtica e as
concentracoes foram estimadas a partir das equacodes obtidas pelas curvas

analiticas.

2.8 Procedimentos para Avaliacao da Performace Analitica

Neste trabalho, os procedimentos estatisticos usados para a validagao
dos modelos de calibracdo e estimativa das figuras de mérito sdao descritos
sucintamente a seguir.

A avaliacao estatistica do desempenho do sistema proposto (DIB-
FBA), em termos da sensibilidade, faixa dinamica e dos valores de LOD e
LOQ, foi realizada envolvendo a determinacao de cada um dos metais.
Os resultados foram comparados com os obtidos por intermédio de um
espectrofotometro comercial.

Para ambas as determinacdes foram realizados testes de andlise de
variancia (ANOVA) para validar os modelos lineares baseados no método

dos minimos quadrados (MMQ). Em seguida, foram construidas as curvas
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analiticas e os testes F para falta de ajuste e de significancia estatistica da
regressao foram aplicados aos modelos lineares com base nos resultados
da ANOVA. Além disso, foram obtidos os intervalos de confianca em
relacdo aos parametros do modelo que foram estimados.

De acordo com a IUPAC, a sensibilidade de calibracdao de um método
instrumental é dada pela inclinacdo da curva analitica a uma dada
concentracao de interesse, expressando a capacidade de um instrumento
ou de um método, discriminar entre pequenas diferengas na concentragao
do analito 321,

Os limites de deteccao (/imit of detection - LOD) e limites de
quantificacao (/imit of quantification - LOQ) sao definidos como segue.
O LOD corresponde a menor concentracdo, da espécie de interesse
(analito), que pode ser detectada pela técnica instrumental utilizada,
enquanto o LOQ corresponde a minima concentragdo que pode ser
quantificada dentro dos limites de reprodutibilidade das medidas pelo
método empregado [3%821,

Existem basicamente trés formas de se estimar o LOD e o LOQ e as
suas escolhas, geralmente, devem levar em consideracdo a técnica
analitica utilizada, bem como o grau de confiabilidade estatistica
necessaria. Sao eles: o método visual, da relacao sinal/ruido e pelos
pardmetros da curva analitica 23,

O método da relacao sinal/ruido, que utiliza de 20 a 30 medidas do
sinal do branco, € amplamente utilizado devido a sua rapidez e
simplicidade dos calculos estatisticos. O método da estimativa do limite de
deteccao e quantificacdo baseado em parametros da curva analitica
apresenta maior confiabilidade estatistica e robustez, pois leva em
consideracao o intervalo de confianca da regressao. Neste caso, o LOD e o
LOQ sao estimados a partir do intervalo de confiangca e pode ser medido a
95% de confianca estatistica. Tais estimativas foram realizadas por
intermédio de uma planilha eletrbnica para validacdo de métodos

analiticos univariados, disponivel na internet [84],
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A Figura 2.12 ilustra os parametros e equacdes utilizadas para a

realizacdo dos calculos estatisticos para previsdo de LOD e LOQ. A

estimativa do sinal analitico a partir da equacdo da regressdo apresenta

um erro padrao, o produto desse erro pelo valor da distribuicao t de

Student adequado, permite calcular o intervalo de confianga da curva de

calibracao (Figura 2.12(a)), que apresenta a forma de duas linhas

hiperbdlicas ao redor da curva. O intercepto do limite superior, do

intervalo de confianca, € denominado y critico (y.) e a sua projecao no

limite inferior € uma estimativa da concentracdo minima, que pode ser

medida com um grau de confianga estatistica evidenciado, sendo o limite

de deteccao do método (LOD). As equacdes apresentadas (Figura 2.12(a))

descrevem os calculos de y critico e do limite de detecgao.

(a)

yc[ i
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Figura 2.12 - Curvas analiticas e equacdes utilizadas nos calculos de LOD (a) e
LOQ (b) 82,
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Pelo método dos parametros da curva de calibracdo, o limite de
quantificacdao (LOQ) também é determinado da mesma forma de LOD.
Como observado na Figura 2.12(b) x. € o valor da concentracdo, x, no
ponto onde o valor de ag intercepta a reta de regressao e y, é o valor da
projecao de x. no limite superior. Os calculos estatisticos de yn, xc e LOQ
podem ser efetuados pela utilizacao das equagdes apresentadas na Figura
2.12(b).

