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“Where nature finishes producing its own species,
man begins, using natural things and with the help
of this nature, to create an infinity of species”.

- Leonardo da Vinci
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RESUMO

As substancias humicas formam complexos com metais que sédo de
extrema importancia para regular a biodisponibilidade destes ions em ambientes
terrestres e aquaticos, e por isso a caracteriza¢do desta interacao é de grande
valia. Estas substéncias podem ser estudadas quanto a sua interagdo com
metais por titulacao fluorimétrica, em experimentos que podem levar varias horas
em funcdo do longo tempo de estabilizacdo dos complexos formados. Neste
trabalho, um titulador automatico capaz de realizar estas titulacdes de forma
automética foi desenvolvido juntamente com um programa de computador para
controlar o dispositivo e realizar analise dos dados. O equipamento realiza as
analises utilizando uma bomba de seringa para adi¢cfes de titulante (de 12,5 até
200 pL) e uma bomba peristaltica para transporte da solucao até o detector, um
fluorimetro comercial. Os resultados obtidos foram ajustados ao modelo de Ryan
e Weber com a adaptacdo de Luster, e os parametros calculados para
substancias himicas comerciais (CL = 3,91 x 10, Im. = 17,06, Log K = 5,14)
foram comparados aos obtidos de titulagbes manuais das mesmas amostras (CL
= 3,54 x 10%, ImL = 22,43, Log K = 5,14), fornecendo resultados sem diferencas
significativas com 95% de confianga. O titulador automatico foi utilizado também
para o0 estudo da matéria organica dissolvida em aguas naturais coletadas
proximas a Brasilia, e os resultados obtidos foram corroborados pelas
caracterizagcbes de carbono organico dissolvido e espectroscopia de
fluorescéncia sincronizada, que indicaram predominéancia de matéria organica

nao humificada, mas que nédo impediu a realiza¢do do experimento.



ABSTRACT

Humic substances constitute complexes with metals that are of utmost
importance in regulating bioavailability of these ions in terrestrial and aquatic
environments, which makes the characterization of these interactions of great
value. These substances may be studied in sight of their interactions with metals
by fluorimetric titrations by means of experiments that may take up to several
hours until completion because of the long complex stabilization times. In this
work, an automatic titration capable of performing said titrations was developed
along with a computer software to control the device and analyze the data. The
equipment executes the analysis using one syringe pump for titrant additions
(from 12.5 up to 200 pL) and one peristaltic pump for solution transportations
between the reactor and the detector, which is a commercial fluorometer. The
results obtained were adjusted to the Ryan and Weber model with the
adaptations proposed by Luster, and the calculated parameters for commercial
humic substances (CL = 3.91 x 10, Im. = 17.06, Log K = 5.14) were compared
to those obtained by manual titrations of the same sample (CL = 3.91 x 10°%, IwL
= 17.06, Log K = 5.14), providing results with no statistical difference at a 95%
confidence level. The automatic titrator was also used in studies of dissolved
organic matter found in natural waters sampled near the city of Brasilia, and the
obtained results were corroborated by the total organic carbon measurement and
synchronized fluorescence spectroscopy characterization, which indicated the
greater abundance of non-humified organic matter, but that did not hinder the

titrations experiments.
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1. INTRODUCAO

1.1 Substancias humicas

As substancias humicas (SH) séo as principais constituintes da matéria
organica presente em aguas naturais e em solos. Exercem influéncia em varios
fenbmenos fisicos, quimicos e bioquimicos que ocorrem naturalmente nos meios
em que estdo presentes [1]. Por serem formadas a partir de moléculas
provenientes da decomposicado de organismos e associadas também a outras
biomoléculas presentes no meio, as SH nao possuem férmula molecular definida
ou propriedades fisico-quimicas Unicas e exatas, tais como massa molar,
estrutura, constantes de acidez, etc. Pelo contrario, suas caracteristicas
dependem fortemente de sua origem e do meio em que estdo quando estudadas.
No entanto, pode-se afirmar que as substancias humicas possuem massa molar
grande (da ordem de kilodaltons e dezenas de kilodaltons), apresentam
coloracdo escura tanto na forma purificada quanto em solucéo, e interagem de

varias formas nos ambientes onde sdo encontradas.

Apesar de serem estudadas ha varias décadas [2], ainda ndo existe
consenso na comunidade cientifica quanto a estrutura molecular das
substancias humicas e de suas fracfes. De fato, pode-se considerar impossivel
a definicdo de uma féormula molecular para as SH dadas as caracteristicas que
levam a formacdo dessas moléculas. Nesse sentido, o estudo das SH
normalmente tem maior enfoque em caracteriza-las para elucidar os aspectos

gue sao inerentes as suas funcdes no ambiente.

A Sociedade Internacional de Substancias Hamicas (IHSS, em inglés)
separa as substancias humicas em trés fracdes, de acordo com a solubilidade
em agua em diferentes valores de pH. Sdo considerados acidos humicos (AH) a
fracdo sollvel apenas em meios alcalinos, acidos fulvicos (AF) a fragdo soluvel
em qualquer pH, e humina a fragdo insolavel, existindo, portanto, apenas em

materiais sélidos [3].

Nas Ciéncias Agrarias, as substancias humicas sdo amplamente
estudadas quanto aos seus efeitos, predominantemente positivos, no

crescimento de plantas. Alguns dos efeitos observados em plantas que foram
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tratadas com substancias humicas foram a inducdo do crescimento de raizes

laterais [4,5] e a diminuicdo de espécies reativas de oxigénio em folhas [6].

As substancias humicas aquaticas constituem a principal fracdo da
matéria organica dissolvida (MOD) encontrada em aguas naturais e possuem
influéncia principalmente na biodisponibilidade e especiacdo de outras
substancias e ions, como horménios e metais. Os principais fatores que
influenciam na formacg&o de complexos entre substancias humicas e metais sao

as propriedades polifuncionais e as cargas conformacionais do ligante [7].

As propriedades polifuncionais sao referentes aos grupos ligantes
presentes na macromolécula da substancia humica, logo, possuem alta relacéo
com o tipo de material organico que deu origem aquela molécula, e sdo os
principais responsaveis pelas caracteristicas dos complexos formados entre SH
e metais [8]. Estes grupos ligantes sdo formados por espécies doadoras de
elétrons, principalmente oxigénio na forma de acidos carboxilicos e fendlicos [9].
Outros ligantes contendo oxigénio também encontrados em substancias
hamicas que contribuem para a formacdo de complexos sdo acido salicilico,
difendis, catecol, acido ftalico e &cido citrico [8]. Grupos funcionais com outros
elementos doadores de elétrons, como enxofre e nitrogénio, também podem
influenciar nas interagbes, mas possuem papel secundario devido a pequena
guantidade destes elementos (entre 1% e 3%, para ambos), quando comparados
ao oxigénio (até 60% para acidos falvicos) [7,10], e estdo mais associados a
interacdes com metais especificos, como a ligacdo entre mercuario e grupos tidis
[11].

As cargas conformacionais sdo dependentes da estrutura tridimensional
da molécula, que pode variar dependendo de fatores como pH e forca ibnica do
meio, concentracdo da SH e seu grau de hidratac&o, assim como interagdes com
espécies carregadas positivamente que ja estejam formadas. Esta variacao na
estrutura tridimensional da molécula leva a formacdo e a remocdo de
impedimentos estéricos, modificando a disponibilidade dos sitios ligantes para o

metal.

A ampla variabilidade das estruturas das substancias humicas faz com

que seja importante caracteriza-las de acordo com sua origem e forma

2
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encontrada na natureza, para que sua influéncia naquele meio possa ser
adequadamente estudada. As interacbes entre SH e agregados solidos
presentes em aguas naturais podem causar, por exemplo, uma migracdo de
metais para o sedimento do corpo aquatico em que se encontram [12]. Sabe-se,
também, que as substancias humicas interferem consideravelmente na
utilizacdo de nanomateriais para remocdo de metais pesados de corpos
aquaticos, no entanto, os resultados apresentados na literatura sédo controversos

e demonstram interferéncias tanto positivas quanto negativas [13].

Ryan e colaboradores [14] identificaram que acidos fulvicos aquaticos
influenciam na distribuicdo isotopica do cobre em solucdo, alterando a
biodisponibilidade de cada is6topo diferentemente. Indmeros estudos
demonstram que a presenga das SH diminui a biodisponibilidade de metais em
aguas naturais [15-17], embora existam relatos recentes que mostram o
crescimento da disponibilidade em virtude do aumento de sitios ligantes na
superficie das algas, que ocorre em funcao da presenca de substancias humicas
adsorvidas [18]. As propriedades complexantes das SH também podem afetar
os seres humanos, desde que sejam encontradas na agua de consumo,

influenciando a absorcéao e distribuicdo de metais dissolvidos no organismo [19].

Considerando a grande importancia das substancias humicas, é de
suma importancia que estas moléculas sejam estudadas para que se possa
entender seus efeitos em aguas naturais e solos, em especial quanto a

biodisponibilidade e especiacdo de metais.

1.1.1 Caracterizacdo das substancias humicas

Diversas técnicas analiticas séo utilizadas no estudo de substancias
hdmicas, incluindo técnicas espectroscopicas de absorcao de radiacdo na regido
do ultravioleta, visivel e infravermelho, e emissdo de fluorescéncia; métodos
eletroquimicos de caracterizacdo, como voltametria e potenciometria; técnicas
para o estudo do material sélido, como difragdo de raios-x; e também para
identificacdo dos ambientes quimicos de seus elementos por ressonancia
magnética nuclear. E comum também o emprego de métodos de separacéo, em
especial eletroforese e cromatografia, para se obter caracteristicas sobre o

tamanho molecular e hidrofobicidade [7].
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Para se entender a interacdo entre substancias humicas e outras
espécies quimicas, propriedades como a proporcao entre grupos fendlicos e
carboxilicos, indices de aromaticidade e hidrofobicidade e constantes de acidez
e de formacdo de complexos devem ser conhecidas. As interacdes entre
substancias humicas e outras espécies em solucdo podem ser estudadas por
meio de diferentes abordagens. Os primeiros estudos na area utilizavam
técnicas de saturacdo da SH com a espécie de interesse e posterior
determinacao do metal que foi complexado. Dhillon e colaboradores estudaram
as interacdes entre SH, ions fosfato (KH2PO4 marcado isotopicamente com P3?)
e zinco (ZnSO4 marcado com Zn®) determinando com contador de Geiger os
ligantes que remanesceram complexados apés troca em resina catidnica [20].
De forma similar, Picard e Felbeck estudaram o efeito das SH na solubilidade de
fons Fe?*, no entanto utilizaram o método de deslocacéo dos ions com acetato
de amonio para disponibilizar o Fe em solugéo, que foi determinado por absorgéo
atdbmica [21]. Estes métodos forneceram informacgdes valiosas sobre a interacdo
SH-metal, mas ndo permitem o calculo de constantes de equilibrio j& que nao

contém informacdes sobre as interacdes em funcdo da concentracdo de metal.

Alguns modelos foram desenvolvidos para se estudar a capacidade de
complexacao de cobre frente a substancias humicas com o objetivo de se obter
a constante de estabilidade condicional do complexo metal-SH (K). Esta
constante é definida em funcdo das concentracées de metal ([M]), substancia
hamica livre ([L]) e complexo ([ML]). Considerando que as intera¢cdes obedecem

a uma estequiometria 1:1, K pode ser definido como:

[M][L] 1

Como néo se pode determinar diretamente a concentracdo de ligante, o
valor de K pode ser obtido através de titulagdes em que a concentracdo de metal
livre é observada em funcdo da concentragdo total do metal em solucéo.
Segundo o modelo desenvolvido, independentemente, por van den Berg [22] e
Ruzic [23]:
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Os resultados obtidos formam uma reta pela relagéo entre [M]/[ML] e [M],
com inclinagdo igual a [L]?. O valor de K pode ser obtido pela divisédo da
inclinacdo pelo intercepto e o valor de [ML] pela subtracdo do metal adicionado
pelo metal detectado. Os experimentos consistem na determinacdo de [M] em
cada ponto da titulacdo, que pode ser realizada por métodos eletroquimicos
(voltametria e potenciometria) ou espectroscéopicos (espectroscopias de

absorcao e emissdo atébmica) [7].

Apesar de néo se conhecer detalhadamente as estruturas moleculares
das substancias humicas, sabe-se que elas possuem muitos anéis aromaticos
condensados e ligacfes duplas conjugadas, grupos que comumente emitem
fluorescéncia. Ao interagir com ions metélicos estes grupos passam a ter
caracteristicas fisico-quimicas diferentes e parte da fluorescéncia € suprimida.
Este fenbmeno € muito utilizado para a caracterizacdo das interacfes entre
substancias humicas e metais, pois os resultados obtidos sdo relacionados
diretamente as SH, e nao indiretamente quando se realiza medidas do metal livre

em solugéo.

Diferentes abordagens experimentais foram desenvolvidas para se
estudar as interacfes entre substancias humicas e metais pela supressédo de
fluorescéncia. Estes métodos consistem na observacéao da fluorescéncia emitida
pela matéria organica frente a diferentes concentracdes do metal. As medidas
de fluorescéncia podem ser realizadas em modo emisséo [24], sincronizado [25]
ou pela matriz de excitacdo-emissao [26]. Os resultados podem ser analisados
diretamente ou por ferramentas quimiométricas, como decomposi¢cdo PARAFAC
[27], e entdo ajustados a um modelo mateméatico para a obtencdo dos
parametros fisico-quimicos da amostra [28—30].

O modelo de Ryan e Weber [24] para determinagcdo da constante de
estabilidade condicional (K) e da concentracdo de ligante (C.), baseado na
supressdao de fluorescéncia observada em modo emissao, consiste na titulacao
fluorimétrica das substancias humicas com metais, e é descrito de acordo com

a seguinte equacao:
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Iy, — 100
I= MLzl(—c |G, +KCy + 1) = J(KC, + KCyy + 12— 4KZC,Cy| + 100 3
L

Nesta abordagem, a substéncia humica é titulada com pequenos
volumes de uma solucéo de concentracdo conhecida do metal, e a fluorescéncia
emitida é medida para cada ponto em um par Aexc\Aem previamente definido. O
experimento é realizado até que a fluorescéncia emitida (l) se aproxime do valor
da fluorescéncia do ligante complexado (Im.). Os valores de constante de
estabilidade condicional (K), concentracéo do ligante (CL) e da fluorescéncia do
ligante complexado s&o obtidos por ajuste ndo-linear da fluorescéncia emitida

em funcao da concentracédo de metal adicionado (Cw).

