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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTO ANALITICO PARA DETERMINAQAO
FOTOMETRICA DE MERCURIO EM SEDIMENTOS E AGUAS DOCES
EMPREGANDO OS PROCESSOS FLUXO-BATELADA E MULTICOMUTACAO EM
FLUXO: Este trabalho envolve o desenvolvimento de um maodulo de analise baseado
nos processos de multicomutacdo e fluxo-batelada, um fotdmetro de LED (light
emitting diode) e um procedimento analitico automatico para a determinacdo de
mercurio em aguas e sedimentos. O dispositivo foi projetado para explorar as
facilidades obtidas pela associacdo da analise de fluxo-batelada e multicomutacéo,
permitindo a implementacdo de uma estratégia versatil de extracado por solvente e pré-
concentracdo. O método € baseado na reacdo de Hg(ll) com ditizona em meio
organico (cloroférmico), utilizado como solvente organico de extracdo. O sistema de
analise de fluxo foi constituido por um modulo de andlise empregando bomba de
seringa e bombas de aquério como propulsores de fluidos, um conjunto de valvulas
solenoide e uma camara de reacdo/separacdo (Flow-batch). O fotdmetro construido
para este trabalho é constituido por um diodo emissor de luz (LED, A = 485 nm), um
fotodiodo e uma célula de fluxo com caminho 6ptico de 50 mm. O mddulo de analise
e o fotbmetro foram controlados com um microcontrolador Arduino Due, equipado com
as interfaces necessarias e executando um software escrito para este fim, em
linguagem de programacdo C++. ApOs a selecdo das melhores condigBes
operacionais, a eficacia da proposta foi avaliada determinando mercurio em aguas de
rios, abastecimento publico, mineral e sedimentos. Visando a avaliagdo da exatidao,
as amostras foram analisadas empregando um método independente. Também, foi
empregada a metodologia de adicdo e recuperacdo. Nesse caso, 0s resultados
mostraram recuperacdo na faixa de 92 a 108%. Outras caracteristicas analiticas
importantes tais como resposta linear na faixa de 0,5 a 10,0 pug L (r = 0,9984); limite
de deteccéo de 0,38 pg L Hg(ll) (n = 10); consumo de ditizona e cloroférmio de 0,18
mg L1 e 800 pL por determinagédo, respectivamente; coeficiente de variagédo (n = 10)
2%; e taxa de amostragem de 20 determinagées h! foram alcancadas.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF AN ANALYTICAL PROCEDURE FOR PHOTOMETRIC
DETERMINATION OF MERCURY IN SEDIMENT AND DRINKING WATER
EMPLOYING THE FLOW-BATCH AND FLOW MULTICOMMUTATION
PROCESSES: This work deals with a multicommuted flow-batch setup and a
photometric procedure for the determination of mercury in waters and sediments. The
setup was designed to exploit facilities achieved by associating flow-batch and
multicommuted flow analysis approaches, thus allowing the implementation of a
versatile solvent extraction and pre-concentration strategy. The method was based on
the reaction of Hg(ll) with dithizone in chloroform medium, which was used as a
extracting organic solvent. The flow analysis system was constituted by a homemade
syringe pump module, a set of solenoid valves, two mini-pumps and a flow-batch
chamber. The homemade photometer comprised a light emitting diode (LED), a
photodiode and a homemade flow cell (50 mm long). The flow system and the
photometer were controlled through an Arduino Due board, running a software wrote
for this purpose. After selecting the better operational conditions, the effectiveness of
the proposal was evaluated by determining mercury in waters. Aiming to accuracy
assessment, sample were also analyzed employing an independent method. Accuracy
was accessed using the spiking methodology and recovery ranging from 92 to 108 %
was observed. Other profitable features such as a linear response ranging from 0.5 to
10.0 pug Lt (r = 0.9984); a limit of detection of 0.38 pg L Hg(ll) (n = 10); consumption
of dithizone and chloroform 0.18 mg L, and 800 L per determination, respectively;
coefficient of variation (n = 10) 2%; and a sampling rate of 20 determination h-! were

also achieved.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos importantes sobre o mercuario

O mercurio é conhecido como um dos contaminantes que tem meérito
relevante no contexto mundial. E encontrado no ar, no solo e na agua, e pode ser
transferido para os seres humanos por inalacdo, ingestdo oral e através da derme. O
mercurio pode ser retido e acumular nos tecidos humanos, sobretudo no cérebro e
nos rins [1]. Durante anos, o mercurio amalgamado foi usado para facilitar a separagéo
de ouro nas minas. O amalgama contendo ouro era aguecido a céu aberto, liberando
grandes quantidades de mercurio para a atmosfera. Neste processo, o mercurio
liberado na forma metalica contamina 0s rios e o solos. Rejeitos de mineragcédo
contaminados com mercurio eram e ainda sédo deixados a céu aberto na maioria dos
sitios de garimpo [2,3].

Este metal tem ampla aplicacdo industrial, incluindo a fabricacdo de
termbmetros, bombas de difusdo, barébmetros, lampadas para iluminacdo [4],
pesticidas, baterias, produtos farmacéuticos, tintas, pigmentos e catalisadores [5]. O
uso generalizado em diferentes atividades industriais, potencializa o risco de
contamina¢&o dos mananciais de aguas doces, incluindo rios e lagos [Erro! Indicador n
ao definido.].

O mercurio pode ser encontrado naturalmente em varias formas:
elementar (HgY), inorganico (Hg* e Hg?*) e organico (R-Hg*), sendo este Ultimo o mais
importante com relacdo a toxidade [6,7]. De acordo com a Organizacdo Mundial de
Saude (World Health Organization, WHO) [8], essas formas de mercurio diferem em
seu grau de toxicidade e em seus efeitos nos sistemas nervoso, digestivo e
imunologico. Também, afeta os pulmdes, os rins, a pele e os olhos. A Agéncia de
Protecdo Ambiental do Estados Unidos (Enviromental Protection Agency, EPA US)
[9], alerta para os efeitos dessas espécies mercuriais sobre as pessoas de todas as
idades. Os possiveis sintomas de intoxicacdo por metilmercario podem incluir: perda
de visado periférica, sentimentos de "alfinetadas ou agulhadas", geralmente nas maos,
pés e ao redor da boca, falta de coordenacdo motora, comprometimento da fala, da
audicao e dificuldade para caminhar, incluindo, também, fraqueza muscular.