O modelo de calibragao somente pode ser usado para estimar a
concentracao do analito, se for capaz de descrever o comportamento dos
valores experimentais de maneira satisfatoria. Portanto, o modelo obtido
ndo pode apresentar evidéncias de falta de ajuste e deve refletir uma
regressao estatistica significativa. Dessa forma, a validacdao do modelo de
calibracdo geralmente é realizada por meio de uma ANOVA [85]
A Tabela 2.1 apresenta as equagoes para ANOVA de dados experimentais

adaptados para modelos obtidos pelo método dos minimos quadrados

(MMQ).

Tabela 2.1 - ANOVA para o ajuste de um modelo pelo MMQ.

Fonte de Variacio Soma Quadratica : Graus de Média Quadratica
(SQ) liberdade (gl) (MQ)
Regresséo Znil(ye)i = Ym]? p-1 SQreq/(P-1)
Residuo Z3[yy - (Ye)il® n-p SQ./(n-p)
Falta de Ajuste ni[(Ye)i - Yim]? m - p SQf.;/(m-p)
Erro Puro 31y - Yim]? n-m SQep/(N-m)

Onde: indice i indica o nivel da variavel x; indice j refere-se as medidas repetidas da variavel y em
um dado nivel de x; p = numero de parametros do polindbmio do modelo de calibracdo; n =
numero total de medidas; m = nimero de niveis da variavel independente x.

A validacdo de modelos, obtidos pela aplicacdo do método dos
minimos quadrados, consiste na analise dos residuos, falta de ajuste e
significancia estatistica da regressao. Na analise de residuos deixados pelo
modelo, verifica-se o comportamento dos erros de previsao em relagao

aos dados experimentais. Nos graficos dos residuos é possivel identificar o
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tipo de erro associado aos dados ou estrutura sistematica ndao descrita
pelo modelo. Dessa forma, se os residuos apresentam algum perfil ou
estrutura teremos a presenca de uma falta de ajuste apresentada pelo
modelo. Entretanto, se os residuos se distribuirem aleatoriamente em
torno de zero teremos apenas erros aleatorios.

O teste de falta de ajuste compara, para os varios niveis da variavel
X, @ média quadratica da falta de ajuste (MQ;) com a média quadratica
devida ao erro puro (MQep). Assim, se a razao (MQrs;)/(MQep) for menor
que o valor do ponto de distribuicao F, referentes aos graus de liberdade
de MQfj € MQep € para um nivel de 95% de confianga, temos um modelo
sem falta de ajuste. Neste caso, as duas médias quadraticas refletirdao
apenas os erros aleatdrios associados aos dados. Caso contrario, o modelo
apresenta falta de ajuste e necessita ser reestimado e revalidado [84],

No teste de significancia da regressdo, compara-se a razdo entre a
meédia quadratica devido a regressao (MQrq) € a meédia quadratica
residual (MQ;) com o valor do ponto da distribuicao F referente aos graus
de liberdade de MQreq € MQr @ um certo nivel de confianga estatistica. Em
geral, emprega-se um nivel de 95% de confianca. Se a referida razao for
maior que o valor de F (de pelo menos cinco vezes como recomendado na
literatura %), conclui-se que a regressdo é estatisticamente significativa.
Do contrario, ndo se pode admitir a existéncia de uma relacdo funcional
(linear, quadratica, etc) entre as variaveis que possa ser descrita pelo

modelo 341,
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3.1 Tratamento das Imagens Digitais

O tratamento das imagens digitais, capturadas nas determinagdes de
AI(III) e Cr(VI) com o DIB-FBA, foi realizado usando software ImageJ 811,
Como mencionado na Secdo 2.5, o usuario deve selecionar uma regiao de
maior homogeneidade na imagem a ser tratada (comumente no centro),
definindo as coordenadas a serem usadas também nas outras imagens.
Uma das ferramentas do software Imagel] permite examinar todos os
pixels (coluna por coluna) extraindo as componentes do modelo RGB de
cada pixel e calculando o valor médio, maximo e minimo da regido
selecionada da imagem.