O modelo de Ryan e Weber também foi desenvolvido para um sistema
em que as interacdes sdo de proporcao 1:1. Além desta suposicdo, o0 modelo
considera que as moléculas fluorescentes sdo representativas de todo o sistema,
e que apesar de ser uma mistura complexa, as SH tém um comportamento

médio representado por K e Ci [24].

Desde que foi proposto, o modelo foi amplamente utilizado para a
caracterizacdo das interacdes entre substancias humicas e metais. Por exemplo,
Wu e colaboradores utilizaram o modelo de Ryan e Weber para caracterizar as
interacbes de acidos falvicos com fulereno [31]. Plaza e colaboradores
estudaram acidos humicos extraidos de composto organico e solo frente a
complexacdo com cobre, zinco, cadmio e chumbo, e obtiveram resultados
indicando que os AH diminuem a biodisponibilidade destes metais [26]. Sodré e
Grassi verificaram diferencas na matéria organica dissolvida presente em rios

em funcéo de influéncias antrépicas e efeitos sazonais [32].

Apesar de ser relativamente simples experimentalmente, o método
proposto por Ryan e Weber possui algumas caracteristicas que devem ser

observadas durante a sua execuc¢ao para se garantir resultados confiaveis:

e A aliquota utilizada para a leitura de fluorescéncia deve ser
totalmente retornada ao reator, para que ndo haja mudancas no
volume total além do que foi adicionado de titulante.

e O volume de titulante adicionado deve ser o menor possivel para

minimizar a diluicdo da amostra, que pode alterar o comportamento

6
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das substancias humicas ali presentes. Este ponto € importante
especialmente no caso de titulagcdes de dguas naturais sem extracédo
dos &cidos fulvicos.

e A reacdo de complexagdo entre a SH e o titulante normalmente é
lenta, e por isso deve-se esperar um intervalo entre a adicdo do

titulante e a leitura de fluorescéncia.

Para se evitar erros relacionados a transferéncia manual da mistura para
a cubeta do fluorimetro, alguns autores relatam o uso de bomba peristaltica para
transportar a mistura até a cubeta em fluxo [24,26,33], procedimento que facilita
a realizagdo do experimento, mas n&o resolve as outras dificuldades

mencionadas acima.

Em relacdo ao tempo de equilibrio da reagéo, existem duas alternativas.
A primeira, e mais O6bvia, consiste em aguardar o tempo previamente
determinado para cada ponto, tomando-se os cuidados necessarios para que a
marcacgao do tempo seja precisa, 0 que torna o experimento longo (chegando a
varias horas de execuc¢do) e tedioso (o0 analista deve realizar procedimentos
varias vezes no tempo correto, durante toda a duracdo da analise, prejudicando
sua repetibilidade). A segunda alternativa, proposta inicialmente por Ventry [33],
consiste na utilizacdo de varias misturas com diferentes concentracdes de
titulante, de forma que para cada ponto da curva de titulagdo, um frasco diferente
é utilizado, e todos os pontos sdo preparados e lidos ao mesmo tempo. Essa
abordagem foi bem aceita por outros pesquisadores e utilizada em diversos
trabalhos [31,34,35].

Um fator determinante na comparacao das duas propostas é a diferenca
nas interagdes que ocorrem entre substancia himica e metal quando a adicao é
realizada de forma gradual, com tempo suficiente para equilibrio, e de forma
Gnica para cada ponto da titulacdo. A complexacdo das SH com Fe(lll) causa
mudancas conformacionais em sua estrutura, disponibilizando sitios que néo
estavam disponiveis na conformacdo inicial [36], e efeitos similares sé&o
esperados pela interacdo com Cu(ll) e outros metais. Este tipo de fenbmeno é o

mais esperado em ambientes naturais, onde o0 aporte destes metais
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normalmente ocorre de forma gradual e em volumes da escala dos corpos

aquaticos, que permitem largas diluicdes e tempos de equilibrio.

Apesar de se apresentar como uma boa alternativa para o problema da
longa duracdo do experimento, a proposta de Ventry também apresenta
dificuldades experimentais ndo existentes no meétodo original. Com uma mistura
por ponto da curva de titulacdo, o gasto de amostra e regentes aumenta
significativamente, o que pode ser problemético no caso de uso de titulantes
certificados, que tem alto custo, e de amostras disponiveis em baixas
quantidades, situacdo frequente devido a baixa eficiéncia da extracdo de

substancias humicas.

O uso de varios frascos também aumenta a probabilidade de erros
experimentais e gera a possibilidade de que diferencas entre 0os pontos sejam
provenientes destes erros, e ndo do efeito das concentragbes. Ademais, a
manipulagdo de muitas misturas em um mesmo experimento pode ser
trabalhosa, e a repetibilidade entre 0 manuseio das solucdes e o tempo de leitura
apos a adicao do reagente fica prejudicada. Conclui-se, entdo, que a abordagem
original proposta por Ryan e Weber é mais coerente para a determinacdo das
propriedades das substancias humicas relacionadas ao experimento.

1.2 Automacao em gquimica analitica

A automacédo de procedimentos realizados em laboratérios de quimica
tem como principais objetivos a redugcéo do tempo gasto nos experimentos e 0
aumento na qualidade dos resultados em virtude da diminuicdo dos erros
causados provenientes do analista, tendo como consequéncia analises mais
baratas e resultados mais confiaveis [37]. Em quimica analitica, define-se como
sequéncia analitica o grupo de etapas pelas quais uma analise quimica deve
passar para que seja completa. Estas etapas s&o definicho do problema
analitico, selecdo do método, amostragem, preparo de amostra, medida da
variavel, calibracdo, avaliagdo dos resultados e acdo [38]. Com excecdo das
etapas iniciais de definicdo do problema e selecdo do método, e da etapa final,
acao, para todas as outras existe a possibilidade de se implementar, parcial ou
totalmente, procedimentos automatizados. Em alguns casos, a automacgéao

inclusive serve como elo entre as etapas.
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1.2.1 Automacéo de titulagbes volumétricas

Classicamente, uma titulacdo € definida como um experimento em que
um reagente padrdo conhecido, o titulante, reage de forma estequiométrica e
reprodutivel com o analito, que tera sua concentracdo determinada de acordo
com a quantidade de titulante utilizado. Em titula¢cdes volumétricas, o volume do
titulante € medido para se calcular a quantidade de analito presente [38]. Essa
definicdo abrange apenas titulacfes para determinacéo de concentracao, e pode
ser expandida para uma mais ampla, em que a medida observada néo é
necessariamente uma concentragdo, mas apenas um processo que causa um
efeito proporcional a concentracao do titulante e que dependente somente das
caracteristicas do analito, ou seja, titulacbes em que o analito ndo tem sua
concentracdo medida, mas € caracterizado pelo seu comportamento frente ao

titulante, como, por exemplo, a caracterizagdo de substancias humicas.

A titulacdo, apesar de ser um método classico, ainda € empregada na
analise de inUmeros analitos em diferentes amostras. Quando as caracteristicas
da matriz amostral sdo bem conhecidas e os devidos cuidados analiticos sédo
tomados, as figuras de mérito obtidas com métodos titrimétricos como limite de
deteccdo e sensibilidade podem ser, muitas vezes, comparaveis aquelas de
métodos instrumentais. Para que isso seja alcancado, 0s erros experimentais
devem ser minimizados, principalmente no que se refere as medi¢des e decisdes
tomadas pelo analista, em especial durante as etapas de pipetagem e
observacéo de resultados, quando necessario. Neste sentido, a automacao de
procedimentos de titulagdo surge como uma alternativa para diminuir a
interferéncia humana nas analises, colaborando ndo so6 para a otimizacéo do seu
desempenho analitico, mas também como ferramenta para reduzir o consumo
de insumos quimicos, uma vez que o controle de pequenos volumes, da ordem
de microlitros, pode ser facilmente obtido a partir de tituladores automaticos com

alta confiabilidade.

Em uma titulagdo volumétrica, existem dois fatores que devem ser
cuidadosamente controlados para que o resultado obtido seja confidvel: a adi¢éo
de titulante e a aquisicdo do sinal analitico (determinacdo do ponto final ou
acompanhamento de determinada propriedade). O titulante deve ser uma
solucdo de concentracdo bem estabelecida, e o volume adicionado deve ser

9
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medido com precisdo e exatiddo. Nas titulacbes para determinacdo de
concentracdo, o ponto final da titulacdo deve se aproximar ao maximo do ponto
de equivaléncia, e sua definicho também é de extrema importancia para a
qualidade dos resultados. Em titulacbes de caracterizacdo, o ponto final esta
intimamente relacionado com a grandeza fisica sendo estudada, e deve ser
analisado caso-a-caso. A automacdo pode ser utilizada como ferramenta

poderosa para que esses fatores sejam controlados com sucesso.

A adicéo de titulante pode ser realizada por meio de mecanismos de
propulsdo de solugcdo, que muitas vezes também sao utilizados no mesmo
experimento para o transporte de outras solu¢des, como indicador, amostra e
solugdes de limpeza. Os mecanismos mais comuns utilizados sao bombas
peristalticas e bombas de seringas, mas existem também tituladores que utilizam
bombas reciprocas, de pistdo e solenoides, e também conta-gotas, buretas
automatizadas e até gas comprimido para realizar a adicdo de titulante. As
bombas frequentemente sdo utilizadas em sistemas contendo vélvulas para o
controle e direcionamento do fluxo das solugbes. Cada um desses mecanismos
possui vantagens e desvantagens que justificam seu uso em diferentes

aplicacoes [39-41].

A determinacdo do ponto final depende, em primeiro lugar, do tipo de
titulacdo que sera realizada. Enquanto as titulacdes com ponto final detectado
por mudancas de cor na solugdo exigem uma adaptacdo em relacéo a classica
deteccdo visual, em muitos casos a detec¢do € intrinsicamente realizada de
forma eletrbnica, como nas medidas eletroquimicas de potenciometria ou
amperometria, o que facilita substancialmente a automacao de experimentos
deste tipo. As determinacbes de ponto final realizadas de forma visual
normalmente podem ser automatizadas por meio de técnicas fotométricas, pela
deteccdo da mudanca na absorcao de radiacéo visivel de certo comprimento de

onda pela solugéo.

Os recursos que podem ser utilizados para automacdo de um
experimento de titulagdo s&o vastos, e vao variar de acordo com o problema

analitico a ser resolvido e a disponibilidade de recursos. Além da melhoria nos

10
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resultados mencionada anteriormente, a automacao de titulagdes volumétricas

também pode ter as seguintes vantagens:

e Possibilidade de miniaturizacdo, que resulta na diminuicdo das
guantidades de insumos gastos e residuos produzidos.

e Aumento da frequéncia amostral, que possibilita a andlise em
escalas industriais.

e Diminuicdo de custos, como consequéncia dos dois pontos
anteriores.

e Aumento de reprodutibilidade devido a diminuicdo da interferéncia

de um analista.

1.2.2 Tituladores automaticos descritos na literatura

Devido a ampla utilizacdo de titulagcbes volumétricas, sdo muitas as
abordagens que podem ser utilizadas para se automatizar esse tipo de andlise.
Os tituladores automaticos descritos na literatura variam especialmente quanto
aos dois fatores principais citados anteriormente, que sao a forma de adicao de
titulante e o modo de aquisicao do sinal analitico. Existem, no entanto, diversas
outras caracteristicas que normalmente justificam apenas a modificacdo de
algum sistema ja existente, como mudancas na ordem de grandeza dos volumes
de solucdo utilizados, implementacdo de ferramentas para auxilio na troca de

amostras e diminuicdo dos custos do dispositivo.

O uso de um conta-gotas € uma das abordagens mais simples utilizadas
para se automatizar, mesmo que parcialmente, uma titulacdo. Nestes sistemas,
€ comum que a maioria das etapas do experimento sejam realizadas
manualmente, como adicdo da amostra e de indicador ou a determinacéo do
ponto final. Os conta-gotas podem ser criados de duas maneiras, sendo a mais
comum um sistema que detecta o caimento de uma gota pela interrupcdo
momentanea de um feixe de radiacdo infravermelha, mecanismos amplamente
disponiveis comercialmente [42-44]. Outra forma de se contar gotas
precisamente consiste na detec¢éo da corrente elétrica que passa em um circuito
que é fechado quando a gota é formada e entra em contato com um fio de aco
[45].

11
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Conta-gotas possuem baixa precisdo, e por isso sao utilizados apenas
em analises que nao exigem grande reprodutibilidade. Maior precisdo pode ser
obtida, por exemplo, pela utilizacdo de bombas peristélticas, de seringa, de
pistdo ou solenoides, normalmente em conjunto com valvulas solenoides para
direcionar o fluxo das solucdes [46,47] ou com valvulas de fluxo em loop no

casos de sistemas em fluxo [48-50].

O uso de bombas peristalticas em tituladores automaticos € bem comum
[47,48,51], pois estes dispositivos s&o comumente utilizados também para outros
procedimentos da analise, como adicdo de amostra e lavagem do sistema. As
bombas peristalticas, no entanto, possuem precisdo menor que as bombas de
seringa, principalmente pela medigéo indireta do volume adicionado (por meio
das medidas de vazao e tempo) e pelo desgaste dos tubos utilizados [52]. Em
uma bomba de seringa o pistdo é controlado por um motor de passos, que
oferece alta precisdo e pode ser empregado em conjunto com seringas de
diversos volumes, e por isso séo utilizadas quando volumes muito pequenos de
titulante sdo necessarios [48,50]. Uma bomba de pistdo pode ser utilizada no
lugar de uma bomba de seringa, e apesar de permitir fluxos maiores de solucéo,

nao atinge a mesma precisao [53].

Os mecanismos utilizados para adicdo de titulante podem ser
comparados subjetivamente de acordo com algumas caracteristicas principais,

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Comparacdo dos diferentes mecanismos utilizados para adicdo de titulante em
tituladores automaticos.

) . . Volume I ~
Dispositivo Precisao minimo Caracteristicas da operacéo Custo
E necessario movimento em
Bomba de . ambos sentidos, o que L
Alta Baixo 9 Médio

seringa normalmente exige uso de
valvulas multiportas.
Os tubos utilizados sofrem
desgaste com o0 uso e a medicao

Bpmbg Média Médio do volume depende do tempo de  Alto
peristéaltica ~ n
operacdo e do diametro do tubo,
demandando calibragéo.
O volume adicionado também
Outras . L ~ .
Baixa Médio  depende do tempo de operagcdo Baixo
bombas ; ~
e demandam calibracéo.
E imprescindivel um mecanismo
Conta-gotas Baixa Alto para contar as gotas, assim Baixo

como formas de se iniciar e
interromper a adi¢do de titulante.