Em ambientes aquaticos, o mercurio pode sofrer transformacoes,
envolvendo rea¢des quimicas complexas. Segundo a literatura, o mercurio encontrado

no ambiente, é consequéncia de processos fisicos, quimicos e biolégicos formando



sistemas complexos, os quais ndo sdo completamente conhecidos pela ciéncia. Esse
processo envolve volatilizacéo, transporte, deposicéo, transformagcdes quimicas, e
bioacumulacéo [10]. As espécies quimicas de mercuirio (Hg?*, Hg*, Hg®, metilmercurio)
apresentam alta mobilidade, como ilustrado no ciclo biogeoquimico global de mercurio
mostrado na FIGURA 1 [11,12].

Evaporagéo Deposigao

Hg°®
CH4 / CZHS ‘\
hv
Oxldagao Mehlagao MeHg* |

Redugao Demetnlaqao MezHg

924— i
___________ sedimentaggo/ || | e
resuspensao ¥
Regido —
sedlmentana

ng2* Redugédo Oxidacao 2; Metilagdo MeHg*I

Oxidagédo Reducgédo Demetilagdao MezHg

FIGURA 1. Ciclo biogeoquimico do mercurio no meio ambiente. Reproduzido do artigo de revisdo de
Leopold (2010) [12]

A espécie mais impactante no cenario mundial, devido a alta toxidade,
o metilmercurio (MeHg*). Varios casos de contaminacdo envolvendo esta espécie
mercurial foram descritas na literatura: Minamata no Japao (1956) [13], Iraque (1971)
[14], Canada (1972-1992) [15], Africa e Filipinas [16], Asia e América Latina
(Amazobnia) [17].

A bioacumulacédo de Hg ocorre na agua e no sedimento FIGURA 1, e
tem sido o norte de varias pesquisas [18,19], visando auxiliar na compreensao dos
fatores poluentes e a contaminacdo de seres vivos, inclusive humanos. Conforme
exemplificado na FIGURA 1, na atmosfera, o mercurio encontra-se na forma de vapor
(Hg®), sendo oriundo da degaseificacdo natural da crosta terrestre, erupcées
vulcanicas, evaporacao dos oceanos e do solo [12]. Fontes antropogénicas como as
industrias e a mineragcdo tem contribuido para aumento significativo deste

contaminante no ar [20].



As emiss0es e transporte de Hg da agua para a atmosfera e a deposicao
adgua/sedimento, dependem de varios fatores, incluindo a forma quimica do Hg
emitido, as caracteristicas dos locais, a topografia, e a meteorologia. O Hg® como gas
monoatémico, € quimicamente estavel, pode permanecer na atmosfera cerca de
1 ano, e em vista disso, pode ser globalmente distribuido. A forma neutra transforma-
se na forma inorganica soltvel em agua (Hg®—Hg?*) [21]. A forma inorganica é
devolvida a superficie terrestre com a dgua de chuva, podendo por este meio seguir
dois caminhos distintos: reducdo a forma de vapor retornando a atmosfera; metilacéo
por acdo de microrganismos presentes nos rios, lagos e oceanos [21].

A forma CHsHg* ao entrar na cadeia alimentar aquatica afeta o plancton,
e em consequéncia, afeta os peixes herbivoros, os peixes carnivoros (predadores) e
os mamiferos marinhos, chegando ao homem que é ultimo elo da cadeia alimentar
[21].

1.2. Espécies de mercurio em ambiente aquético

Além do mercurio elementar (Hg®), também no ambiente aquético, esta
presente em dois niveis de oxidagdo (Hg*, Hg?*). A natureza das espécies quimicas
de Hg e as reacles envolvidas, determinam a solubilidade, a mobilidade, e a
toxicidade em ecossistemas ambientais [19,22]. O mercurio na forma elementar
(Hg® ocorre em Aguas superficiais, principalmente, a partir da reducdo de Hg?*
FIGURA 1, causada por microrganismos aquaticos, pela reducdo abibtica por
substancias humicas, decomposicdo de formas organicas, e por interferéncia
antropicas [19]. O mercurio elementar é estavel sob condi¢cdes levemente oxidantes
ou redutoras, mas pode ser oxidado para Hg?*, particularmente na presenca de ions
cloreto. O mercurio de carga monovalente Hg*, so é estavel como um dimero de carga
divalente (mercurio mercurosos, Hg2?*) em solucdo aquosa. Pesquisas, mostram que
os complexos de Hg ndo carregados, provavelmente sdo mais facies de serem
metilados por bactérias, como descritos nos trabalhos de Celo (2006) [22] e Lehnherr
(2014) [23].

A forma quimica de espécies mercuriais em sistemas aquaticos (rios,
lagoas, pantanos e mares), é fortemente influenciada pelas reagcbes redox (Eh) e
condicbes de pH, bem como por agentes complexantes inorganico e organico. A
FIGURA 2 mostra um sistema redox de Hg?*/Hg2?*/Hg°, tendo em conta a possivel

presenga de HgOs) [24]. A espécie Hgz?* atua como oxidante para Hg° e nesse



processo, o mercurio elementar (Hg®) age como espécie redutora de Hg?*, como pode
ser observado na reacdo de dismutacdo: Hg® + Hg?>* — Hg2?* [24]. Esta reac&o ocorre
na presenca de Hg® ou Hg?*, onde no mesmo ambiente da reagdo pode

simultaneamente ser oxidado e reduzido.
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FIGURA 2. Diagrama Eh-pH do sistema redox Hg-OH. Reproduzido de Takeno (2005) [24]

O diagrama da FIGURA 2 mostra que 6xido de mercurio (HgO), pode ser
moderadamente soltvel (10* mol L) e geralmente é encontrado em ambientes
contaminados [25]. Em sedimentos da lama da baia de Minamata foram encontrados,
principalmente na forma de sulfetos e de 6xidos [26].