Na Figura 3.1 sao mostradas as imagens dos complexos AI(III)-
quercetina-CTAB (Figura 3.1(a)) e Cr(VI)-DPC (Figura 3.1(b)), obtidas
com o DIB-FBA, provenientes de cinco solucdes de calibragao com
diferentes concentragdes (preparadas por diluicdo de uma Unica solugao
estoque na propria camara de mistura). A primeira imagem de cada
sequéncia é referente a solucdo do branco correspondente aquela analise.
Em todas as imagens, selecionou-se uma regidao homogénea para o

tratamento, com 100 x 80 pixels de resolugao espacial.

Branco 10 50 100 200 300

Figura 3.1 - Imagens digitais obtidas utilizando o DIB-FBA com a area
selecionada (100 x 80 pixels). Os complexos (a) Al(III)-quercetina-CTAB e (b)
Cr(VI)-DPC de algumas solucdes de calibracdo (ug L™) e a solugdo do branco
para cada analise.
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A Figura 3.2 mostra uma diminuicdo no valor da componente B
(Blue) com o aumento da concentracao das solugdes de calibragao do
complexo AI(III)-quercetina-CTAB de cor amarela, enquanto os valores

das componentes R (Red) e G (Green) permanecem praticamente

constantes.
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Figura 3.2 - Dados RGB das solugdes de calibragdao do complexo AI(III)-
quercetina-CTAB (10 a 600 ug L™).

Um comportamento semelhante pode ser notado na Figura 3.3, onde
a concentracao das solugoes de calibracao do complexo Cr(VI)-DPC, de
coloracao violeta, estdao correlacionadas com a diminuigdao dos valores da
componente G, que correspondem a cor complementar do complexo,
enquanto as intensidades das componentes R e B permanecem

praticamente constantes.



Resultados e Discussio |ENGEH

160,0 -
1500 1 ® P A
.
A ™ 4 A * % %®
m
O 140,0 - -
(1 ]
2 -
o 130,0 - *R ]
o [ |
G
120,0 - AB
.1'10|0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Concentragido (ug L)

Figura 3.3 - Dados RGB das solugodes de calibragdao do complexo Cr(VI)-DPC (10
a 300 pg L™).

3.2 Obtencao das Respostas e Curvas Analiticas

A resposta analitica (R) é definida pela Equacdo 1, reportada na

[22,23]

literatura , € calculada a partir da componente R, G ou B cujo valor

diminui com o aumento da concentracao do analito:

Iy

R = log ] (D

Onde I, e I sao as médias das intensidades de uma das componentes
referente a solucdo do branco e as de calibragdo ou amostras,
respectivamente, obtidas a partir da area selecionada da imagem digital.
As curvas analiticas foram construidas assumindo-se uma relagdao
linear entre a resposta analitica (R) e a concentracdao do analito nas
solucdes de calibracao. Pode-se verificar nas Secbdes 3.3 e 3.4 que na
determinacao de AI(III), a resposta analitica, baseada nos valores da

componente B, mostrou-se proporcional a concentracdo do complexo nas
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solucbes de calibracdo. Enquanto para a determinacdo de Cr(VI), a
relacdo proporcional a concentracdo do analito foi estabelecida por meio

da resposta baseada nos valores da componente G.

3.3 Validagdao da Curva Analitica para Determinacao de AI(III)

Tendo investigado a faixa linear para a determinagao de AI(III) em
amostras de agua natural, construiu-se a curva analitica para a faixa de
concentracdes de 10 a 600 pug L™, em triplicatas auténticas. As curvas
analiticas construidas a partir das imagens obtidas com o sistema DIB-FBA

e das medidas com o espectrofotdmetro HP sdo mostradas na Figura 3.4.
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Figura 3.4 - Curvas de calibragdo DIB-FBA (linha vermelha) e HP (linha azul)
para a determinagao de AI(III).

As curvas analiticas obtidas aplicando ambos os métodos foram
construidas a partir dos niveis de concentracdao 10,0; 50,0; 100,0; 200,0;
300,0; 400,0; 500,0 e 600,0 pg L* de AI(III). A Figura 3.4 mostra que as
curvas analiticas apresentam um comportamento linear entre as respostas

analiticas e a concentracdo de AI(III) nas solucdes de calibracdo.
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Essa inferéncia baseada, inicialmente, em uma inspecdao visual, é
confirmada adiante pela andlise grafica dos residuos deixados pelos
modelos e corroborada pelos resultados da ANOVA apresentados em
seguida.