O primeiro fator observado ante a escolha do detector que seré utilizado
€ o fendmeno que ocorre em funcao da adicédo de titulante. As medi¢cdes mais
comuns sao as espectroscopicas (absorcdo de radiacao ultravioleta ou visivel e
emissao de fluorescéncia nesta mesma faixa) e as eletroquimicas (condutividade

e potenciometria com eletrodos de pH e outros ion-seletivos).

As titulacdes com deteccédo por mudanca na coloragdo de um indicador
sdo as mais classicas, e podem ser automatizadas de maneira relativamente
simples. Em equipamentos dedicados a analises especificas, o sistema de
deteccdo pode ser construido facilmente com um diodo emissor de luz (LED) e
um fotodiodo como fonte e detector de radiagcéo, respectivamente [46,49,54], ou
até mesmo LEDs idénticos para ambas funcdes [47]. Detectores comerciais
também sao facilmente adaptaveis aos sistemas em fluxo, ja que normalmente
possuem saida do sinal analitico que pode ser interpretado pelo programa do
titulador automético, e séo frequentemente utilizados nos equipamentos
descritos na literatura [48,50]. Detectores de fluorescéncia sao utilizados de
maneira similar aos de absor¢do molecular e também podem ser construidos em

laboratorio [55] ou comerciais.

Os detectores por meio de métodos eletroquimicos séo facilmente

automatizados, pois o sinal analitico ja € gerado de forma eletrénica, logo, os
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desafios se concentram principalmente na instalacdo dos sensores no
equipamento. As medidas potenciométricas, de ions H3O* e outras espécies
para as quais existem eletrodos seletivos, e as amperométricas podem ser
realizadas por meio da adaptacdo de eletrodos e microeletrodos aos proprios

frascos de reacao de diversas formas em tituladores automaticos [45,46,56,57].

Os métodos para determinacdo de ponto final discutidos, tanto visuais
quanto eletroquimicos, também séo utilizados como detectores do ponto final em
titulacdes coulométricas, no entanto, esta técnica se diferencia das titulagfes
volumétricas quanto a origem do titulante. Na titulacdo coulométrica, ou
coulometria de corrente controlada, o titulante € gerado in situ pela oxidagédo ou
reducdo de um reagente auxiliar, com o emprego de um galvanostato que
fornece o potencial e mantém a corrente elétrica constante no sistema. As
principais vantagens desta abordagem sdo uma maior facilidade no controle de
titulante adicionado, pois o fornecimento de pequenas quantidades de cargas
elétricas é mais preciso do que de pequenos volumes. Obviamente, ndo héa

necessidade de um sistema de propulsao de solucéo para o titulante.

Titulacdes coulométricas também séo alvos de estudos de automacao e
miniaturizacdo. Nestes casos, o enfoque normalmente é direcionado a
diminuicdo dos custos e dos gastos com reagentes, como no titulador
desenvolvido por Kanyanee e colaboradores para a titulagdo coulométrica em 50
UL de solucdo [58] e na célula desenvolvida por Oliveira e colaboradores para
titulacbes coulométricas em fluxo-batelada [59]. No caso de algumas
determinacdes, como de agua em substancias organicas pelo método de Karl-
Fischer e do indice de bromo, tituladores automaticos comerciais sao
amplamente disponiveis e 0s mais utilizados em pesquisas e em laboratérios de
rotina [60—62].

Voltando a andlise de SH por titulagdo, a abordagem experimental
proposta inicialmente por Ryan e Weber ainda é considerada como uma das
mais importantes para a caracterizacéo da interagdo entre substancias humicas
e outras substancias, especialmente metais. Esta abordagem, no entanto, possui
caracteristicas que tornam a realizacdo do experimento extremamente morosa,

0 que nao so dificulta sua realizacao e repeticdo, como se torna uma fonte de
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erros em virtude da fadiga do analista ap0s varias horas de analise ininterruptas.
Este problema pode ser minimizado, e talvez até eliminado, pela utilizacdo de
técnicas de automacado analitica, com foco na eliminacdo da presenca do
analista durante o experimento, e aumento da qualidade dos resultados pela

utilizacao de dispositivos mais precisos.
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2.OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho foi o desenvolvimento de um equipamento
que realize titulacbes fluorimétricas para a caracterizacdo de substancias
humicas de forma automética, e a avaliagdo do sistema desenvolvido por meio
da realizacdo de titulacbes de diferentes amostras e comparacdo destes

resultados com o método manual.
Os objetivos especificos foram os seguintes:

1. Identificar a melhor abordagem para o desenvolvimento do
equipamento, em relacdo aos dispositivos utilizados e seu modo de
operacao;

2. Desenvolver um programa de computador capaz de controlar estes
dispositivos e exibir, armazenar e analisar os resultados obtidos;

3. Utilizar o equipamento desenvolvido em titulacdo de acido humico
comercial, comparando os resultados obtidos com titulagcbes das
mesmas amostras realizadas de forma manual;

4. Aplicar o instrumento em amostras de agua natural e avaliar os

resultados obtidos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aparatos utilizados nos experimentos

Alguns dispositivos foram utilizados em diversas etapas do

desenvolvimento do equipamento, e sdo detalhados nesta secao.

Para a movimentacdo de pequenos volumes de solugcdo com alta
precisao, foi utilizada uma bomba de seringa (PSD/4, Hamilton) com uma seringa
de 12,50 mL (Model 1025.5 TLL SYR, Hamilton), com volume minimo
dispensavel igual 4,2 uL, conectada a uma valvula de 8 vias (HVCX, 8-5,
Hamilton). A bomba de seringa foi conectada ao microcomputador do
instrumento atraves de porta serial RS-232. Uma fonte AC/DC com saida de 24

Volts e 2,0 A foi utilizada para alimentacao elétrica.

Nos testes iniciais, foram utilizadas véalvulas solenoides (P/N 225T032,
NResearch Corporated) as quais foram acionadas através de um circuito elétrico
labmade (Figura 1) baseado em um banco de transistores (ULN2803) alimentado
com 24V.

GND 24V

Banco de Transistores
ULN 2803

111t

Conexao interface

Nat?g,}gﬁf;?fﬁéms (1)(2)(3)(4 Valvulas Solenoides

Figura 1. Circuito elétrico utilizado para enviar o sinal digital para as valvulas solenoides.

Para medidas de absor¢cdo molecular na regido do espectro visivel foi

utilizado um fotdmetro labmade baseado em um LED de cor verde (Amax 520 nm),
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como fonte de radiacdo e um fotodiodo (OPT101) como detector [54]. Para
controlar as valvulas solenoides e receber os sinais analdgicos gerados pelo

fotdmetro, foi utilizada uma interface USB (NI-USB-6009, National Instruments).

Nos experimentos de fluorescéncia, foi utilizado um fluorimetro (Digital
Fluorometer Turner Quantech FM109510-33, Thermo Scientific) com filtro 6tico
de excitacdo em 360 nm e de emissdo em 415 nm. O fluorimetro foi conectado
ao microcomputador através de conexdo serial RS-232. As leituras de
fluorescéncia foram realizadas em cubeta de fluxo, fabricada em quartzo, com
volume interno de 440 uL e caminho é6tico de 10 mm (59FL, NSG Precision
Cells).

No sistema com duas unidades propulsoras foi utilizada uma bomba
peristaltica (IPC, Ismatec) para o transporte de solucdo até o fluorimetro. A
bomba peristéltica foi conectada ao microcomputador através de conexao serial
RS-232.

Nos experimentos com substancias humicas, foi utilizado um reator
fabricado com um tubo de vidro com 54,70 mm de diametro externo e 70,0 mm
de altura, com um volume total de aproximadamente 130 mL (Figura 2). A este
tubo foram acopladas uma base e uma tampa fabricadas em nylon. A tampa
continha dois orificios, um para adicdo de reagente e o outro para entrada de
excesso de solugcdo durante o procedimento de leitura. A base possuia duas
saidas para as laterais, sendo que apenas uma delas foi utilizada para retirada
da solucéo para leitura do sinal analitico. Uma fotografia do reator é apresentada
na Figura 3.

O controle de todo o hardware incluindo, bomba peristaltica, bomba de
seringa e valvulas solenoides, assim como a aquisicdo dos sinais analiticos
provenientes do fotbmetro e do fluorimetro foram realizados por computador
através de um software escrito em Visual Basic .NET descrito em maiores

detalhes na secéo 3.6.
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Tampa

\
13,00 mm
. 1,00 mm _»ﬂiﬂ)_ Im
/

| 1 7,00 mm

Fundo

\
13,00 mm
o iﬂﬂm | 2,50 mm
/

6,50 mm (do centro do furo)

54,70 mm

66,00 mm
54,70 mm
66,00 mm

7,00 mm

20,00 mm

20,00 mm

2,50 mm

Figura 2. Esquema do reator utilizado nos experimentos com substancias hamicas. O corpo do

reator era composto de um tubo de vidro com 54,70 mm de didmetro externo e 70,0 mm de altura,

com um volume total de aproximadamente 130 mL.

Figura 3. Foto do reator utilizado nos experimentos com substancias himicas.
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3.2 Reagentes e solucgdes

Todas as solucdes utilizadas foram preparadas em agua destilada ou

purificada por osmose reversa.

A solucao indicadora de nitrito, conhecida como reagente de Griess,
continha uma mistura de n-(1-naftil) etilenodiamina (NED) (0,50 g L) e
sulfanilamida (SAM) (0,20 g L) em &cido cloridrico 0,5% v/v. Essas solucdes
foram preparadas a partir da dissolucao/diluicdo dos reagentes NED (Vetec),
SAM (Synth) e acido cloridrico (Ecibra), e eram armazenadas em frasco ambar
e utilizadas por no maximo 7 dias. A solucdo estoque de NO:2 foi preparada
pesando-se KNO:2 (Aldrich, 97%) para o preparo de uma solugéo estoque 1,00 g
Lt que foi diluida para uma solucdo com 1,00 mg de NOz2" por litro.

Nos estudos preliminares utilizando quinina, a solugéo estoque 250 mg
L foi preparada a partir da dissolucdo da massa apropriada de quinina (Sigma,
98%) em H2S04 (Vetec) 0,1 mol L,

O acido humico comercial utilizado foi preparado pela dissolucdo em
agua destilada de acido humico grau técnico (Aldrich), cujas impurezas néo
foram determinadas, na concentracdo de 40 mg Lt imediatamente antes de sua
utilizacao, e entdo o pH da solucéo foi ajustado para 6,0 com HNO3 10% v/v. Nas
titulacdes, utilizou-se sulfato de cobre (Reagen, 99,5%) de concentracéo

aproximadamente 0,16 mol L't como fonte de ions Cu?*.

3.3 Estudos preliminares para avaliacédo do sistema em fluxo

Nesta etapa, algumas montagens foram realizadas para servir de base
para o desenvolvimento do equipamento e para a familiarizacdo com o hardware
gue seria utilizado nas outras fases do projeto. Em um primeiro momento, um
sistema em fluxo monossegmentado [63] para determinagéo fotométrica de ions
nitrito foi montado para verificar a capacidade do software de controlar
corretamente a bomba de seringa e as valvulas solenoides. Em seguida, foram
montados sistemas de analise similares a analise em batelada para a
determinacao fluorimétrica de quinina, os quais foram utilizados como modelo
para se avaliar o desempenho geral do instrumento a partir de um sistema

guimico bem conhecido.
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3.3.1 Sistema de analise por injecdo sequencial (SIA) para

determinacao de nitrito.

O primeiro protétipo desenvolvido consistiu em um sistema SIA
monossegmentado para a determinacao fotométrica de NO2 baseada na reagéo
de Griess [64]. O sistema utilizado (Figura 4) continha uma bomba de seringa,
quatro valvulas solenoides, um adaptador para confluéncia dos fluidos fabricado
em acrilico, uma bobina de retencdo (tubo de teflon com 1,4 m de comprimento
e 2,0 mm de diametro interno) e o fotdmetro de LED. Os dispositivos foram

conectados por tubos de teflon com 0,8 mm de diametro interno.

Bobina

NED/SAM

Bomba de
seringa

Detector  Descarte

Figura 4. Sistema de analise por injecdo sequencial para determinacéo de nitrito. VS: Valvulas

solenoides, AC: Adaptador para confluéncia.

Nesta andlise foram desenvolvidas curvas analiticas com solucdes de
concentracdo na faixa de 0,1 a 0,5 mg L* de NO2" por meio da diluicdo de um
padréo 1 mg L realizada pelo sistema em fluxo. Cada ponto da curva analitica

era criado em um fluxo monossegmentado, que consistia em solucao
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carreadora, ar, segmentos das solucdes de analito e indicador, e novamente ar

e solugao carreadora, como mostra a Figura 5.

; 300 uL 1000 uL 300 pL ;
Branco Agua Ar Griess Ar Agua
a4 i 300 L 300 pL 300 L 300 uL 300 uL ;
0,1mglL Agua Ar Griess Griess Griess Ar Agua
L_50 pL NO,~—]
1 : 300 uL 267 uL 266 uL 267 L 300 pL :
02mglL Agua Ar Griess Griess Griess Ar Agua
100 pL NOo~—!
a4 i 300 ulL 233 uL 150 | 234 uL pso pL| 233 pL o0uL | ;
0.3 mg L Agua Ar Griess | NOo | Griess | NOy~ | Griess Ar Agua
-1 : 300 uL 200 pL | 200 pL | 200 pL | 200 uL | 200 pL 300 pL :
0.4 mg L Agua Ar Griess | NOz" | Griess | NOz | Griess Ar Agua
-1 : 300 uL 167 uL| 250 uL [|166 wL| 250 uL |167 pL 300 pL :
0.5 mg L Agua Ar Griess NOs™ Griess NO2~ | Griess Ar Agua

Figura 5. Segmentos criados durante analise em SIA de ions nitrito.

O procedimento experimental foi dividido em duas etapas. Inicialmente,

uma inicializacdo do sistema era realizada para se lavar as conexdes e

posicionar as solu¢cdes no centro do adaptador de confluéncia. Durante esta

etapa, o0 émbolo da bomba de seringa estava sempre preenchido com agua. O

grande comprimento da bobina foi necessario para garantir que o segmento nao

chegasse a seringa, causando uma possivel contaminacao. A inicializacéo era

realizada de acordo com 0s seguintes passos:

1.