O sedimento é considerado um importante local para o acumulo de
mercurio e outros microelementos. Na parte interna de ambientes aquaticos, 0s
sedimentos de fundo contaminados com mercurio pode se associar as particulas e
seus suportes geoquimicos organicos e inorganicos, tais como carbonatos, 6xidos e
hidréxidos de Al, Fe e Mn, matéria organica e sulfetos, ou na agua intersticial, como
matéria organica dissolvida e/ou coloidal, bem como fosfatos [27]. A matéria organica
e 0 mercurio inorganico Hg?* em baixo pH podem ser metilados em mercurio organico
CHsHg. Esta espécie mercurial pode ser bioacumulada em peixes, crustaceos e
moluscos piscivoros [28]. De acordo com Organizacdo Mundial de Saude (WHO) [29],
a principal fonte de exposi¢cdo humana ao mercurio organico (metilmercuario) é atraves
do consumo de peixe, porque geralmente mais de 85% do mercurio total esta na forma

de metilmercurio, a espécie mais toxica.



Desta forma, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US
EPA) [30] estipula que o limite para material dragado é 0,18 mg kg* de Hg. As
diretrizes internacionais de qualidade de sedimentos do Centro de Meio Ambiente,
Pesca e Aquicultura (CEFAS UK) [31], classifica o material dragado como nivel 1 e
nivel 2, as concentragdes de 0,15 mg kge 1,5 mg kg* de Hg, respectivamente. O
Centro de Estudos e Experimentacdo de Obras Publicas (CEDEX Espanha) [32],
classifica como nivel 1 e nivel 2 as concentracdes de 0,6 mg kg e 3,0 mg kg de Hg,
respectivamente. As diretrizes canadenses da qualidade de sedimentos para a
protecdo da vida aquética [32], determinam um limite de 0,17 mg kg de Hg. No Brasil,
o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) [33], estabelece que os limites
para material dragado de agua doce classe | e Il sdo 0,17 e 0,486 mg kg de Hg,
respectivamente, e para material dragado de aguas salinas classes | e Il os limites
sdo (0,3 e 1,0 mg kg?), respectivamente.

Neste tipo de matriz, o preparo da amostra e as técnicas de deteccao
precisam ser robustos e que ndo causam grandes perca do analito e precisdo na
determinacdo de Hg. Nesse sentido, varias técnicas de deteccdo tém sido
empregadas para a determinagcdo de Hg(ll) em amostras de sedimentos, dentre as
mais usuais podemos citar a espectrometria de absorcdo atdbmica com vapor frio
(CVAAS) [34], a espectrometria de absor¢cdo atomica com forno de grafite (GFAAS)
[35], e espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) [36].
A deteccéao por espectrometria de fluorescéncia atdmica com vapor frio (CVAFS), tem
como vantagem em relacéo as citadas antes o uso de instrumentacéo de menor custo,
e alcanca limite de deteccdo ser mais simples e limites de deteccdo da ordem de
0,5 ng g! de Hg [37]. As outras técnicas citadas, quando otimizadas para

determinacdo de mercurio, podem alcancar limites de deteccdo na faixa de ng L.

1.3. Métodos de determinacéo de mercurio

Em virtude da importancia do mercurio em meio aquatico, métodos para
sua determinacdo tém sido implementados, empregando as seguintes técnicas de
deteccdo: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) [38,39,40]; espectrometria de absor¢cdo atdmica com vapor frio (CVAAS)
[41]; espectrometria de fluorescéncia atdbmica com vapor frio (CVAFS) [42];

espectroscopia de emissao atbmica (AES) [43]; espectrofotometria UV-Vis [44].
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A CVAFS é a mais usada devido a alta sensibilidade e além disso, emprega
equipamento de custo moderado.

A Agencia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) [45,46],
recomenda o uso de espectrometria de fluorescéncia atémica de vapor frio (CVAFS)
como técnica de deteccdo para monitorar mercuario total (HgT) e metilmercario
(MeHg*) em aguas, o qual pode apresentar limites de deteccédo de 0,2 ng L e 0,02
ng L'1. Na TABELA 1 estéo listados procedimentos para a determinacdo de mercurio

em diferentes tipos de amostras, empregando diferentes técnicas.

TABELA 1. Métodos e técnicas para determinacéo de espécies mercuriais

Analito Matriz Deteccéo Limite de deteccdo  Ref.
CH3Hg*, Hg?*  Solos, Sedimentos CVG-ICP-MS 30,51 ngg? [38]
CHsHg* Agua natural rica em GC-ICP-MS 0,05 ng L? [39]
substancia hiimica
HsHg*, Hg?* Agua potéavel HPLC/ICP-MS 46ngLt 52ngLt [40]
Hg?* Agua natural FI-CV-AAS 27 ng L? [41]
Hg?* Folhas de plantas, FI-HG-ICP-AES 10 ug gt [43]
baterias e pastilhas
medicinais
Hg?* Peixes CVG-AFS 0,33ng g? [42]
Hg2* Agua natural UVG-AFS 0,08 ng L1 [47]
Hg?* Agua de rio UV-FIAS- AFS 0,14 ng L? [48]
Hg?* Agua de torneira, rio e SPE-Fluorimétrico 0,08 pg mL™? [49]
mineral
Hg?* Agua mineral e de rio DLLME-UV-Vis 39uglLt? [50]
Hg?* Agua mineral, torneira e UPAD-Colorimétrico 0,003 mg L [51]
lagoa

Recentemente, pesquisas usando nano particulas de ouro (AuNPS) tem
sido implementada para a determinacdo de mercurio em aguas, empregando
deteccdo espectrofotométrica. Os autores descrevem que a faixa de resposta linear
foi de 16,4 a 250,7 ug L' de Hg?*, e o limite de deteccédo 7,4 ug L [52]. Outros
pesquisadores usaram nano particulas de prata (AgNPs) e o composto foi monitorado
em 420 nm. O limite de deteccédo foi da ordem de 170,5 pug L* de Hg?* [53]. Os
procedimentos tinham como inovagdo o emprego de nanoparticulas, entretanto ndo
alcancaram o limite maximo da concentracdo de Hg?* aceito para aguas potaveis,
estabelecido pelos 6rgdos de regulacdo EPA, WHO e ANVISA [54,55,56].