Os parametros dos modelos de calibracdo, obtidos por regressao
linear pelo modelo dos minimos quadrados, considerando o nivel de
confianca de 95%, e os limites dos intervalos de confianga para os valores
populacionais sao apresentados na Tabela 3.1. Os intervalos de confianga
nao contém o valor zero, os parametros estimados para todos os modelos
de calibracdo sdo estatisticamente significativos. Além disso, pode-se
observar que o instrumento HP produziu uma curva analitica (Figura 3.4)
para quantificacao de AI(III) com maior coeficiente angular (B),

evidenciando uma maior sensibilidade de calibragao.

Tabela 3.1 - Pardmetros de regressdo linear e limites dos intervalos de
confianga para os coeficientes dos modelos obtidos para a determinagdao de
AI(III) em aguas.

Modelo: ¥ = a + Bx

Instrumento
a * t;3 X erro puro(a) B % t;3 X erro puro(pB)
HP 0,0077 £+ 0,002 0,0010 + 0,003
DIB-FBA 0,0261 + 0,011 0,0002 + 0,001

A Figura 3.5 mostra os graficos dos residuos deixados pelos modelos
de calibracao. Pode-se observar a distribuicdo de maneira aleatoria dos
residuos ao longo da faixa dinamica estudada, ndao apresentando nenhum

perfil sistematico indicando a falta de ajuste do modelo.
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Figura 3.5 - Graficos dos residuos dos modelos de calibracdo DIB-FBA e HP
para a determinagao de AI(III).

Os resultados da ANOVA, empregados para corroborar na validagao
dos modelos de calibragao utilizando o DIB-FBA e o HP, sao apresentados
nas Tabelas 3.2 e 3.3. Definidos os graus de liberdade, as médias
quadraticas foram calculadas a partir das somas quadraticas por meio das
equacoes apresentadas na Tabela 2.1 e os valores obtidos sao mostrados
na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Somas quadraticas e médias quadraticas calculadas (ANOVA), para
a determinacao de AI(III).

DIB-FBA DIB-FBA
Reg. (1) 2,13x107 | 1,54x10*! 2,13x107 1,54x10*!
Res. (22) 2,61x107° 1,47x10™ 2,15x10° 1,35x10°°
F. Aj. (6) 2,57x107 1,46x10™* 5,82x10° 3,15x107°
E. P. (16) 4,52x107 4,18x10™ 4,52x107° 4,18x107

Os resultados dos testes de falta de ajuste e significancia de
regressao sao mostrados na Tabela 3.3. Em ambos 0s casos, os valores
MQraj/MQep S@0 menores que o ponto de distribuigao F, considerando um
nivel de 95% de confianca e os mesmos graus de liberdade. Assim, nao
ha evidéncias de falta de ajuste para os modelos lineares apresentados na
Tabela 3.1. Além disso, dado que os valores MQreg/MQr sd0 muito maiores
gue os pontos de distribuicao F (para os mesmos graus de liberdade e
confianca estatistica), as equacdes dos modelos sdo altamente

significativas.

Tabela 3.3 - Tabela ANOVA para o modelo linear das curvas de calibragdo para
a determinacgao de AI(III).

HP DIB-FBA
MQtaj/ MQep 0,754 1,288
MQ,s/MQ, 1,061x10* 1,141x10*
Falta de Ajuste 6 e 16 respectivamente
. Signif. da Regressao 1 e 22 respectivamente
Fvi/v2 Falta de Ajuste 2,74

a 95% Signif. da Regressdo 4,30
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Apds a validagao das curvas analiticas, foram estimados os valores de
LOD e LOQ para sistema proposto e para o método de referéncia baseado
no uso do espectrofotometro comercial. Os resultados, apresentados na
Tabela 3.4, revelam que os valores obtidos para o método de referéncia
sao um pouco menores em relacao ao DIB-FBA. Tais diferengas podem ser
atribuidas, principalmente, ao tipo de detector e ao caminho Optico
empregado. O DIB-FBA possui uma webcam com sensor CCD como
detector e um caminho 6ptico de 0,8 cm, enquanto o espectrofotometro
HP apresenta um arranjo de fotodiodos como detector, e o caminho 6ptico
de 1,0 cm. Desta forma, os resultados mostram-se coerentes com as

limitacdes encontradas no instrumento proposto.