Os tubos utilizados nas conexdes entre as valvulas solenoides e os
frascos com as solugdes de amostra (NO2') e de indicador (NED/SAM)
eram manualmente posicionados para o frasco de descarte.
Aspirava-se 12,00 mL de agua destilada para a seringa.

As valvulas solenoides VSi, VS2 e VS3 eram acionadas, de modo
sequencial, permitindo a lavagem das respectivas linhas com 4,00 mL
de agua destilada através de cada valvula.

Os tubos eram reposicionados para seus respectivos frascos, ja
contendo as solucgdes.

5,00 mL de agua destilada eram aspirados para a seringa.
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6. 2,00 mL da solucado de nitrito eram aspirados através de VS2, e em
seguida 1,00 mL da solucdo aspirada era dispensado através de VSs,
permitindo preenchimento da linha entre VS2 e o adaptador de
confluéncia com solucéo de nitrito.

7. 2,00 mL da solucédo do reagente NED/SAM eram aspirados através
de VSi, e entdo 1,00 mL dispensados através de VSs, permitindo
preenchimento da linha entre VS1 e o adaptador de confluéncia com
solucéo de NED/SAM.

8. Para finalizar todo o volume contido na seringa (7,00 mL) era

dispensado através de VSs para lavagem da linha do detector.

Ao término dessa inicializacdo, os tubos estavam preenchidos até o
adaptador para confluéncia dos fluidos, de forma que volumes exatos de cada

solucéo e de ar poderiam ser aspirados, como ilustra a Figura 6.

Bobina

=
g L
g NED/SAM

VS1

D

Gor
“

Ar '

1) vss [

VSy4

=

Bomba de
seringa

AN

Detector  Descart

Figura 6. Estado do sistema apés inicializacdo. O brilho ao redor do tubo indica a posi¢cédo e a
solucao com que ele esta preenchido. (Valvulas na posi¢céo desligada). VS: Valvulas solenoides,

AC: Adaptador para confluéncia
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Para o preparo dos segmentos de amostra e reagente e para a leitura,

0S seguintes passos eram realizados:

1. Aspiragdo de 2 mL de 4gua para a seringa.

2. Aspiracdo de 0,3 mL de Ar através de VSs, para dar inicio ao
segmento.

3. Aspiracdo de 3 segmentos de reagente de Griess e 2 de solucdo de
nitrito, de forma intercalada, como mostra a Figura 5, sendo os
volumes ajustados de acordo com a concentracdo a ser analisada.

4. Aspiracao de 0,3 mL de ar através de VSa4 para finalizar o segmento.
Movimentacdo do segmento no sentido da bomba em 0,5 mL, através
de VSs, para evitar interferéncias da confluéncia na agitagao.

6. Mistura dos reagentes pela movimentacdo do segmento em passos
de 0,5 mL em ambos sentidos por cinco vezes.

7. Ativacdo da leitura do sinal analitico do fotdmetro, seguida pela

dispensa de todo o segmento através de VSs.

Ao término da obtencao do sinal analitico, o sistema ja estava preparado
para preparar um novo segmento e realizar sua leitura. De fato, o software
desenvolvido continha as op¢des para realizacdo de todos os pontos, incluindo

replicatas, de forma automatica apos a inicializacao.

3.3.2 Sistemas para a determinagao de quinina

Foram avaliados dois sistemas distintos durante os estudos. O primeiro
sistema era composto por uma Unica unidade de propulsdo (bomba de seringa)
e por um arranjo de tubos de teflon que permitia as adicées do analito (quinina
100 mg L1) em um reator e as leituras de fluorescéncia. No segundo sistema, as
medidas eram realizadas de forma similar aquela proposta no primeiro sistema,
mas uma bomba peristaltica foi adicionada ao sistema e utilizada para o

transporte da solucdo entre o reator e o detector, simplificando as operacoes.

3.3.2.1 Sistema com uma unica unidade de propulséo
A primeira abordagem utilizada na determinacdo de Quinina (Figura 7)
consistia no uso da bomba de seringa como unidade propulsora das solucdes,

duas bobinas de tubos de Teflon, uma valvula solenoide e um reator posicionado
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sobre um agitador magnético. As leituras do sinal analitico foram realizadas no

fluorimetro descrito anteriormente.

Agua

Quinina
Bomba de
seringa TAP
Reator
==
Fluorimetro Agitador Magnético

Figura 7. Sistema com bobinas para determinagédo de Quinina. B1 e B2: bobinas de teflon com
2,0 e 4,0 m de comprimento, respectivamente. VS: valvula solenoide representada na posigao
desligada. TAP: Tubo de Adicdo de Padréo.

O reator consistia em um frasco de plastico, de volume de
aproximadamente 50 mL, contendo um orificio na lateral, préximo ao fundo, e
uma tampa de plastico com dois orificios, um deles conectado a bomba de
seringa e o outro servindo apenas para o alivio da presséo no interior do frasco.
Dentro do frasco foi posicionada uma barra magnética para agitagdo. O agitador

utilizado foi montado no préprio laboratério.
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Neste sistema, a bomba de seringa era responsavel tanto pela adicéo
dos pequenos volumes de quinina ao reator quanto pelo transporte da mistura
do reator até o fluorimetro e deste para o frasco de reacdo. Para exercer essas
duas funcdes, foi necessario o uso das bobinas e da valvula solenoide de
maneira que ndo houvesse contato direto da mistura reacional com a solucao
estoque de quinina presente na seringa, e também para se evitar a presenca de
ar dentro da seringa, que poderia levar a erros nas adicdes de pequenos

volumes.

As bobinas consistiam em tubos de teflon de diametro interno de 0,8 mm.
A primeira bobina (B1, 4,0 m de comprimento), ligada diretamente & bomba de
seringa e a porta comum da valvula solenoide, era utilizada de forma que,
durante o procedimento de leitura, apenas solugdo estoque de quinina seria
aspirada para dentro da seringa. Ja a segunda bobina (B2, 2,0 m de
comprimento) era utilizada para armazenar parte da mistura reacional durante a
leitura, e impedir que esta solu¢cdo chegasse a bobina B1l, que ficava
parcialmente preenchida com quinina. Um segmento de ar, com volume
controlado pelo acionamento da valvula solenoide, separava as solucées entre

as duas bobinas.

Previamente a realizacdo das medidas, era realizada a inicializacdo do
sistema, a qual consistia basicamente em preencher a seringa e alguns tubos de
Teflon do sistema com uma solucéo padrdo de quinina (250 mg L), de acordo
com a vélvula da bomba de seringa selecionada, permitindo a adicao posterior
de volumes exatos do analito ao reator. A descricdo mais detalhada deste

procedimento é feita a seguir.

1. 5,00 mL de quinina eram aspirados para a seringa.

2. 1,00 mL era dispensado de volta ao frasco de padrao (quinina) para
retirar eventuais bolhas formadas pelo ar presentes na parte interna
da vélvula da seringa.

3. A tampa do reator era posicionada manualmente sobre um frasco de
descarte

4. 1,50 mL de quinina eram dispensados para o descarte, preenchendo

o tubo de adic&o de padrao.
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5. A bobina 1 era preenchida com 2,00 mL de quinina, com a valvula
solenoide ligada (conectada ao frasco da soluc&o estoque de quinina).
6. 0,60 mL de ar eram aspirados para a bobina 1 através da vélvula

solenoide na posicéo ligada.

Apos a inicializacdo, o reator era preenchido manualmente com 20 mL
de agua, posicionado sobre o agitador magnético e fechado adequadamente
com a tampa. A Figura 8A mostra o estado do sistema imediatamente antes do
inicio das medidas.

As medidas eram iniciadas pelo branco, que consistia na solucdo ja
presente no reator. Apos a leitura do branco, eram intercalados procedimentos
de adicao de 50 pL de quinina e leitura de intensidade de fluorescéncia. A leitura

do sinal analitico era realizada de acordo com o seguinte procedimento:

1. 1,30 mL da solucdo presente no reator era aspirada até a cubeta. A
solucdo ocupava a bobina 2, mas ndo chegava até a valvula solenoide
(Figura 8B).

Era realizada a leitura pelo fluorimetro (média de 10 valores).

3. A seringa era movimentada em 1,50 mL através das bobinas B1 e B2
para devolver a solugao presente na cubeta ao reator, permitindo uma
nova adigdo do padrao. Este volume era suficiente para devolver toda
solucéo aspirada e um excesso de ar presente em Bi1, garantindo o
retorno de toda solucéo (Figura 8C).

4. Aspiracdo de 0,20 mL de ar através da valvula solenoide na posigéo
ligada para Bi1, com objetivo de restaurar o volume de ar necessario

para leitura seguinte (Figura 8D).
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A - Apos Inicializagdo  Ar B - Durante a Leitura ~ Ar

B1

Descarte

Quinina

Quinina ?

Bomba de
seringa

Bomba de
seringa

Fluorimetro Fluorimetro

Agitador Magnético Agitador Magnético

C - Ap6s o retorno Ar D - Ao término da Ar
da solugéo leitura

B1 | —

B4

Descarte

Descarte
Quinina

Quinina ﬂ:%ii!!

Bomba de
seringa

Bomba de
seringa

Fluorimetro Agitador Magnético Fluorimetro Agitador Magnético

Figura 8. Representacdes do preenchimento dos tubos em diferentes etapas do experimento. A
sombra dos tubos representa a solugdo presente. Amarelo: Quinina. Cinza: Ar. Azul: Mistura

reacional.

As etapas de adi¢éo de quinina e leitura eram entéo repetidas de acordo
com o numero de pontos desejados no experimento. De maneira geral, realizou-
se medidas na faixa de 0,625 até 6,250 mg L' de quinina. Os volumes
adicionados foram levados em consideracdo para o célculo da concentracéo

final.
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3.3.2.2 Sistema com duas unidades de propulsao

No sistema com a bomba peristéltica (Figura 9), as bobinas foram
removidas e a bomba de seringa foi utilizada exclusivamente para a adicdo do
padrdao ao reator, com o objetivo principal de se simplificar o sistema e suas
operacdes. A bomba peristaltica foi utilizada para transportar a mistura reacional

entre o reator e o fluorimetro.

TAP
I I
- V
[LE = Reator
Quinina l -
| | Descarte P
Bomba de Agitador Magnético Bomba Fluorimetro
seringa Peristaltica

Figura 9. Sistema para testes com quinina utilizando duas unidades de propulsédo. TAP: Tubo de

adicdo de padréo.

Neste sistema, também era necessario um procedimento de

inicializag&o, descrito abaixo:

1. 5,00 mL de quinina eram aspirados para a seringa.

2. 1,00 mL era dispensado de volta ao frasco de padrao (quinina) para
retirar eventuais bolhas formadas pelo ar presentes na parte interna
da vélvula da seringa.

3. A tampa do reator era posicionada manualmente sobre um frasco de
descarte

4. 1,00 mL de quinina era dispensado para o descarte, preenchendo o

tubo de adicao de padrao.
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Apos a inicializacdo, o reator era preenchido manualmente com 20 mL
de agua destilada, posicionado sobre o agitador magnético e fechado

adequadamente com a tampa.

As medidas eram realizadas para as mesmas concentragdes de quinina
do sistema anterior, sendo iniciadas pelo branco seguido de adi¢des de 50 uL
de quinina e leitura de intensidade de fluorescéncia, de acordo com o seguinte

procedimento:

1. Ativacdo da bomba peristaltica no sentido do fluorimetro por 45
segundos, tempo suficiente para preencher a cubeta, sendo o
excesso retornado ao reator pela tampa superior.

2. Leitura da fluorescéncia pelo fluorimetro (média de 10 valores).

3. Ativacao da bomba peristaltica no sentido do reator por 45 segundos,
tempo suficiente retornar toda solucéo ao reator por meio da conexao

em sua base.

O procedimento de adicao de reagente e leitura era realizado 10 vezes,
obtendo-se uma curva na faixa de concentracédo de 0,625 até 6,250 mg L de
quinina. Os volumes adicionados foram levados em consideracao para o calculo

da concentragéo final.

3.3.3 Avaliacao do procedimento de adicdo de padréo ao reator
Verificou-se que o0s pequenos volumes de padrdo que seriam
adicionados ao reator poderiam levar a erros em virtude da maneira como a
adicao era realizada. Esses erros estdo relacionados com a posi¢ao do tubo em
relacdo a solucao dentro do reator (mergulhado ou suspenso) e com o diametro
interno do tubo utilizado. Dessa forma, o procedimento de adicéo foi avaliado
guanto ao diametro do tubo de adicéo, pelo uso de diferentes materiais. Nestes
testes, o sistema foi montado e inicializado como no sistema com duas unidades
de propulsédo, e entdo o procedimento de leitura foi realizado a cada 60

segundos, sem adi¢des de quinina pela bomba de seringa.

3.4 TitulagOes fluorimétricas de substancias humicas

Para se avaliar o equipamento desenvolvido frente ao analito proposto

inicialmente no projeto, foram realizados experimentos com substancias humicas
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comerciais para otimizacao dos procedimentos experimentais, sendo o sistema
otimizado aplicado posteriormente para a analise de algumas amostras de agua

natural.

Os experimentos com substancias humicas foram realizados com um
aparato experimental muito similar ao utilizado nos ultimos testes com quinina,
com duas unidades propulsoras, tendo como principal diferenca a substituicao
do reator de 50 mL pelo fabricado especificamente para o equipamento e
descrito na seg¢édo 3.1 (130 mL). A Figura 10 apresenta um diagrama com 0S

componentes do sistema proposto e de suas conexdes.

——— Conexdes eletrbnicas
Tubos de PTFE
= = == = Tybos de Tygon

TAP

Reator

Cu?* E — i

| | Descarte — 1

Bomba de i Agitador Magnético  Bomba |: Fluorimetro
seringa i Peristaltica | !
! I

Computador
Figura 10. Aparato experimental utilizado nos experimentos com substancias humicas. TAP:

Tubo de adicdo de padréo.

3.4.1 Acido htimico comercial

O acido humico comercial foi analisado tanto de forma automatica, pelo
equipamento desenvolvido, quanto por titulagdo manual, afim de se comparar os
resultados obtidos entre as duas abordagens e verificar se o0 equipamento
exercia alguma influéncia nos resultados analiticos. Antes destes testes, no
entanto, verificou-se o0 tempo minimo necessario para que ocorresse a

estabilizacdo do sinal apos a adicdo de Cu(ll) a solugéo de substancia humica.