Os métodos eletroquimicos também tém sido empregados para a
determinacdo de mercurio, usando nano particulas como meio de imobilizagéo sobre
o eletrodo [57]. Os limites de deteccédo destes métodos podem chegar a 2,0 ug L,
que é o valor limite estipulado pela Agencia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (US EPA) para ions de Hg?* em A&guas potaveis, entretanto nao
alcanca a concentracao limite estabelecida pela Organizacdo Mundial de Saude que
é 1,0 ug L1 [55].

Empregando cromatografia liquida e gasosa, €é possivel fazer
especiacbes de espécies mercuriais, 0 que tem importancia para estudo ambiental.
Em matrizes aquosas tem sido determinado mercurio total (t-Hg) [58], mercurio
inorganico  (i-Hg) [59], espécies organomercuriais como metilmercdrio,
dimetilmercdario, eltiimercurio e fenilmercurio (o-Hg) [60], e mercurio reativo [61].

O método empregando espectrometria de absorgéo atbmica (AAS) como
técnica de deteccdo, € considerado simples e baseia-se na absorcao da radiacdo
eletromagnética pelos atomos de mercurio em 253,65 nm [62]. O mercurio elementar
€ volatil, e em vista disso, pode ser determinado sem a utilizacdo de chama para
atomiza-lo. Neste processo, os ions do metal sao primeiramente reduzidos a forma
elementar e transportados por um gas inerte até o caminho 6ptico do detector, onde
os atomos no estado de oxidacdo Hg® absorvem radiacdo eletromagnética oriunda
da fonte de emisséo (lampada de catodo oco) do equipamento, e a varia¢ao do sinal
gerado apresenta uma relacdo com a concentracao do analito. Este método nao utiliza
chama, entdo é denominado de absorcdo atdbmica com vapor frio (CVAAS). Esta
técnica de deteccdo é recomendada pela EPA [63] para a determinacdo de mercurio
em aguas potaveis e efluentes.

Visando melhorar o limite de deteccdo e também a separagédo da matriz,
procedimentos analiticos tem sido implementados incluindo etapas de separacao/pré-
concentracdo, empregando as seguintes metodologias: micro coluna com resina
guelante do tipo amino-isopropilmercaptano com um esqueleto de politioéster
(YPA4) [64]; pré-concentracdo sobre silica (C18 modificada) [65,66]; extracdo em
ponto nuvem usando tensoativos [67,68]; microextracio em uma Unica gota
(single-drop - SDME), usando solvente orgéanico; e micro extracdo em fase solida
(MSPE) usando silica como adsorvente magnetizado com tiol-modificado [67,69].
Neste trabalho, os autores descrevem um método para pré-concentracdo de

metilmercurio e mercurio inorganico em amostras de aguas [65,66]. Os analitos



complexados com ditiocarbamato de pirrolidina de aménio (APDC), foram retidos em
uma coluna de silica (C18), a deteccao foi realizada por espectrometria de absorcao
atbmica de vapor frio (CVAAS), e alcancaram limites de deteccdo de 0,96 e
0,25 ng L™* para metilmercurio e Hg?*, respectivamente. As técnicas de deteccéo foram
espectrofotometria UV-vis e espectrometria de absorgéo atdmica com vapor frio [69].

Trabalho proposto empregando a espectrometria de emissao Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES) como técnica de deteccdo para
determinacdo de Hg em amostras de aguas, baseado na extracdo em ponto nuvem,
usando 3'-nitrobenzaldeido tiossemicarbazona (3-NBT) como agente complexante e
o surfactante Triton X-114 [66] como extrator, alcancou limite de deteccdo de
11 pg L de Hg?*. Mesmo usando um processo de extracdo que permite obter pré-
concentracdo do analito e um equipamento sofisticado, o limite de deteccdo néo
alcancgou o valor estabelecida pela WHO, que é de 1 pg L [7].

A fluorescéncia de raios-X (XRF), tem sido utilizada para a determinacao
de Hg?* [70]. A reflexdo total de fluorescéncia de raios-X também tem sido empregada
para determinacdo de Hg?*. Neste caso, é gerado vapor Hg® para separar da amostra,
o qual é retido em substratos de quartzo revestido com paladio nanoestruturado, onde
ocorre a formacao da amalgama Hg-Pd. O limite de deteccédo para este procedimento
foi de 54 ng LL. Esta estratégia permite realizar a pré-concentracdo de Hg?*. A geracao
fotoquimica de vapor em fluxo continuo foi acoplada a fluorescéncia de raios-X, tornou
esta deteccdo ultra-sensivel para determinacdo de Hg?* [71]. A estratégia requer
presenca de acido acético como precursor da reducdo das espécies de mercurio.
Neste trabalho, os autores chegaram a um limite de detecgdo de 0,001 ug L™ de Hg?*.
A sensibilidade e o limite de deteccdo para Hg?* foram melhorados em comparacéo
com outras abordagens relatadas na literatura.

Métodos fluorimétricos propostos usam a estratégia de separacao
e pré-concentracdo de mercurio em amostras de agua por extragdo em ponto nuvem,
em meio constituido por um liquido iénico, e o limite de deteccdo alcancado foi
de 80 ug L [49].