Tabela 3.4 - Valores de LOD e LOQ, em pg L?, estimados ao nivel de 95% de
confianga, para a determinacao de AI(III) em agua.

HP DIB-FBA
LOD 1,60 3,97
LOQ 5,34 13,25

3.4 Validacao da Curva Analitica para Determinacao de Cr(VI)

O estudo da faixa linear para a determinacao Cr(VI) em aguas
revelou que a faixa linear de concentracdes se estende de 10 a 300 ug L™.
As curvas de calibracdo foram construidas a partir das medidas, realizadas
em triplicatas auténticas, nos niveis de concentracao 10,0; 50,0; 100,0;
150,0; 200,0; 250,0 e 300,0 ug L™ de Cr(VI).

Na Figura 3.6 sao mostradas as curvas analiticas obtidas empregando
o sistema DIB-FBA e o instrumento comercial. Visualmente, observa-se
um comportamento linear entre a resposta analitica e a concentragdao de
Cr(VI) presente nas solugdoes de calibragao para ambos os casos.
Essa inferéncia é confirmada pela analise grafica dos residuos deixados

pelos modelos e corroborada pela ANOVA apresentados na sequéncia.
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Figura 3.6 - Curvas de calibragao DIB-FBA (linha vermelha) e HP (linha azul)
para a determinacgao de Cr(VI).

Os parametros dos modelos, obtidos por regressdo linear pelo
método dos minimos quadrados, considerando o nivel de confianca de
95%, e os limites dos intervalos de confianca para os valores
populacionais sao apresentados na Tabela 3.5. Como os intervalos de
confianga ndo contém o valor zero, os parametros estimados para todos
os modelos de calibracao sao estatisticamente significativos. Novamente,
o instrumento HP apresentou uma maior sensibilidade de calibracao
guando utilizado na determinagao de Cr(VI), como evidenciado pelo maior

valor do parametro B e inclinacao da curva analitica (Figura 3.6).

Tabela 3.5 - Pardmetros de regressdo linear e limites dos intervalos de

confianga para os coeficientes dos modelos obtidos para a determinacdo de
Cr(VI) em aguas.

Modelo: y = a + Bx
Instrumento

a % t;3 X erro puro(a) B £ ti3 X erro puro(p)

HP 0,002 + 0,004 0,0008 + 0,001

DIB-FBA 0,007 £ 0,003 0,0003 + 0,002
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A Figura 3.7 mostra os graficos dos residuos deixados pelos modelos
de calibracdo. Pode-se observar a destribuicao de maneira aleatéria dos
residuos ao longo da faixa dindmica estudada, ndao apresentando nenhum

perfil sistematico indicando a falta de ajuste do modelo.
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Figura 3.7 - Graficos dos residuos dos modelos de calibracdo DIB-FBA e HP
para a determinacgao de Cr(VI).

Os resultados da ANOVA, empregados para a validacao dos modelos
de calibracao utilizando o DIB-FBA e o HP, sdao apresentados nas
Tabelas 3.6 e 3.7. Definidos os graus de liberdade, as médias quadraticas

foram calculadas a partir das somas quadraticas por meio das equacoes
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apresentadas na Tabela 2.1 e os valores obtidos sao mostrados na
Tabela 3.6.

Tabela 3.6 - Somas quadraticas e médias quadraticas calculadas (ANOVA), para
a determinacao de Cr(VI).

DIB-FBA DIB-FBA HP
Reg. (1) 1,54x10™ | 1,31x1073 1,54x10™* 1,31x10°3
Res. (19) 1,77x10°® 1,60x10°® 1,57x107 1,46x107
F. Aj. (5) 1,86x1077 1,17x10°® 2,89x10°® 2,55x10°
E. P. (14) 6,13x107 4,52x107° 6,13x10°® 4,52x107°

Os resultados dos testes de falta de ajuste e significancia de
regressao sao mostrados na Tabela 3.7. Em ambos os casos, os valores
MQraj/MQep S@0 menores que o ponto de distribuigdao F, considerando um
nivel de 95% de confianca e os mesmo graus de liberdade. Assim, nao ha
evidéncias de falta de ajuste para um modelo linear, e os valores
MQreg/MQr sao muito maiores que o ponto de distribuigao F, considerando

0s mesmos graus de liberdade e o nivel de 95% de confianca estatistica.