31



Material e Métodos

O metal escolhido para os testes com substancia hamica foi cobre(ll), pois é o

metal mais utilizado em estudos similares encontrados na literatura.

3.4.1.1 Verificacao do tempo de estabilizacdo do complexo

Foi realizado um experimento com o objetivo de se verificar o tempo
necessario para a formacao e estabilizacdo do complexo entre cobre(ll) e o acido
hamico comercial. Neste teste, o volume referente a primeira adi¢cao de titulante
(12,5 pL) foi adicionado a 100 mL de solugéo de acido humico comercial (40 mg
L1), e entdo uma leitura de intensidade de fluorescéncia foi realizada por minuto,
até estabilizacao do sinal. Este teste foi realizado de forma automatica, por uma

rotina especifica, a qual foi mantida na verséao final do programa para uso futuro.

3.4.1.2 Titulacdo automatica

Antes de iniciar o experimento, os parametros da analise eram
configurados no software. Nestes testes, a adicdo de titulante foi realizada de
acordo com volumes pré-determinados, e o tempo de estabilizacdo utilizado foi
de 30 minutos entre a adi¢céo e a leitura de fluorescéncia. Em cada experimento,
100 mL de amostra foram titulados com adi¢Ges de aliquotas de solucdo de Cu?*
0,16 mol L até que a concentracédo do padréo no reator fosse aproximadamente

10 mmol L. A seguinte rotina, também ilustrada na Figura 11, foi utilizada:

1. O fluorimetro era configurado manualmente para ajuste do ganho do
detector e para o envio de um resultado por segundo ao programa de controle.

2. De forma manual, 100,0 mL de amostra eram adicionados ao reator.

3. O sistema era inicializado para preenchimento da seringa e do tubo
de adicao de reagente, como detalhado na secédo 3.3.2.2.

4. Era realizada a leitura do valor de intensidade de fluorescéncia
inicial, antes da primeira adicdo de titulante.

5. Uma aliquota de titulante era adicionada ao reator e entdo era
iniciada a contagem regressiva do tempo definido no programa.

6. ApoOs atingido o tempo pré-definido, era realizada a leitura da
fluorescéncia.

7. O processo se repetia a partir da etapa 5 até que todas adigcbes

programadas fossem realizadas.
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8. Apo0s a ultima leitura, o experimento era finalizado, e os resultados

salvos automaticamente em um arquivo.

Inicio do Experimento

Configurag&o do :> Adicédo manual de ::: Inu:lalllzat;éo do
. amostra sistema
fluorimetro

Contagem do tempo Adic&o do volume : L

o . Leitura do valor inicial

de estabilizacdo da [ pré—de_termlnado de K e T
reagao titulante

Sim

Leitura do valor de Verifica se mais _ |
fluorescéncia adicoes foram NZo Fim do experimento
programadas

Figura 11. Sequéncia logica dos experimentos de titulagdo de substancias humicas.
Cada leitura de fluorescéncia foi realizada com o seguinte procedimento:

1. A solucdo era aspirada pela bomba peristaltica através de tubo,
inicialmente vazio, conectado ao fundo do reator, por um periodo suficiente para
gue toda cubeta de fluxo estivesse preenchida. O excesso de solucao aspirada
retornava ao reator pelo orificio na tampa do frasco.

2. Eram realizadas as leituras de 10 valores de fluorescéncia enviados
pelo fluorimetro, com velocidade de uma leitura por segundo. A média desses
valores era plotada na interface do programa, sendo o valor médio e o desvio
padrdo armazenados no programa.

3. Asolucdo era entdo aspirada pela bomba peristaltica da cubeta para
o reator por um periodo suficiente para preencher novamente os tubos e a cubeta

com ar.

Em todos os experimentos, as mesmas quantidades de Cu?* foram
adicionadas em cada passo. No inicio da titulacdo, onde variacdes maiores do

sinal costumam ocorrer, pequenos volumes de titulante (12,5 pL) eram
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adicionados. Com o decorrer da titulagdo, os volumes corresponderam aos

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Volumes de Cu?* adicionados para cada leitura realizada.

+ Concentracéo
Leitura \a/g:girgr?a?jeo c(:}:JLZ) final de Cu?*
(mol L)
1 0 0
2 12,5 1,96 x 10°%
3 12,5 3,93 x 106
4 12,5 5,89 x 106
5 25 9,81 x 10
6 25 1,37 x10%
7 25 1,77 x 10°%
8 25 2,16 x 10
9 50 2,94 x 10°%
10 50 3,72x10%
11 50 4,50 x 1005
12 100 6,06 x 10
13 100 7,62 x 10°%
14 100 9,18 x 10
15 100 1,07 x 10-%

3.4.1.3 Titulagdo manual

As titulagbes manuais foram realizadas com as mesmas solugdes
utilizadas nas titulagbes automaticas. Utilizando-se um béquer de 250 mL, 100
mL da solucéo de SH eram tituladas com adices manuais de Cu?* com o auxilio
de uma micropipeta (10-100 uL, LabMate). As aliquotas para leitura eram
transferidas manualmente para uma cubeta de quartzo e o sinal fluorescéncia
medido em um espectrofluorimetro (Lumina Fluorescence Spectrometer,
Thermo Scientific). Foram realizadas medi¢cdes em dois pares de comprimento
de onda, Aexc/Aem = 360/415 nm € Aexc/Aem = 330/450 nm, sendo o primeiro par
relativo aos filtros utilizados na titulagdo automatica e o segundo descrito na
literatura como ideal para esta amostra [65]. Apds a leitura, a solucdo na cubeta
era devolvida para o béquer. Durante este experimente foi utilizado o mesmo
tempo de estabilizacdo, de 30 minutos, e os mesmos volumes de titulante por

leitura, conforme a Tabela 2.
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3.4.2 Amostras de agua natural

Para ampliar a validacdo do método desenvolvido, algumas amostras de
aguas naturais foram coletadas em pontos da bacia hidrografica do Rio Paranoa,
proximos a cidade de Brasilia, Distrito Federal, e posteriormente analisadas no
equipamento desenvolvido.

3.4.2.1 Amostragem e pré-tratamento

As coletas das amostras de agua natural foram realizadas em um unico
dia, no periodo da tarde, em época de forte estiagem da regido. As amostras
foram coletadas em frascos plasticos de polipropileno com capacidade de 1000
mL, previamente ambientados com a agua do local. No total, seis coletas foram

realizadas, nos pontos ilustrados no mapa na Figura 12 e descritos na Tabela 3.

Ponto:d s
4 oo " gPontor2

- .
gt

*Pontos 566 &

~

é Lago Paranoa
o Ty -

R -

+* Brasilia’ 'Dis_,tr\ito*FedergI‘:" ol I
3 ';‘ i i < 1% & s

o

N

JPo'nto 4

jPomo 3

Figura 12. Pontos de amostragem de agua natural na bacia idrogréfica do Rio Parano4, Brasilia,

DF. A imagem de satélite foi obtida no programa Google Earth.
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Tabela 3. Pontos de amostragem de agua natural.

Ponto Local Corpo Aquatico Coordenadas

Ponte Estrada Parque Industria e 15°43'43.2"S

1 Abastecimento (EPIA) Corrego RIbEIrdo 47054133 gy
. , . 15°43'68.4"S

2 Pier Norte do Lago Paranoa Lago Parano& 47°53'14.0"W
3 Ponte ao final do Eixo Rodoviario Riacho Fundo / 15°51'04.9"S
Sul Nascente do LP  47°55'57.3"W

4 Regido da Estacéo de Tratamento Lago Paranoa 15°50'20.9"S
de Agua Sul (ETE Sul) 9 47°54'14.2"W

5 Centro Olimpico da Universidade Efluente Eluvial 15°45'34.8"S
de Brasilia (C.O. UnB) 47°51'40.1"W

6 Centro Olimpico da Universidade Lago Paranoa 15°45'34.3"S
de Brasilia (C.O. UnB) g 47°51'38.9"W

Logo apds as coletas, as amostras foram filtradas a vacuo em membrana
de nitrato de celulose com poros de 0,45 pm (512.047, Unifil) e armazenadas em

refrigerador a 4 °C.

3.4.2.2 Titulagdo automética de amostras de agua natural

Antes das titulacdes, uma aliquota da amostra foi retirada e teve o seu
pH ajustado para 6,0 para se evitar a precipitacdo do metal na forma de hidréxido
[66,67]. Apds o ajuste do pH, 100 mL de amostra foram titulados com Cu?* 0,016
mol L seguindo os mesmos procedimentos utilizados na titulagdo do éacido
hamico comercial, com a inclusdo de mais trés adicBes de titulante em cada

analise, de 200 pL cada.

3.5 Caracterizagcdo das amostras de agua natural

O teor de carbono organico dissolvido das amostras de agua natural
coletadas foi determinado na amostra filtrada por combustdo catalitica e
deteccao no infravermelho ndo dispersivo em um equipamento Shimadzu TOC-
L.

Os espectros de fluorescéncia no modo sincronizado foram obtidos em
um espectrofluorimetro Lumina Fluorescence Spectrometer (Thermo Scientific)
na faixa de 250 a 600 nm com intervalo entre os comprimentos de onda de
excitacdo e emisséo de 18 nm, ou seja, Aem = Aexc + 18 nm. Os espectros foram
obtidos com largura de fenda de 10 nm e velocidade de varredura fixada em 60

nm min-t,

36



Material e Métodos

3.6 Desenvolvimento do programa de computador

O programa de computador utilizado para controle do equipamento e
analise preliminar dos dados foi desenvolvido utilizando-se o pacote Microsoft
Visual Basic 2010 Express com a linguagem Visual Basic .NET. Foi utilizado um
computador de mesa com processador Intel Core i3, 2GB de memoéria RAM

utilizando o sistema operacional Windows 7.

Para a comunicacdo do computador com a interface USB utilizada no
controle das valvulas solenoides e na leitura dos dados analégicos do fotbmetro,
foi utilizada a biblioteca fornecida pelo fabricante da plataforma, National
Instruments DAQmMX, na versdo mais atualizada disponivel. Todas as outras

bibliotecas utilizadas séo nativas do pacote de desenvolvimento.

A verséo final do software desenvolvido (Figura 13) continha as funcdes
basicas para a realizacdo do experimento, como o comando de inicializacao do
sistema e da titulacdo, grafico e tabela com os resultados e ferramentas para
configuragdo dos parametros do experimento. Aléem desses recursos, diversas
ferramentas adicionais foram implementadas, como janela para analise dos
resultados, ferramentas para controle da bomba peristaltica e da bomba de

seringa, recursos para manipulacéo de resultados anteriores, entre outros.

No programa, estava disponivel uma janela para analise parcial dos
resultados obtidos, com a possibilidade de realizacdo do ajuste dos dados ao
modelo de Ryan e Weber (Equacédo 3). Este ajuste era realizado por um
algoritmo Gauss-Newton [68] que consiste na reducdo dos minimos quadrados
da funcdo para se encontrar os valores de K, CL e Iu. com menor soma

quadratica dos residuos
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Figura 13. Tela do programa desenvolvido ao término de uma titulagdo de acido hdmico

comercial. 1. Menu principal. 2. Informac¢es sobre o status da bomba de seringa. 3. Controles
manuais da bomba de seringa. 4. Janela seletora para interrupcdo do experimento ou controle
manual da bomba peristéltica. 5. Informag&o sobre o Ultimo erro encontrado. 6. Janela seletora
dos controles da titulagéo, da tela de andlise dos resultados e da representacéo esquematica do
sistema. 7. ConfiguragBes do titulante. 8. Configuracdes do experimento (disponiveis se
necessarias de acordo com o tipo de experimento). 9. Menu para selecéo do tipo de experimento.
10. Botéo para configuracdes avancadas. 11. Bot6es para disparo da inicializacdo do sistema e
datitulagdo. 12. Configuragdo e controle manual do sinal recebido do fluorimetro. 13. Tabela com
os resultados obtidos. 14. Botbes para manipulacdo dos resultados. 15. Gréafico com os
resultados do experimento. 16. Contador regressivo de tempo da a¢do em execucdo. 17. Tempo

restante do experimento estimado. 18. Tempo decorrido do experimento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos preliminares

Para se chegar a versao final do equipamento desenvolvido e do
programa de computador, foram necessarias varias etapas preliminares, que
foram importantes para a familiarizagdo com os dispositivos que seriam
utilizados e para o desenvolvimento dos algoritmos indispensaveis para controla-
los. A cada etapa do projeto, alguns fatores que eram esperados na versao final
do instrumento eram adicionados, proporcionando assim um desenvolvimento
ordenado do titulador automético. Estas etapas preliminares possibilitaram que
0s recursos de hardware e software fossem testados com a garantia de que os

resultados obtidos eram provenientes apenas da variavel em questéo.

4.1.1 Sistema SIA para determinacgao de nitrito

O sistema para determinagéo de nitrito teve como principal objetivo a
verificacdo da capacidade do programa em controlar corretamente a bomba de
seringa e as valvulas solenoides, avaliando-se o sistema através da construcao
de curvas analiticas para ions nitrito. A Figura 14 mostra os sinais analiticos
obtidos em triplicata, para injecées de solucdes na faixa de 0,1 a 0,5 mg L de
NO2".