As técnicas eletroanaliticas, também tém sido utilizadas para a
determinacdo de mercurio, e apresentam vantagens tais como: equipamentos de
baixo custo, boa sensibilidade e seletividade; e no caso da redissolu¢cdo anddica e
catoddica, a capacidade de deteccdo multielementar. A maior parte dos trabalhos

publicados para a determinacdo de mercurio, enfoca a especiagcdo na forma



inorganica. Esses trabalhos envolvem melhoramento o tipo de eletrodo. Por exemplo:
uso de eletrodos de ouro impressos (screen-printed - SPGES) [72]; voltametria de
redissolucdo anddica de onda quadrada (SWASV) em eletrodos comerciais de
carbono modificado com nanoparticulas de ouro impresso (AuNPs-SPCEs) [72];
voltametria de redissolugdo anddica por pulso diferencial (DPASV) em eletrodos de
pasta de carbono modificados com fosfato impregnados com particulas de paladio
(Pd-NP-CPE) [73]; eletrodos de carbono nanoestruturado (SPCnAUEs) combinados
com microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME); e formacé&o de liquido i6nico
(IL) in situ, seguido de extracdo-inversa em microvolume [74]. Esses métodos podem
apresentar limites de deteccdo na faixa de 0,8 - 1,1 ng L.

Os métodos espectrofotométricos € uma alternativa para a determinacao
de ifons Hg?*, apresentam como vantagens equipamentos de baixo custo, boa
reprodutibilidade e boa faixa de resposta linear. E para isso, tem sido empregadas
etapas de separacbes e pré-concentracao, tais como microextracdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME), usando liquido i6nico (IL) e (bis (trifluorometilsulfonil) imida
de 1-hexil-3-metilimidazolio) como solvente extrator dissolvido em acetona como
dispersor, complexado com 4,4’-bis(dimetilamino) tiobenzofenona (TMK) na presenca
de dodecilsulfato de sédio (SDS) como o agente antiaderente [50]. Extracdo em ponto
nuvem com uso de surfactante ndo-idnico (Triton X-114) para extrair Hg?* em solucdes
aquosas, baseado na reacdo de complexacdo de Hg?* com (TMK) e na extragdo
mediada por micelas do complexo [68]. Extracdo com eletromembrana (EME)
e bis-(2-etilhexil)-fosfato como o extrator em 1-octanol 2% v/v, usando 1-(2-piridilazo)-
2-naftol (PAN) como agente complexante, também foi usada para determinacgao de
Hg em amostras de aguas e de peixes [75].

A extracao liquido-liquido classica, utilizando um solvente organico como
extrator, tem sido utilizada para pré-concentracdo de Hg?* em meio aquoso, usando a
1,5-difeniltiocarbazona (ditizona) como reagente quelante. A ditizona é praticamente
insolivel em agua, mas é um dos reagentes mais usados para a determinacao

fotométrica de mercurio, e seréa usada neste trabalho.

1.4. Aspectos gerais da ditizona
A difeniltiocarbazona (ditizona) é um reagente quelante, o qual foi
desenvolvido em 1925 por H. Fischer, como descrito por Irving (1961) [76]. Este

reagente tem habilidade de complexacdo com varios ions metéalicos. Em funcao de
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suas propriedades tem sido utilizado para realizar etapas de separacdo e pré-
concentragdo em procedimentos analiticos [77]. A ditizona reage com varios metais e
forma complexos intensamente coloridos. E conhecido dois sitios para coordenacéo
com um metal, seja pelo enxofre ou, pelos atomos nitrogénio [76].

Este composto ganhou importante lugar na quimica analitica, porque
forma complexos coloridos com varios ions metélicos, incluindo mercario, e permite
corrigir a seletividade controlando a acidez do meio. Entretanto, é de fundamental
importancia analitica considerar a solubilidade da ditizona em solventes organicos e
seu comportamento em sistemas de extracdo bifasica. No trabalho de Irving [78], €
descrito que maior solubilidade € alcancada em parafinas cloradas, como CHCIsz e
CH2Cl2, seguidas pelos hidrocarbonetos aromaticos. A ditizona é praticamente
insoluvel em agua e pouco soltvel em alcoois, cetonas, hidrocarbonetos parafinicos
e aliciclicos.

As solucdes de ditizona tem coloragcdo intensa, mesmo em baixas
concentracfes. A solubilidade da ditizona a 20 °C, em diferentes solventes é
apresenta na TABELA 2 [79]. Observa-se que a ditizona € praticamente insoltvel em

agua, mas facilmente solivel em meio alcalino (pH > 7).

TABELA 2. Solubilidade da ditizona em diferentes meios

Solvente pH Solubilidade (g L)
Cloroférmio 10,6 17,6
O-diclorobenzeno 9,37 1,7
Benzeno 9,10 1,4
Tolueno 8,97 1,0
Tetracloreto de carbono 8,8 0,5
Ciclohexano 7,42 0.014
Hexano 7,04 0,02

Agua <7 0,00005

A reacdo da ditizona com diferentes ions metalicos depende da
concentragdo de ions hidrogénio do meio, da concentracdo do reagente, e pode
depender da valéncia do ion metéalico [80]. Os complexos formados com ditizona
(ditizonatos) obedecem a lei de Bougher-Lambert-Beer, 0 que potencializa seu uso
como reagente cromogénico em procedimentos espectrofotométricos. Em meio acido

com pH =1, a constante de distribuigdo da ditizona é 1,1x10* em tetracloreto de
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carbono e 2x10° em cloroférmio [81]. E, portanto, espera-se que os coeficientes de
particdo dos ditizonatos de metais ndo carregados também sejam muito altos. Ditizona
em solucdes de etanol, acetona e cloroférmio expostas a luz intensa se decompdem
rapidamente, e também em temperaturas acima de 35 °C [82]. Agentes oxidantes
fortes destroem a ditizona, portanto devem ser neutralizados antes de um
procedimento de extracdo, e para esta finalidade, tem sido usados hidroxilamina,
hidrazina ou acido ascorbico [82].