Tabela 3.7 - Tabela ANOVA para o modelo linear das curvas de calibragao para
a determinacgao de Cr(VI).

HP DIB-FBA
MQf‘.,;/MQep | 0,564 0,471
MQ,s/MQ, 8,972x10* 9,81x10°3
Falta de Ajuste 5 e 14 respectivamente
! Signif. da Regressao 1 e 20 respectivamente
Fvi/v2 Falta de Ajuste 2,96

a 95% Signif. da Regressdo 4,35
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Os valores de LOD e LOQ estimados para ambos os métodos sao
apresentados na Tabela 3.8. Novamente, os valores obtidos para o
método de referéncia, baseado no uso do espectrofotometro, foram
inferiores ao do DIB-FBA. Da mesma forma que para o caso do AI(III),
essas diferencas podem ser atribuidas ao caminho Odptico e o tipo de
detector empregados nos sistemas. O DIB-FBA utiliza uma webcam com
sensor CCD como detector e um caminho o6ptico de 0,8 cm, enquanto o
espectrofotometro HP apresenta um arranjo de fotodiodos como detector,
e o caminho optico de 1,0 cm. A coeréncia dos resultados pode ser

justificado devido as limitagdes encontradas no instrumento proposto.

Tabela 3.8 - Valores de LOD e LOQ, em pg L™, estimados ao nivel de 95% de
confianca, para a determinacdo de Cr(VI) em agua.

HP DIB-FBA
LOD 2,65 3,40
LOQ 8,83 11,26

Uma vez validados os modelos de calibragdao, as curvas analiticas
foram utilizadas para as determinagdoes de AI(III) e Cr(VI) em aguas,

como descrito na Secao 3.5.

3.5 Aplicacdes Analiticas do Sistema Proposto

As curvas analiticas obtidas pelo DIB-FBA e pelo HP foram utilizadas
para a determinacao de AI(III) em amostras de agua natural (Tabela 3.9)

e de Cr(VI) em amostras de agua residual (Tabela 3.10).
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Tabela 3.9 - Valores médios das concentracdes preditas (n=3) das amostras de
dgua natural para a determinacdo de AI(III) em pg L™ utilizando o DIB-FBA e o
HP.

Amostras DIB-FBA DPR % HP DPR %
1 349+0,5 | 1,43 | 34,2 £ 0,3 0,88
2 46,3 £ 0,9 1,94 46,2 £ 0,5 1,08
3 47,7 £ 0,7 1,47 46,6 £ 0,3 0,64
4 130,4 £ 0,6 0,46 131,5+ 0,4 0,30
5 32,6 £0,8 2,45 33,0+ 0,6 1,82
6 82,7+ 1,1 1,33 83,4 +£0,8 0,96

Tabela 3.10 - Valores médios das concentracdes preditas (n=3) das amostras
de dgua residual para a determinagdo de Cr(VI) em pg L™ utilizando o DIB-FBA e
o0 HP.

Amostras DIB-FBA DPR % HP DPR %
1 19,8 £ 0,4 | 2,02 | 19,2 £ 0,3 1,56
2 23,6 £ 0,3 1,27 24,1+ 0,4 1,66
3 22,0+ 0,5 2,27 21,9+0,3 1,37
4 14,0 £ 0,3 2,14 14,7 £ 0,3 2,04
5 <LOQ - <LOQ -
6 17,1 £0,2 1,17 17,6 £ 0,1 0,57

Nas Tabelas 3.9 e 3.10, pode-se observar que os procedimentos DIB-
FBA e HP apresentam desempenho similar em termos de precisao. De
fato, os valores do desvio padrdo relativo (DPR %) 3¢ foram, em geral
menores que 2% para ambos os analitos. Além disso, a aplicacdo do teste
t-pareado revelou nao existir diferenca estatisticamente significativa ao
nivel de 95% de confianca. Quanto a exatiddao, o sistema proposto

permitiu quantificar AI(III) e Cr(VI) com erros relativos médios,
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respectivamente, de 1,2% e 2,7%. Esses valores atestam uma boa
concordancia entre os valores obtidos por ambos os procedimentos.