39



Resultados e Discussao

7,3

7,1

Sinal (Volts)
[9)]
©

“
-...‘J

6,5

6,3

iF:-------------

5::-------------------------

Branco 0,1 mgL"NO27 | !0,2mg L' NO2 | [0,3mgL" NO2 0,4mgL"NO2 | !]05mgL"NO
| | |
VWRWATRWAWAAW \w WRNAWRWAL
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

NuUmero de leituras

Figura 14. Leituras de absorc¢do de radiacdo para elaboracao de curva analitica de nitrito. A linha tracejada indica a separacao entre diferentes concentracdes.
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O sinal referente a absorcdo molecular do produto da reacdo de Griess
(relativo ao ion nitrito) € obtido entre os sinais saturados resultantes da
passagem, pelo detector, das bolhas de ar que segmentam as solugdes,
conforme representado na Figura 15. Nesta regido, observa-se que o sinal
aumenta gradativamente com a passagem do segmento, provavelmente como
resultado de um arraste nédo uniforme do produto colorido no interior do
monossegmento. Considerando que os valores médios para 0s sinais entre 0s
pontos i e f na Figura 15 foram bastante reprodutiveis (cerca de 7,3% de variacdo
entre as repeticdes), pode-se afirmar que este efeito ndo apresentou influéncia
significativa na obtencéo da curva analitica. Esses dados mostram também que
a bomba de seringa controlou os volumes do segmento de forma precisa,
indicando a possibilidade de uso deste elemento de propulsdo na construgdo do

titulador automatico.

o
-..\l
-

Sinal (Volts)

700 750 800 850 900
Leituras
Agua Ar | Griess + NOo7| Ar Agua

Figura 15. Indicacéo do sinal analitico e a respectiva faixa do segmento de solugdo. O ponto i
representa o inicio do sinal analitico referente ao nitrito, e o ponto f o final deste sinal. A média

dos valores entre i e f foi utilizada como leitura do ponto.
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A curva analitica obtida (Figura 16) apresentou um coeficiente de
determinacéo (R?) superior a 0,99, o que indica uma boa linearidade para a faixa
de concentracdo estudada, e que este sistema poderia inclusive ser adaptado
para uma analise de amostras reais contendo nitrito. De fato, a menor
concentragdo detectada com o instrumento proposto (0,1 mg L de nitrito/0,03
mg L?! de nitrogénio) é menor do que o limite maximo estabelecido pela
resolucdo CONAMA 357 [69] para aguas doces, de 1 mg L' de nitrogénio,

indicando a possibilidade de aplicacao do instrumento para este tipo de amostra.

0,04
y = 0,0793x - 0,0044
R? = 10,9948
0,03
)
o
=
20,02
8
=
=L
0,01
0,00
0 0,1 0,2 0,3 0.4 0.5 0.6
[NOz] mg L

Figura 16. Curva analitica de nitrito obtida pela analise por SIA com fluxo monossegmentado. As

barras de erro sdo relativas ao desvio padrdo da média de trés repeticdes.

Os resultados obtidos foram satisfatorios considerando-se que outros
parametros ainda poderiam ser otimizados no sistema para se buscar uma
reprodutibilidade melhor entre os segmentos, como mudanca nos volumes do
segmento e no fluxo das solu¢cdes no sistema, troca do adaptador para

confluéncia de solucgdes etc.

Considerando a necessidade de se trabalhar com volumes muito
maiores do que os suportados por sistemas SIA, esta estratégia néo foi aplicada
para a construcdo do titulador automético, mas foi fundamental para a
familiarizagdo com os sistemas de analise em fluxo, servindo de base para o

desenvolvimento final do instrumento.
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4.1.2 Sistemas para determinagao de quinina

Os testes com quinina deram inicio ao uso de com grandes volumes de
amostra essenciais para as titulacdes fluorimétricas de substancias humicas.
Também, nesta etapa, foi iniciado o uso do fluorimetro, que exigia um algoritmo
especial no programa por nao possuir uma saida de dados especifica para
computador. Novamente, foram realizadas curvas analiticas como forma de

avaliacdo do sistema.

4.1.2.1 Sistema com uma unica unidade de propulséo
O sistema utilizando bobinas foi proposto visando uma simplicidade do
sistema, ja que apenas uma valvula solenoide e uma bomba de seringa foram

utilizadas, sem a necessidade de uma segunda bomba.

Inicialmente, a adicdo de quinina ao reator foi realizada com um capilar
de vidro na ponta do tubo de adicdo, gotejando-se a solucdo padrédo sobre a
solucdo contida no reator. A curva de calibracdo construida a partir deste
procedimento € apresentada na Figura 17, a qual apresentou linearidade
adequada, com coeficiente de determinacdo superior a 0,999 para a faixa de
concentracdo de 0,625 até 6,25 mg L1.E importante observar que o sistema
apresentou respostas com razdes sinal/ruido (s/r) satisfatorias para incrementos
de volume de 50 pL, demonstrando um desempenho adequado do instrumento
para o estudo realizado e indicando a possibilidade de uso desta estratégia para

a titulacao fluorimétrica de substancias humicas.

Apesar dos bons resultados, notou-se que o uso das bobinas com ar
para se controlar o processo de leitura do sinal analitico exigia um algoritmo
relativamente complexo e, ocasionalmente, gerava erros que comprometiam a
analise. Durante o procedimento de leitura, 0 segmento de ar que separava a
mistura reacional da solu¢do padrdo dentro da seringa levava a formacéo de
pequenas bolhas nos liquidos. A presenca dessas bolhas eventualmente
atrapalhava a leitura de fluorescéncia, quando permaneciam dentro da cubeta
de fluxo, e também poderiam afetar a exatiddo da adi¢cdo da solucéo padréo ao
reator caso chegassem até a seringa. As bobinas também tornavam os
procedimentos de inicializacdo e lavagem complicados, uma vez que uma

grande quantidade de tubos era utilizada. Estes efeitos eram recorrentes e de
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dificil controle, de modo que uma nova estratégia para o controle dos fluidos foi

proposta, e discutida na se¢ao seguinte.
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Figura 17. Curva analitica de quinina constriida no sistema utilizando apenas uma unidade

propulsora e bobinas.

4.1.2.2 Sistema com duas unidades de propulséo

Comparando-se os sistemas apresentados na Figura 7 (sistema com
uma unidade de propulsdo) e na Figura 9 (sistema com duas unidades de
propulsédo), observa-se que o segundo sistema é mais simples e de fato isto
levou a uma simplificagcdo do algoritmo para o seu controle. Entretanto, a
inclusdo de uma segunda unidade de propulsdo, neste caso, uma bomba
peristaltica, pode elevar demasiadamente o custo para a construcao do sistema
se uma bomba de elevada resolucdo e com varias linhas for utilizada. De fato,
neste trabalho, foi utilizada uma bomba peristaltica com diversas funcionalidades
e oito linhas de fluxo, o que eleva bastante o seu custo. Porém, apenas uma
Gnica linha de fluxo foi utilizada com velocidade fixa, de modo que uma bomba
de linha Unica mais simples e mais barata poderia ser utilizada sem problemas
para a realizacdo destes procedimentos. Atualmente, bombas peristalticas de
linha Unica e de tamanho reduzido podem ser encontradas no mercado ao custo
de aproximadamente US$ 50 [70]. Uma foto do instrumento desenvolvido é

apresentada na Figura 18.

44



Resultados e Discusséao

Figura 18. Foto do sistema durante a realizacdo de uma titulacdo de acido hiimico comercial. 1.

Computador executando o programa desenvolvido. 2. Fluorimetro. 3. Bomba peristaltica. 4.
Frasco com titulante. 5. Caixa construida para abrigar a bomba de seringa, sua fonte elétrica e
0s circuitos e conectores das valvulas solenoides (quando utilizadas) e do agitador magnético.
6. Frasco de reacao posicionado sobre o agitador magnético. 7. Frascos de descarte e 4gua para

lavagem.

A Figura 19 mostra a curva analitica para a determinacdo de quinina
empregando-se o sistema com duas unidades de propulsao, na mesma faixa de
concentragdo e com 0S mesmos incrementos de volume utilizados
anteriormente. Novamente, obteve-se uma boa linearidade (R? = 0,999) e uma
boa variacdo de sinal para os incrementos de volume, demonstrando que a
mudanca na estratégia de controle de solu¢gbes néo alterou o desempenho do

sistema.

A maior simplicidade de operacgao deste sistema pode ser ilustrada pelo
menor numero de linhas de algoritmo de inicializacdo e leitura, 48, em relacao
ao sistema anterior, que continha 65. Como consequéncia da operacdo mais
simples, os procedimentos eram mais rapidos, diminuindo consideravelmente o
tempo nas analises de quinina, e, no caso das andlises de substancias humicas,
diminuindo o tempo entre o disparo da leitura e a obtencédo do sinal analitico.
Esta abordagem também permitiu que o programa fosse configurado para
garantir o preenchimento da cubeta de fluxo para a realizacdo da leitura de
fluorescéncia, e posteriormente a devolucdo de toda solucdo para o reator,
devido ao seu funcionamento reverso, por meio da definicdo do tempo de
funcionamento da bomba peristaltica nestes dois procedimentos. E importante
ressaltar que a bomba peristaltica nao foi utilizada para transferéncia de volumes

exatos de solucdo, e sim como uma unidade propulsora que permitia o
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preenchimento da cubeta de fluxo. Neste procedimento, a bomba era acionada
por um tempo superior ao necessario para preencher e/ou esvaziar a cubeta de
forma que o procedimento ndo era afetado pelas ocasionadas pelo desgaste

natural do tubo de Tygon®.
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Figura 19. Curva analitica de quinina construida no sistema utilizando duas unidades propulsoras

e bobinas

O uso da bomba peristaltica também tornou desnecessaria a utilizacéo
da valvula solenoide, e como consequéncia, nao foi mais necessério utilizar o
circuito eletrénico para seu controle a e interface USB com o computador, sendo
gue ambos apresentaram problemas eletrénicos durante os testes realizados. A
bomba peristéltica, por sua vez, € facilmente controlada pelo envio direto de

simples comandos de texto.

4.1.3 Avaliacdo do procedimento de adicdo de padr&o ao reator

Os experimentos realizados nas secdes anteriores foram executados
sem a imersédo, na solucdo, do tubo para adi¢cdo da solucdo padrdo ao reator.
Durante a adicédo dos incrementos de volume de 50 pL era possivel visualizar
que a maior parte do volume adicionado era transferida na forma de um pequeno
jato. Entretanto, uma fragédo desse volume permanecia suspensa na ponta do
tubo na forma de uma gota, como mostra a Figura 20, o que poderia

comprometer os resultados caso menores incrementos de volume fossem
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necessarios. Vale destacar que o tamanho da gota formada dependia do
incremento de volume adicionado, de forma que ndo seria possivel considerar

esse erro constante para experimentos com adi¢cdes de diferentes incrementos.

I+

1T mm

Figura 20. Gota formada na saida do tubo de adi¢éo de padréo pela adigdo com o tubo suspenso.

Considerando esse aspecto, decidiu-se pela adicdo com o tubo
mergulhado na solu¢do, como utilizado em outros tituladores automaticos
descritos na literatura [46,47,52]. Deve-se observar, entretanto, que essa forma
de adicdo também pode apresentar erros, em funcdo da difusdo de reagente
contido no tubo de adi¢do para a solucdo dentro do reator. De fato, utilizando
esta estratégia, o sinal para o branco (reator contendo agua destilada) foi
monitorado durante 40 minutos mantendo-se o tubo de adigdo mergulhado na
solugdo, sendo observado um aumento do sinal de fluorescéncia, como

apresentado na Figura 21.

O comportamento observado condiz com o esperado e mostra que apos
30 minutos, o sinal aumentou cerca de 100 unidades de fluorescéncia, o que
corresponde a aproximadamente 50% da intensidade obtida para o primeiro
ponto da curva de calibracdo construida anteriormente (Figura 17). Desse modo,
o valor de fluorescéncia medido pode variar consideravelmente caso a leitura

seja realizada varios minutos apds a adicdo do padrdo, comprometendo 0s
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resultados obtidos. Essa observacdo € relevante pois, nas titulacbes de
substancias hamicas, costuma-se aguardar periodos desta magnitude entre a

adicao do titulante e a leitura de fluorescéncia.
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Figura 21. Aumento da intensidade de fluorescéncia em virtude da difusdo de quinina do tubo de

adicdo para o reator.

Segundo a lei de Fick para difusdo [71], a velocidade de difusao (%) de

um soluto (o padrdo) para outro meio (a solugcdo da amostra no reator) é

diretamente proporcional a area de interface entre as duas solucdes (A), e
depende também do gradiente de concentracdo (%), de acordo com a Equacéo

4.

dn B dc
dt ~ 7 dx

Logo, para se minimizar os efeitos deste fendbmeno, optou-se pela
utilizacdo de um tubo de adicdo com o menor diametro interno disponivel, a
saber, uma ponteira descartavel de micropipeta automatica para volumes de 0,1
a 10 pL, com didametro interno de 0,25 mm, contra 1,0 mm do capilar de vidro
utilizado anteriormente. Vale destacar também gue nos experimentos seguintes
com substancias humicas o volume da solucdo no reator era cinco vezes maior

(20 mL nas determina¢cdes de quinina e 100 mL nas titulacdes de substancias
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hamicas), o que poderia levar a uma maior diluicdo do padréao difundido para o
reator. Assim, considerou-se que a difusdo através do tubo de adi¢éo (utilizando
a ponteira de plastico em sua extremidade) causaria uma mudanga pouco

significativa na concentracdo de cobre durante o procedimento.

4.2 TitulagOes fluorimétricas de substancias humicas

Para a otimizacdo dos parametros experimentais, utilizou-se um acido
hamico comercial para que a avaliagdo dos resultados obtidos pudesse ser
realizada em relacdo a um sistema conhecido, e que a resposta obtida ndo era
causada por possiveis interferentes presentes em amostras de agua natural.
Posteriormente, o titulador foi aplicado para a caracterizacdo da matéria organica

dissolvida em &guas naturais.

4.2.1 Acido hiimico comercial

A formacéo do complexo entre &cidos huimicos e falvicos com metais ndo
ocorre instantaneamente, podendo levar diversos minutos até que o sistema
chegue ao equilibrio. Este fendbmeno é evidenciado pela lenta variagdo da
supressdo de fluorescéncia frente a adicdo dos ions Cu?*. Na literatura, uma
ampla faixa de tempos de estabilizac&o utilizados pode ser encontrada, como
mostra a Tabela 4. Além destes valores, titulantes que ndo sdo metais podem

exigir periodos de até 24 horas [31].

Considerando esse efeito, foi realizada uma avaliacdo preliminar da
estabilizacdo do sinal fluorimétrico (secéo 3.4.1.1) sendo o resultado mostrado
na Figura 22. Observa-se que apés 30 minutos de diminuicdo da fluorescéncia
emitida, h4 uma estabilizacdo do sinal. Este valor estd de acordo com outros
indicados para o mesmo acido humico comercial [65] e foi empregado durante

0S experimentos seguintes.
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Tabela 4. Tempos esperados para estabilizacdo do complexo entre substancia himica e metal

encontrados na literatura.

Tempo de

2 Amostra Titulante Referéncia
estabilizacao
: Agua do Mar -
3-5 min AE de solo Cu [72]
: Agua do Mar -
5 min AF de lago Cu [73]
. AF de solo 24
10 min AE de rio Cu [33]
2+ 2+
15 min AH de solo %‘éz; |Z:>T)2+’ [26,74]
15 min AF de solo Cu? [24]
: AH comercial o4
35 min Agua de rio Cu [65]
20 h* MODde oy o ppas [75]
serrapilheira
24 MOD em cu?* [35]
sedimento

* Experimentos em que os pontos da curva foram preparados
simultaneamente em diferentes frascos.