A baixa solubilidade da ditizona em agua, permite 0 uso para extracao
liquido-liquido (liquid-liquid extraction, LLE). A mistura do solvente organico com a
amostra aquosa € promovida por agitacdo, e a formacdo de bolhas ou gotas do
solvente organico, aumenta a superficie de troca, favorecendo a particdo do complexo
do analito entre as fases organica e aquosa [83,84].

Baba et al. [85] usaram ditizona em querosene para extracdo e
purificacdo de cobre em licor de lixivia de licopirita nigeriano. Segundo os autores,
aproximadamente 93% de Cu(ll) foi extraido, usando 0,2 mol L de ditizona em
guerosene em pH 4,25. Halili et al. [86] estudaram o desempenho da ditizona como
reagente complexante para a extracdo supercritica em CO2 dos metais pesados em
solugdes aquosas. Esse estudo afirma que a eficiéncia de extracdo, em trés diferentes
tempos de operacéao (30, 60 e 120 minutos) varia de 61% a 73% para Cu; de 78% a
87% para Zn e de 70% a 82% para Cd em valores fixos de pressao e temperatura
(P =120 bare T =50 °C) [86].

A extracdo liquido-liquido (LLE) é uma importante ferramenta em
quimica analitica, pois permite alcancar dois objetivos em uma Unica acdo: a
separacdo da matriz da amostra e a pré-concentracdo da espécie quimica de
interesse. A separacdo da matriz permite minimizar a interferéncia de ions
concomitantes e a pré-concentracdo promove a melhoria da sensibilidade do método.
Entretanto, a realizacdo de forma manual € muito morosa e pode expor o executor ao
solvente usado. Em vista disso, a disponibilidade de procedimento automético seria
de primordial importancia, pois pode melhorar a produtividade analitica, e aumentar a

seguranca do operador, e € o proposito deste trabalho.
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1.5. Procedimentos autométicos de anélises

A demanda por andlise de muitas amostras, incluindo a determinacéo de
varias espécies quimicas, impde o uso de procedimentos analiticos automaticos.
Um procedimento analitico automatico permitir que todo o processo analitico
seja concluido sem intervencdo do analista, também deve ser capaz, por si so,
decidir se as condicdes de operacédo devem ser alteradas em resposta aos resultados
obtidos [87,88].

Dentre os processos de automacao disponiveis, a analise por injecdo em
fluxo (flow injection analysis, FIA) se destaca pelas seguintes caracteristicas: pode ser
implementada com equipamento de baixo custo; € um sistema processamento de
amostra pré-deteccao; pode ser hifenada com equipamentos baseados em diferentes
técnicas de deteccdo, e € um ambiente fechado que minimiza o risco de
contaminacdo. Este processo serd empregado neste trabalho para desenvolver o
procedimento analitico proposto.

1.5.1. Andlises por injecdo em fluxo (FIA)

A andlise por injecdo em fluxo (FIA), é um processo analitico adequado
para realizar andlises on-line de maneira automéatica e é altamente eficiente para
minimizar o consumo de reagentes e de amostras, bem como o tempo de analise e
0s custos associados [89,90]. Um sistema FIA FIGURA 3, baseia-se na injecéo
(insercédo) de uma aliquota de amostra liquida em um fluido transportador, o qual a
desloca através do percurso analitico. E definido como percurso analitico, o espacgo
percorrido pela amostra do ponto de insercéo até o detector. Durante o deslocamento
através do percurso analitico, a amostra é dispersada no fluido transportador. Em
geral, a solucéo do reagente € adicionada por confluéncia em um ponto do percurso
analitico e ao misturar com uma solucdo do reagente em uma bobina de reacéo
(reator), ocorre a reacao quimica. Em seguida, € transportada em direcdo a um
sistema de detec¢do, o qual registra continuamente as mudancas na absorbancia
(sinal transiente em fungédo do tempo). O valor maximo é diretamente proporcional a

concentracao do analito.
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Sp Det

Re Dc

FIGURA 3. Esquema genérico de um sistema FIA em linha Unica. Re = Reagente; Sp = Sistema de
propulséo; Ij = Injetor; R = Reator; Det = Sistema de deteccéo; Dc = Descarte; Pd = Processamento de
dados e A e t = Absorbancia e tempo

Em trabalho usando o processo FIA, Chaneam et al. [91] determinaram
ureia e creatinina simultaneamente em urina humana. O sistema foi implementado
com dois detectores, sendo um condutométrico e outro fotométrico. Uma
caracteristica importante neste caso foi o sistema de detec¢éo [91], em que um dos
detectores foi construido com uma cela de deteccdo condutométrica em fluxo sem
contato, comumente conhecida como detector de condutividade sem contato acoplado
capacitivamente (C4D) e o detector fotométrico foi baseado no conceito “paired emitter
detector diodes” (PEDD) em que um LED é polarizado como fonte de radiagéo e o
outro como fotodetector.

Uma caracteristica fundamental de um sistema FIA, é que todas as
condi¢cBes operacionais sao reprodutiveis, a dispersao é facilmente controlada, entdo
as amostras e as solucdes padrao sdo processadas da mesma maneira. O FIA pode
ser considerado uma estratégia analitica que consome pequena quantidade de
amostra e de reagentes [92], e em consequéncia gera pequeno volume de residuo

por ensaio. Na FIGURA 4 é mostrado as principais fases do processo FIA.
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FIGURA 4. Etapas de um sistema FIA genérico

Algumas técnicas de deteccdo tem sido empregadas com sucesso em
sistemas FIA para determinacdo e especiacdo de mercurio, por exemplo, podemos
citar os seguintes procedimentos: digestdo de mercurio organico “em linha”
combinado com espectrometria de fluorescéncia atbmica (AFS) para especiacdo de
mercurio [93]; pré-concentracdo com enriquecimento em nano adsorvente a base de
silica mesoporosa funcionalizada com 1,5-bis(2-piridil) metileno tiocarbohidrazida
para especiacdo de mercurio, empregando ICP-MS como técnica de deteccéo [94]; e
voltametria de redissolucao anddica (FS-ASV) [95].