A avaliagdo da performance do analisador proposto, nas analises
envolvendo calibracdo univariada, apontam a viabilidade pratica e a
confiabilidade nas medidas realizadas no DIB-FBA para os analitos alvos
das quantificagoes.

O DIB-FBA apresentou uma frequéncia analitica de 137 amostras por
hora para a determinagao de AI(III) e 134 amostras por hora para a

determinacao de Cr(VI) em aguas.



Capitulo 4
Conclusao
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4.1 Conclusao

Neste trabalho foi desenvolvido uma nova metodologia automatica,
para a determinacdao dos ions AI(III) e Cr(VI) em &guas, baseada em
imagens digitais. Para isso, foi desenvolvido um analisador automatico
fluxo-batelada empregando uma camara de mistura/reacional
transparente, confeccionada em acrilico, acoplada a uma webcam com
sensor CCD, para a captura das imagens digitais obtidas.

A determinacao de AI(III) em amostras de agua natural foi baseada
no método da quercetina [*?!, As componentes do modelo de cor RGB das
imagens capturadas durante a analise foram extraidas utilizando o
programa Imagel, e a componente B manteve uma relacao linear
satisfatéria com a concentracao do analito em estudo, possibilitando assim
a construcdao de um modelo matematico linear para a quantificacdo de
AI(IID).

A determinacao de Cr(VI) em amostras de agua residual foi baseada
no método da difenilcarbazida [**2%], Nesse caso foi a componente G, do
modelo RGB, que apresentou uma relagao linear com a concentragao
de Cr(VI), o que possibilitou a construcdo de um modelo matematico
linear também satisfatorio para a quantificacdo de Cr(VI) neste tipo de
matriz.

Todos os resultados das analises mostraram-se estatisticamente
satisfatérios, e foram devidamente validados. Tanto os testes t-parelhado,
a 95% de confiancga estatistica, quanto as analises de variancia para falta
de ajuste do modelo, nao confirmaram desvios significativos, creditando
os resultados obtidos utilizando o DIB-FBA em relagcdao aos obtidos
empregando o método de referéncia.

Desta forma, o sistema automatico desenvolvido, empregando
imagens digitais, apresentou uma instrumentagao simples,
caracterizando-se pelo baixo consumo de reagentes e amostra, baixa
geracdao de residuos, reprodutibilidade, versatilidade e robustez. O

sistema, ainda, possibilitou a realizacao de anadlises em um curto intervalo
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de tempo, apresentando uma frequéncia analitica de 137 amostras por
hora para a determinacdo de AI(III), e 134 amostras por hora para a
determinacdo de Cr(VI) em aguas. Convém ressaltar que ambas
determinagdes foram implementadas utilizando uma Unica configuragao
fisica do sistema.

O DIB-FBA proposto pode ser utilizado em outras aplicagdes analiticas
que envolvem determinacdes colorimétricas, sem a necessidade de
modificagcdes em sua configuracdo fisica e alteracdo dos seus
componentes, sendo necessario apenas modificacdes em seu programa de
controle.

Portanto, a proposta deste estudo de construir o DIB-FBA contribuiu
de maneira significativa para os estudos envolvendo automacao e
instrumentacdao analitica e imagens digitais. As boas caracteristicas
obtidas pelo DIB-FBA estdo em consonancia com as exigéncias
académicas e industriais da sociedade atual e podem admitir que novos
trabalhos dentro dessa 6tica fossem desenvolvidos e aplicados, permitindo

assim gue as ciéncias e tecnologias analiticas avancem cada vez mais.

4.2 Perspectivas

Esta pesquisa tem como perspectivas aplicagbes do analisador
automatico DIB-FBA para outras determinagdes colorimétricas,
fluorimétricas, quimiluminescentes e turbidimétricas, aplicadas em:
analises de alimentos, bebidas, pesticidas, farmacos, analises clinicas e de
fluidos bioldgicos.

Planeja-se, ainda, para os proximos estudos, uma melhoria no
DIB-FBA, utilizando uma camara de mistura miniaturizada, microfabricada
com resina uretana-acrilato e placas de vidros, permitindo uma reducgao
ainda maior no consumo de solugdes reagentes e amostras por
determinacbes, bem como na geracdo de residuos, dando maior

portabilidade e capacidade de integracao do dispositivo.
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