100 -

l= 100

98

96

94

92 A

Intensidade de Fluorescéncia Relativa (3)
*
*

a0

F’{-’

"""'*co*#”"""‘++++++

20 30

40 50 60

Tempo (minutos)

Figura 22. Variagdo pelo tempo da fluorescéncia normalizada apés adigédo de 12,5 uL de Cu?*

0,16 mol L1,

A partir desta constatacdo, deu-se inicio as titulacées de acido humico

comercial. A Figura 23 mostra os resultados de trés curvas de titulagdo obtidas
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para a mesma solucéo de acido humico e realizadas em sequéncia. Observa-se
gue os valores de intensidade de fluorescéncia obtidos para a mesma adi¢céo de
titulante sdo muito proximos, sobrepondo-se. Isto mostra que o sistema
apresenta uma precisdo adequada para a realizacdo das medidas. De fato, os
coeficientes de variacdo para as trés medidas de fluorescéncia para cada

concentragéo foram inferiores a 5,0%, o que comprova esta afirmacéo.
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Figura 23. Curvas de titulacdo de 4cido humico comercial realizadas de forma automatica pelo
equipamento desenvolvido. Cada série de pontos representa uma repeticao. (Aexc/Aem = 360/415
nm)

Estes resultados demonstram também a robustez do equipamento
desenvolvido, pois os experimentos duraram cerca de 8 horas cada e foram
realizados sem a presenca de um operador, que soO foi necessario durante a
etapa inicial. Além disso, o equipamento funcionou por 24 horas seguidas, para
a realizacdo do experimento em triplicata, sem que houvesse variacao

significativa nos resultados obtidos entre as trés repeticdes.

Ao término de cada experimento, os resultados obtidos foram ajustados
ao modelo de Ryan e Weber no programa desenvolvido para controle do
titulador. Os parametros calculados foram comparados ao mesmo ajuste
realizado pelo programa OriginPro 9.0 (OriginLab), e os resultados foram os
mesmos, demonstrando que o algoritmo de ajuste nao-linear implementado

funcionou corretamente. Os parametros sao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Pardmetros ajustados ao modelo de Ryan e Weber das titulacdes de acido himico
comercial realizadas de forma automatica.

CL ImL Log K R?
1 2,07 x 1005 4,41 4,70 0,998
Repeticédo 2 2,92 x 109 6,12 4,75 0,998
3 4,31 x 1005 12,76 5,02 0,999
Média 3,10 x 109 7,76 4,82
Estatistica Desvio Padrdo 1,13 x 10% 4,41 0,17
Cv 36,62% 56,83% 3,54%

CV: Coeficiente de variagdo.

A Tabela 5 mostra também que o ajuste dos dados a Equacédo 3 para
cada repeticao forneceu resultados que diferiram consideravelmente, no caso de
CL e Im, fornecendo coeficientes de variacdo de 36,62% e 56,83%,
respectivamente. Essa variacdo ndo condiz, no entanto, com a similaridade dos
resultados experimentais obtidos, j4 que as intensidades de fluorescéncia entre
0S pontos variaram em escala consideravelmente menor, como citado
anteriormente. Isso indica uma alta sensibilidade do modelo matemético a
pequenas variacdes nos resultados experimentais, especialmente nos primeiros
pontos da curva em que o formato do decaimento é definido. Na literatura, a
maioria dos autores ndo faz mencdo a repeticdes, possivelmente devido as
dificuldades de se realizar o experimento, sugerindo que a titulacao foi realizada
apenas uma vez por amostra. Esta falta de informacédo faz com que nado seja

possivel dizer se estas variacdes sdo comuns em outros experimentos.

A mesma titulacdo foi realizada de forma manual, com aparato
experimental completamente diferente, empregando o procedimento que seria
normalmente utilizado na auséncia do titulador automatico (se¢édo 3.4.1.3). A

Figura 24 apresenta o resultado dessas analises.
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Figura 24. Curvas de titulacdo de acido humico comercial realizadas de forma manual. Cada
série de pontos representa uma repeticdo. (Aexc/Aem = 360/415 nm)

Comparando-se com os resultados obtidos pela titulacdo automética,
observa-se que os resultados obtidos sdo muito similares. Destaca-se uma maior
variacdo entre as repeticbes de cada ponto no inicio da titulagdo, que
provavelmente esta relacionada ao erro associado a pipetagem manual de
volumes, que é mais significativo para volumes menores. O ajuste ao modelo

matematico dos resultados obtidos da titulagdo manual é mostrado na Tabela 6.

Tabela 6. Pardmetros ajustados ao modelo de Ryan e Weber das titulagBes de &cido humico
comercial realizadas de forma manual.

CL ImL Log K R?
1 4,88x1015 0,00 440 0,992
Repeticédo 2 2,57 x 10°% 10,46 4,71 0,998
3 6,89 x 10°°7 0,00 4,44 0,990
Média 8,80 x 1006 3,49 4,52
Estatistica Desvio Padrdo 1,47 x 109 6,04 0,17
Cv 166,47% 173,21%  3,74%

CV: Coeficiente de variagéo.

O ajuste ao modelo de Ryan e Weber das titulagbes manuais resultou
em alguns valores fora da escala de grandeza esperada. Para a primeira
repeticdo, obteve-se um CL negativo apos o ajuste. Como este valor ndo possui

sentido fisico, configurou-se a regressao para que este valor ndo pudesse ser
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menor gque zero, e o valor obtido foi 4,88 x 1015, que, apesar de positivo, ainda
esta claramente incorreto. De forma similar, os valores obtidos para Im. dessa
andlise e da terceira repeticdo foram iguais a zero. Assim, apenas na segunda
repeticdo todos os parametros calculados ficaram na ordem de grandeza
esperada. E importante ressaltar, no entanto, que os proprios autores que
sugeriram o modelo matematico encontraram valores deste tipo [24], e existem

na literatura outros registros desse tipo de problema [28,33,72,73].

Para se comparar visualmente os resultados obtidos experimentalmente
utilizando as abordagens manual e automatica, foram calculadas as curvas com

as médias de cada ponto entre as trés repeticdes, ilustradas na Figura 25.
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Figura 25. Comparacao das curvas obtidas a partir dos resultados de 3 titulacdes realizadas no

equipamento desenvolvido e de forma manual. As barras de erro representam o desvio padrédo
entre as trés medidas. (Aexc/Aem = 360/415 nm)

As curvas médias apresentam pequena distincdo nos resultados, mas
comportamentos muito similares, sugerindo que nao ha grandes diferencas nos
resultados obtidos pelas duas abordagens. Outra técnica que pode ser utilizada
para se comparar os resultados € a realizacdo de uma regresséo linear da
intensidade de fluorescéncia relativa média obtida para cada ponto da titulagdo
automatica contra os valores da titulacdo manual (Figura 26). Observa-se que

ha boa linearidade (R? > 0,99) entre os dois modos de andlise, ou seja, 0s
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instrumentos responderam de forma proporcional para as adicdes que foram
feitas, e que o titulador automatico controlou corretamente os volumes de adi¢éo

e 0s procedimentos de leitura.
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Figura 26. Comparacéo das intensidades de fluorescéncia médias para cada ponto das titulacdes

realizadas de forma automatica e manual.

Os parametros obtidos para as titulagbes automaticas (Tabela 5) e
manuais (Tabela 6) ndo puderam ser comparados estatisticamente em virtude
dos grandes desvios padrdo encontrados para os valores da titulacdo manual.
De maneira geral, dois fatores podem causar as grandes variagcbes nos
parametros ajustados: (1) falha do modelo em representar corretamente 0s
fendmenos fisico-quimicos e (2) alta covariancia entre os trés parametros do
modelo [73]. Os problemas relacionados a abordagem experimental e ao modelo
matematico podem ser influenciados pela forma de obtencdo do sinal de
fluorescéncia e pela consideracdo de wuma determinada proporgcao
estequiométrica do complexo formado entre substancia humica e metal, como
discutidos anteriormente. Vale destacar que o uso de técnicas diferentes da
fluorescéncia de emissdo e de modelos matematicos para estequiometrias
diferentes de 1:1 tornam os experimentos mais complicados, pois podem exigir
0 uso de espetrofluorimetros, métodos quimiomeétricos para analise dos dados

ou algoritmos mais avancgados para realizar o ajuste dos dados.
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Se abordado do ponto de vista da covariancia entre as variaveis, 0
problema pode ser contornado pela diminuicdo do numero de parametros a
serem ajustados. A fluorescéncia do ligante complexado (Im.) € o valor
considerado de menor importancia dentre os trés calculados, pois esta mais
relacionado a fracdo da matéria organica que nao interage com o metal (do ponto
de vista da supresséo de fluorescéncia). Assim, este valor pode ser determinado
antes dos outros para se diminuir a complexidade do ajuste. O valor de Im. pode
ser estimado visualmente pela tendéncia de estabilizacdo do sinal de
fluorescéncia, ja que, de fato, o valor de | tende a ImL quando a concentragcéo do
metal é muito alta. Este procedimento, obviamente, € muito impreciso, e por iSso
€ mais confiavel obter este valor de forma matemética. Uma das formas de se
estimar Im. independentemente consiste em sua determinagdo por regressao
nao-linear pelo modelo desenvolvido por Luster e colaboradores (Equacao 5)
[75].

Iu
Iy

__1|=

1‘ (1 —e~%tm)

Para se obter Im. com a equacédo de Luster, um grafico da fluorescéncia
relativa em funcdo da concentracdo de metal é ajustado a Equacéo 5, em que |
€ a intensidade de fluorescéncia de cada ponto, lo € o valor de fluorescéncia
inicial e a uma constante do ajuste. Esta estratégia foi, entdo, utilizada para se
analisar os resultados experimentais obtidos de forma automatica e manual, e

0s parametros calculados sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Valores do modelo de Ryan e Weber obtidos ap6s calculo de Im. pelo modelo de Luster
para as titulagcdes de acido humico comercial realizadas de forma automatica e manual.

CL ImL Log K R?
Automatico 1 3,42 x10% 19,09 5,20 0,995
Repeticdo  Automatico2 3,88 x10% 17,52 5,14 0,997
Automatico 3 4,43 x10° 14,58 5,09 0,999
Média 3,91 x10% 17,06 514
Estatistica Desv~|o
Padrao 5,02x10°% 229 0,06
CVv 12,83% 13,41% 1,09%
Manual 1 3,71 x10% 21,22 511 0,986
Repeticédo Manual 2 3,75x10% 22,89 5,16 0,995
Manual 3 3,16 x 109 23,17 5,16 0,979
Média 3,54 x10% 22,43 5,14
Estatistica Desv~|o
Padrao 3,32x10% 1,05 0,03
Cv 9,38% 4,70% 0,58%

CV: Coeficiente de variacao

Com a adaptacdo do modelo de Luster, todos os valores obtidos pelo
ajuste matematico ficaram na ordem de grandeza esperada, e os valores das
triplicatas ficaram muito mais préximos um dos outros, ou seja, obteve-se um
menor coeficiente de variagdo dentro do experimento. Consequentemente, 0s
parametros obtidos nos experimentos realizados de forma manual e automatica
podem ser comparados estatisticamente, e nao apresentaram diferenca

significativa com 95% de confianca.

Estas informacfes sugerem que o célculo de Iu. de forma independente
torna o modelo de Ryan e Weber mais robusto, permitindo a sua utilizagéo
mesmo que o ajuste direto forneca resultados incoerentes. Além disso,
diferentemente da utilizacdo de outros modelos matematicos propostos para
descrever a interacdo entre substancias humicas e metais, que exigem
diferentes abordagens experimentais e/ou maior complexidade nos calculos, a
adaptacao de Luster pode ser facilmente realizada com a adicdo de um ajuste
ndo linear prévio dos resultados. De fato, esta opcdo poderia ser inserida no
programa de computador desenvolvido da mesma maneira que o ajuste ao

modelo original foi.
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Deve-se ficar atento, no entanto, as diferencas obtidas nos parametros
ajustados com as duas abordagens. Com a adaptacao de Luster, os valores de
todos os parametros foram maiores, o que pode ser um indicio de uma tendéncia
de que os valores sdo maiores do que os reais, ou, ainda, que a abordagem
acaba “maquiando” a qualidade relativamente baixa dos resultados
experimentais, ja& que os valores inconclusivos dos parametros foram obtidos
apenas nas titulacoes realizadas de forma manual. Enfim, os resultados obtidos
nao sao suficientes para se realizar uma avaliacdo exata da abordagem de

Luster, porém indicam uma melhora aparente nos resultados.

Durante as titulacbes manuais de substancias humicas comerciais,
foram coletados dados de intensidade de fluorescéncia para os comprimentos
de onda de excitagéo e emisséo 360/415 nm e 330/450 nm, respectivamente. O
primeiro par corresponde aos filtros que foram utilizados no fluorimetro nas
titulacbes automaticas, e o segundo par corresponde ao determinado como
maximo de excitacdo e emissdo do mesmo acido humico comercial, em outro
estudo [65]. Considerando que o resultado da titulagéo pode ser dependente dos
comprimentos de onda em que o sinal analitico € utilizado, € importante verificar
se ha influéncia dos filtros utilizados nos resultados obtidos. Esta comparacéo
foi possivel gracas a adaptacdo de Luster, que possibilitou a correcdo dos
resultados incoerentes que também foram obtidos pelo ajuste direto dos dados
da titulacdo realizada com Aexc/Aem = 330/450 nm ao modelo original. Estes

resultados sédo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Comparacédo entre os ajustes obtidos com a adaptacéo de Luster dos resultados das
titulag6es manuais para dois pares de comprimentos de onda distintos.

CL ImL Log K R?
Ao = 1 3,71E-05 21,22 5,11 0,986
N 2 3,75E05 22,89 5,16 0,995
3 3,16E-05 23,17 5,16 0,979
Média 3,54E-05 22,43 5,14
Estatistica Desvio
Padrao 3,32E-06 1,05 0,03
cv 9,38%  4,70%  0,58%
N = 1 4,01E-05 12,61 5,09 0,989
o = Z’gg 2 4,32E-05 12,64 5,11 0,998
3 3,67E-05 14,69 5,18 0,986
Média 4,00E-05 13,31 5,13
Estatistica Desvio
Padréo 3,29E-06 1,19 0,05
cv 8,22%  896%  0,93%

CV: Coeficiente de variagao.