1.5.2. Multicomutacéo em andlise em fluxo (MCFA)

Em 1994 comecaram 0s primeiros procedimentos analiticos
empregando modulos de analise baseados no conceito de multicomutagdo em analise
em fluxo (MCFA) [96]. Uma caracteristica geral da analise por injecdo em fluxo, é que
cada solucao (fluido transportador e reagentes), requer um canal de bombeamento. A
multicomutacdo compreende um sistema de fluxo, constituido com comutadores
discretos e controlados por computador, e varias solucbes podem ser inseridas no
percurso analitico, usando apenas um canal de bombeamento. Todas as etapas
envolvidas no processamento das amostras, podem ser implementadas

independentemente [97]. Os sistemas de fluxo podem ser reconfigurados pelo
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software de controle, apresentando assim maior versatilidade, potencial de automacao
e minimizagcdo do consumo de reagentes e geragao de residuos [97,94].

Na FIGURA 5 é mostrado o digrama de um médulo de analise baseado
no processo de multicomutacdo em analise em fluxo. Este modulo de analise é
composto por 4 minibombas solenoide, as quais sdo responsaveis pela propulsao dos
fluidos: amostra, a solugéo transportadora e a solugcdo do primeiro reagente. Em
seguida outra minibomba solenoide insere a solucédo do segundo reagente. A mistura
da aliquota da amostra com as solu¢cfes dos reagentes ocorre durante o transporte
através dos reatores Rt e Rs, respectivamente. A leitura do sinal analitico € realizada
durante a passagem da zona da amostra através da cela de fluxo do detector. Devido
a dispersdo da amostra no fluido transportador, forma um gradiente de concentracao
e o0 sinal gerado pelo detector varia em funcdo do tempo. O valor maximo é

diretamente proporcional a concentracéo do analito [98].

X Rs :D
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B
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B [ LI |off 0
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FIGURA 5. Diagrama caracteristico de um mdédulo de analise em fluxo baseado no processo de
multicomutagcédo. A = amostra; R1 e Rz = solugdes de reagentes; C = transportador; Bi- B4 = bombas
solenoide; x e y = confluéncias, Rt e Rs = reatores helicoidal; D = detector e Desc. = descarte. As
superficies sombreadas abaixo das linhas, indicam que a minibomba correspondente esté ligada

Em um médulo de analise baseado no processo MCFA, as solucdes da
amostra e do reagente sao inseridas no percurso analitico de forma intermitente,

permitindo uma reducgéo significativa do consumo de reagente e na geracao de
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residuos [99]. Neste tipo de sistema de andlise, a propulséo de fluido € um parametro
essencial, e para isso tem sido utilizado, principalmente, bomba peristaltica [100],
bomba de seringa [101] e bomba solenoide [102,103].

Outros autores tém implementado procedimentos analiticos
empregando um conjunto de minibombas peristalticas [104] e valvulas solenoides de
trés vias [105]. Andrade e colaboradores [98] desenvolveram um procedimento
baseado em MCFA para determinacdo de polifendis totais em vinhos, utilizando
deteccado por quimiluminescéncia.

Procedimentos proposto por Santos et al. [106], compreende o
desenvolvimento de um procedimento para a determinacdo simultanea de sulfato e
cloreto em coque de petroleo, empregando uma bomba de seringa homemade, e um
fotbmetro baseado em LED. Gomes e colaboradores, [107] empregaram um sistema
de multicomutacdo em fluxo para a determinacdo de diclofenaco de sodio, acido
acetilsalicilico e fluoretos em farmacos injetaveis, comprimidos e aguas de torneira. O
modulo de andlise baseado no processo MCFA foi construido com trés valvulas
solenoide de trés vias e uma bomba peristaltica. Em outro trabalho, Brasil e Reis, [108]
propuseram um procedimento analitico automatizado para a determinagédo fotométrica
de acucares redutores em vinhos. Neste procedimento, 0s autores usaram a reacao
de reducédo de acucares com hexacianoferrato de potassio (lll) em meio alcalino, e foi
implementado empregando uma abordagem de multicomutacdo em analise de fluxo

e uma camara de aguecimento para acelerar o desenvolvimento da reacao.

1.5.3. Analise em fluxo batelada (FBA)

O processo de analise em fluxo-batelada, do inglés (Flow-batch analysis
systems FBA), combina as vantagens inerentes aos sistemas de analise por injecao
em fluxo com as do processo de analise em batelada. O processo FBA apresenta
vantagens como robustez, baixo custo de analise, baixo consumo de amostras e de
solucdes de reagentes, geracao de pequeno volume de residuos. Uma reviséo sobre
os procedimentos analiticos em fluxo batelada foi elaborada por Diniz et al. [109], onde
afirmam que em FBA, as medicdes podem ser realizadas com sensibilidade maxima,
pois o equilibrio fisico-quimico do processo analitico pode ser alcancado com um
minimo de diluicdo da zona de amostragem.

Um sistema FBA basico geralmente compreende cinco partes

essenciais:
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e Sistema de propulsdo de fluidos, empregando bomba peristaltica ou bomba-
solenoide;

e Sistema de escoamento de fluidos, constituido por tubos com didmetro interno
entre 0,2 e 2,0 mm,;

e Sistema de controle da manipulacdo das solucdes, empregando valvulas
solenoide de duas ou de trés vias;

e Sistema de mistura, cAmara onde as aliquotas da amostra e das solucdes de
reagentes sao misturadas;

e Sistema de deteccdo, monitoramento de uma dada propriedade da amostra em
funcdo do composto formado com o reagente usado.

Na FIGURA 6, € mostrado o diagrama de fluxo de um mddulo de analise
em fluxo-batelada. As valvulas solenoide servem para direcionar cada solucéo para
a camara de mistura ou para o respectivo recipiente. A valvula solenoide Vs, direciona

a solucéo final (composto formado) para a deteccéo e subsequente descarte.