Observa-se que as diferencas nos valores de C. e Log K obtidos para os
pares 330/450 e 360/415 foram relativamente baixas (13% e 2%,
respectivamente), mas consideraveis para Im. (40%), e que as variacdes nos
resultados entre as repeticbes foram similares. A maior diferenga entre os
valores de ImL provavelmente esta relacionada a menor intensidade do sinal
absoluto de fluorescéncia obtido nas titulacées observadas em 360/415, ja que,
ao final do experimento (regido da curva onde o valor de Iu. € definido), a menor
variacdo no sinal analitico pode ter influenciado na deteccdo da supressao de
fluorescéncia. Apesar das diferencas, os resultados das duas abordagens de

leitura ndo apresentaram diferenca significativa com 95% de confianca.

Quando comparados aos valores obtidos pela titulacdo automética (CL =
3,91 x 10%, Im. = 17,06, Log K = 5,14), verifica-se que os parametros calculados
para o par 330/450 foram mais préximos que os calculados para 0 mesmo par
dos filtros do fluorimetro, com excecao de Log K, que foi praticamente 0 mesmo
em todos os experimentos. Esta observagéo esté provavelmente relacionada ao
funcionamento dos dois detectores. O espectrofluorimetro utiliza redes de
difracdo para separar as radiacdes de excitacdo e emissdo, com resolucao de

até 0,1 nm, enquanto o fluorimetro utiliza filtros, que possuem resolu¢cdo menor
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e permitem a passagem de radiacdo em uma banda de 20 nm em torno do valor
nominal. Consequentemente, o sinal obtido no fluorimetro durante as titulagbes
autométicas era proveniente da excitacdo e da emissao em comprimentos de
onda mais préximos aos de valor maximo, tornando, assim, os resultados obtidos
mais similares. Esta diferenca na obtencao dos sinais de fluorescéncia pode ser,
inclusive, o motivo da pequena separacao encontrada na comparacgao realizada

entre as titulagdes autométicas e manuais (Figura 25).

4.2.2 Amostras de agua natural

Os resultados obtidos com o acido humico comercial se mostraram
suficientes para demonstrar que o instrumento desenvolvido é capaz de fornecer
bons resultados, comparaveis aos provenientes dos experimentos realizados de
forma manual. Como ultima forma de avaliacdo, procedeu-se para a titulacao de
amostras de agua natural, sem extracdo ou concentracdo da matéria organica
dissolvida, para se verificar o comportamento do equipamento na situacédo que
caracteriza uma das principais qualidades do modelo de Ryan e Weber, que é a
possibilidade de se estudar amostras com pré-tratamento minimo. Os pontos de
coleta foram escolhidos com o0 objetivo de se estudar diferentes pontos dos
corpos d’agua da regido ao redor de Brasilia, que poderiam possuir diferentes
quantidades e tipos de matéria organica dissolvida, sem, no entanto, uma
pesquisa aprofundada da hidrografia da regido. Dentre os locais de amostragem,
os pontos 1 e 3 sdo de corregos proximos ao Lago Paranoa, os pontos 2,4 e 6
sdo amostras do proprio lago, proximo a margem, e o ponto 5 referente ao ponto
de desdgue de uma rede de efluentes fluviais no lago.

No momento da realizacéo da titulacdo automatica, o pH de uma aliquota
da amostra de agua natural foi ajustado para 6,0, e em seguida, o experimento
iniciado. Os resultados obtidos para as seis amostras sao apresentados na
Figura 27. Como estas amostras ndo tinham caracteristicas ja conhecidas, como
o acido humico comercial, e as titulacbes foram realizadas sem a presenca de
um operador, foram realizadas mais adicdes de cobre do que nos experimentos
com a SH comercial, para garantir que toda a curva fosse adquirida. Os
resultados obtidos, no entanto, demonstraram que a tendéncia de estabilizacédo

foi alcancada em menores concentracées de Cu?*, e por isso os trés ultimos
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pontos das curvas 1 a 4 e 6 foram omitidos na imagem para melhor visualizacao

da parte mais significativa dos resultados.
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Figura 27. Resultados obtidos apés as titulacdes das amostras de dgua natural.

A titulacdo da amostra referente ao ponto 5, do efluente fluvial, foi
interrompida apds a décima adi¢cdo de titulante, pois era visivel uma estabilizacdo
do sinal de fluorescéncia. Esta amostra tinha as caracteristicas mais distintas,
em especial quanto a coloracdo mais escura. Entre as outras amostras,
observam-se dois grupos, o primeiro contendo as amostras dos pontos 2, 4 e 6,
e 0 segundo contendo os pontos 3 e 5. Estes grupos sao identificados pelo tipo
do corpo aquético do local de amostragem, sendo o primeiro referente a agua da
margem do lago, e o segundo a agua corrente. Observando-se o0s teores de
carbono organico dissolvido para as amostras (Tabela 9), verifica-se que esses
grupos nédo parecem ter relacdo com este parametro, logo, pode-se inferir que

eles séo diferenciados pelas caracteristicas da matéria organica do local.
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Tabela 9. Resultados da andlise de carbono organico dissolvido das amostras de 4gua natural.
Carbono Organico Dissolvido

Local (mg L)

1 Ponte Estrada Parque Industria e 1164
Abastecimento (EPIA) '

2 Pier Norte do Lago Paranoa 0,586

3 Ponte ao final do Eixo Rodoviario Sul 0,513

4 Regido da Estacdo de Tratamento de Agua 1333
Sul (ETE Sul) '

5 Centro Olimpico da Universidade de 1146
Brasilia (C.O. UnB) — Efluente Fluvial '

6 Centro Olimpico da Universidade de 0.186

Brasilia (C.O. UnB) — Lago Paranoa

As diferencas entre as quantidades de carbono orgéanico dissolvido
podem ser explicadas em fung¢édo do acumulo de matéria organica nas regides
dos pontos 1 e 4, sendo a primeira localizada no corrego abastecido pelo Lago
Paranoa, que recebe aporte de matéria organica em toda sua extensédo, e o
ponto 4 pela localizagdo proxima a estacdo de tratamento de esgoto. Os pontos
2 e 6 sdo referentes as coletas realizadas na margem do lago, em regifes pouco
movimentadas e de menor acimulo de matéria organica. A amostra de efluente
fluvial possuia teor de matéria organica relativamente alto, possivelmente porque
a agua coletada estava mais concentrada em funcédo da falta de chuvas nas

semanas previamente a coleta.

A caracterizacdo do tipo de matéria organica pode ser feita pela
observacédo dos resultados obtidos pelo ajuste dos dados ao modelo de Ryan e
Weber com a adaptacao proposta por Luster (Tabela 10). Mesmo com o célculo
prévio de ImL, a amostra 3 apresentou valor de CvL incoerente. Este resultado
provavelmente esta relacionado com a grande variacdo do primeiro para o
segundo ponto da titulacdo, que pode ser observado na Figura 27 com
intensidade de fluorescéncia de aproximadamente 80. O procedimento comum
face a este problema seria a realizacdo da titulagdo da amostra com menores
adi¢bes no inicio do experimento. Esta repeticdo n&o foi realizada, no entanto,
pois o0 objetivo principal deste trabalho era verificar o comportamento do
equipamento desenvolvido, realizando todos os experimentos da mesma

maneira.
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Tabela 10. Valores obtidos para os ajustes das titulagdes de dgua natural ao modelo de Ryan e
Weber com a adaptacédo de Luster.

CL ImL LogK R?

4,79 x 10% 81,88 6,44 0,981
2,64x10% 62,23 5,08 0,988

1 7,60 x 1006 49,07 6,05 0,952
2 1,73 x 10 59,86 5,24 0,980
Ponto de 3 1,30 x 101° 50,97 530 0,923
amostragem 4  1,47x10% 61,55 5,09 0,966
5
6

Em primeiro lugar, observa-se nos parametros ajustados um
agrupamento similar ao verificado no grafico, com as amostras 2, 4 e 6 possuindo
valores maiores de Ci, e IuL, e valores menores de Log K. O comportamento
inverso € observado para as amostras 1 e 3, e a amostra 5 aparece sozinha,

com destaque para os altos valores de Im. e Log K.

A matéria organica dissolvida em aguas naturais também pode ser
caracterizada por meio de espectroscopia de fluorescéncia sincronizada, que
tem como uma de suas principais caracteristicas a deteccdo de diferentes
fluoréforos em uma mesma amostra [76]. Estes fluor6foros podem, inclusive, ser
divididos em categorias, como definido por Peuravuori e colaboradores, de

acordo com a Figura 28 [77].

De acordo com os resultados obtidos por Peuravuori [77], o grau de
humificacdo da matéria organica aumenta juntamente com o aumento dos
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo, ou seja, na parte inicial do
espectro os picos estao relacionados a matéria organica mais “jovem”, com
moléculas de estrutura mais similares as biomoléculas que integram a matéria
organica natural, enquanto as estruturas mais recalcitrantes, caracterizadas
principalmente pela presenca de varios anéis aromaticos conjugados, possuem
fluoréforos que apresentam sinal a partir de Aexc = 340 nm. Para se observar as
diferencas relativas apenas ao tipo de matéria organica presente na amostra,
independentemente de sua concentracdo, 0s espectros de fluorescéncia
sincronizada sdo normalizados pelo teor de carbono organico. No presente
trabalho, as amostras de agua natural foram analisadas por esta abordagem, e

os resultados sdo apresentados na Figura 29.
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natural e para diferentes fragdes himicas. (AN = 18 nm).As linhas tracejadas verticais delimitam as

diferentes regifes dos espectros [77].
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Figura 29. Espectros de fluorescéncia sincronizada obtidos para as amostras de agua natural.

(AN =18 nm).As linhas tracejadas verticais delimitam as diferentes regifes dos espectros [77]

Nota-se que os valores de intensidade de fluorescéncia normalizados

para o espectro da amostra 6 sdo consideravelmente mais altos que os demais,

0 que pode ser resultado do baixo teor de carbono organico dissolvido

determinado. Apesar disso, o comportamento apresentado € o mesmo das
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amostras 1 a 4, com pico de maior intensidade em torno de 275 nm. A amostra
5, mais uma vez, apresentou resultados distintos das demais, com picos mais
intensos na regido de 310 nm e, também, outras bandas em 350 e 380 nm. A
principal constatacéo desta analise, no entanto, é relativa a todas as amostras,
pois em nenhuma delas foi encontrado sinal significativo na regido relacionada
as substancias humicas, logo, pode-se dizer que as moléculas fluorescentes das

amostras de agua natural eram, em sua grande maioria, ndo-humificadas.

Este resultado ndo invalida as andlises feitas anteriormente, ao
contrario, indica que os resultados de baixa qualidade obtidos em alguns casos
(mais especificamente a rapida titulacdo da amostra 5 e o0 decréscimo
significativo no segundo ponto da titulagdo da amostra 3) podem ser em virtude
das pequenas concentracdes de substancias himicas nas amostras. Além disso,
verifica-se que o equipamento realizou com sucesso as titulacbes destas
amostras, pois a maioria dos resultados encontrados foi satisfatéria. A supresséo
de fluorescéncia encontrada nas amostras pode estar relacionada a outras
moléculas fluorescentes presentes que também interagiram com o cobre(ll).
Entretanto, a maioria dos fluor6foros das amostras nédo sofreu supressdo da
fluorescéncia pela adicdo do metal, o que foi demonstrado pelos altos valores de
Im. das amostras de agua natural (entre 50 e 80) quando comparados ao do
acido humico comercial (menores que 20). Vale destacar que as amostras de
agua natural foram analisadas apenas com intuito de verificar a performance do
equipamento e que nado seria correto chegar a conclusdes mais aprofundadas
sobre as amostras ou seus locais de origem, até porque uma Unica coleta de um
pequeno volume de agua dificilmente pode ser considerada representativa de

um sistema tdo complexo.
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O equipamento desenvolvido foi considerado eficaz na realizagdo das
titulacbes, realizando o experimento de forma automatica, alcancando, assim,
seu principal objetivo. As etapas preliminares do trabalho foram muito
importantes para o estudo independente dos diferentes mecanismos envolvidos
na titulacéo, assim como da melhor abordagem para a montagem do sistema. A
efichcia do instrumento foi comprovada comparando resultados obtidos no
equipamento com os do método classico, fornecendo resultados sem diferencas

significativas, e por meio de sua aplicacdo no estudo de amostras reais.

O custo estimado do equipamento, incluindo todos seus dispositivos, foi
de aproximadamente US$ 3500,00, valor considerado baixo levando-se em
consideracao o ganho de praticidade e qualidade dos resultados quando obtidos
por meio da titulacdo automatica. Vale destacar que, apesar do foco na interacao
entre substancias humicas e cobre(ll), o instrumento pode ser utilizado para a
caracterizacdo das interacdes com outras substancias, metais ou ndo, e até com
outros tipos de analitos, contanto que ocorra supressao de fluorescéncia frente

ao composto.

Foram incluidos no programa de computador desenvolvido recursos
adicionais que nao puderam ser amplamente testados neste trabalho, como
outro algoritmo para a adicdo de reagente (baseado nos resultados dos pontos
anteriores do proprio experimento), e outros recursos poderiam ser adicionados
com certa facilidade como, por exemplo, monitoramento da fluorescéncia
durante a titulacdo para se determinar o tempo de estabiliza¢do, que poderia

levar a uma reducao do tempo total da anélise.

Além do programa de computador, o instrumento também pode ser
aperfeicoado com a adicdo de um sistema para troca de amostras de forma
automatica, que aumentaria a frequéncia analitica consideravelmente, com a
troca dos filtros de excitagdo e emisséo utilizados no fluorimetro, ou até mesmo
com a substituicdo do fluorimetro por um espectrofluorimetro, que forneceria
diversos recursos mais avangcados (como analise por fluorescéncia sincronizada

e obtencdo de espectros), mas também tornaria 0 instrumento
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consideravelmente mais caro. Outra possivel abordagem para a modificacao do
sistema seria a utilizacdo de coulometria para a geracdo de ifons Cu?*
diretamente na amostra, que teria como principais vantagens a remocao da
bomba de seringa e a manutencdo de um volume sempre constante de solucao.
Devido a complexidade, no entanto, esta abordagem teria que ser

cuidadosamente estudada antes de sua implantagéo.
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