Propulsdo = Comutagéo Mistura/reagao Detecgéo

FIGURA 6. Diagrama béasico de um modulo de andlise em fluxo-batelada. Ci - C4, recipientes de
amostra, reagentes; PP, bomba peristéltica; Vi1 - Vs, valvulas solenoide de 3 vias; MS, agitador
magnético; MC, camara de mistura/reagdo; MA, barra magnética; D, detector; W, descarte de residuo

O processo FBA tem sido empregado para uma variedade de técnicas
analiticas, incluindo espectrofotometria [110,111], quimiluminescéncia [112],
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplada ICP OES

[113], eletroquimica [114], o que demostra a versatilidade do processo.
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Empregando esse processo, Nascimento et al. (2015) [122]
desenvolveram um procedimento ecologicamente sustentavel, usando microextracao
liquido-liquido dispersiva (DLLME) com um liquido iénico (IL) para a determinacao de
formaldeido no leite [115]. Os autores exploraram o conceito de fluxo pulsado pela
primeira vez para disperséo do extrator, visando maior precisdo e maior eficiéncia de
extracao.

Khanhuathon e colaboradores [116] empregaram um sistema de injecéo
sequencial, para implementar o processo FBA para a determinacao
espectrofotométrica de aluminio em amostras de agua e bebidas. O sistema
desenvolvido mostrou-se econdmico, sensivel e reprodutivel.

Acebal et al. [117] empregaram um sistema FBA com fotodegradacao e
deteccdo por flurometria. O procedimento analitico foi implementado para a
determinacdo de metil-metsulfuron (herbicida) em amostras de agua. O método
proposto incluia uma etapa de pré-concentracdo/separacdo em fase soélida (SPE),

usando uma minicoluna com C18, acoplada a camara de mistura.

1.5.4. Diodo emissor de luz e seu uso em fotometria

O diodo emissor de luz (LED, do inglés light emitting diode), € uma fonte
de radiacdo eletromagnética atraente para medi¢cdes em espectrometria na regiao
visivel do espectro eletromagnético (400 - 700 nm). A maioria dos LEDs tem banda
de emissdo em torno de 25 nm, o que permite seu emprego em deteccao fotométrica
sem o0 uso de dispositivos 6pticos como prisma ou rede de difracdo [118]. Outras
vantagens séo: intensidade estavel, baixo consumo de energia, producdo de calor
desprezivel, tamanho pequeno e longa vida util (estimada em 100 000 horas). Além
destes, ha dois parametros importantes que devem ser considerados na selecdo de
um LED como fonte de radiagéo: (i) a intensidade do feixe de radiacdo emitida
ajustavel; (ii) angulo de abertura do feixe de radiacéo, o qual pode variar de 10 a 90°.
Encontra-se facilmente no mercado, LEDs em que o feixe de radiagcdo emitida tem
angulo de abertura na faixa de 20 a 30°. Esta abertura é suficiente para detec¢éo
fotomeétrica em sistemas de analise em fluxo com celas de deteccgéo longas (100 mm)
[119]. Quanto a intensidade, o LED que emite radiacdo com angulo de abertura
estreito, o feixe de emissdo € mais intenso. Por estas razdes, 0os LEDs para as faixas
visivel do espectro eletromagnético tem sido amplamente adotados em instrumentos
analiticos [120,121].
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A intensidade do feixe de radiacdo emitida por um LED de alta
intensidade, é cerca de cinco vezes maior do que a do feixe de radiacdo emitida por
uma fonte convencional com monocromador [122], onde ocorre reducdo da
intensidade do feixe de radiacdo. Esta caracteristica permite o uso de celas deteccéo
de longo caminho Optico, visando aumento de detectabilidade. A FIGURA 7 mostra a
configuragdo genérica de um sistema de deteccdo usando LEDs com fontes de

radiacdo eletromagnética.

LEDs Computador
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FIGURA 7. Representacao genérica de um fotdmetro baseado em LEDs

Magalhées e Reis [121] desenvolveram um fotdmetro baseado em diodo
emissor de luz (LED), projetado para usar uma célula de fluxo com caminho 6ptico de
100 mm, tendo como objetivo melhorar a sensibilidade. Apds a selecao das variaveis
do sistema em fluxo, foi observado a adeséao a lei de Lamber-Beer para concentracdes
de ions Co?* na faixa de 0,13 a 1,5 ug L™

Fiedoruk et al. [123] apresentaram a proposta de um sistema hibrido de
injecdo sequencial/injecdo em fluxo (SI/FI), equipado com um detector fluorométrico
baseado em LED para testes de bio-acessibilidade de orto-fosfato em solos. Nesse
trabalho, o detector opto-eletrnico compreendia dois LEDs, um polarizado como

emissor de radiacdo e outro como fotodetector.

1.5.5. Emprego do microcontrolador Arduino em analise em fluxo

A automacao de procedimentos analiticos requer o emprego recursos de
eletrbnica e de informética. Entre os dispositivos disponiveis no mercado com
estrutura apropriada para esta finalidade, destaca-se o microcontrolador Arduino Due,
o qual tem 54 pinos que podem ser configurados como entrada/saida digitais,
12 entradas analégica/digital com resolucdo de 12 bits, e 2 saidas analdgica de
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12 bits. Em vista disso, é bastante atraente para o desenvolvimento de projetos de
pesquisas, envolvendo automacao de procedimentos analiticos [124].

Dos 54 pinos, 12 podem ser usados como saidas PWM (power
modulation), caracteristica que pode ser usada para controlar a rotagdo de mores de
corrente continua ou a intensidade de luminosidade de um LED, usado como fonte
radiagdo em um fotdmetro de LED. A programacgéo do Arduino Due para realizar as
tarefas que desejamos, é realizada em linguagem de programacéo C**, desenvolvida
em computador comum, usando um aplicativo disponivel na internet

(https://store.arduino.cc/usa/due). Apos o desenvolvimento, o programa é transferido

para a placa de Arduino através da interface serial USB (Universal Serial BUS).
Finalizada a transmissao, o Arduino inicia a execucao do programa. Este programa é
permanente, mas pode ser trocado por outra versdo, simplesmente transmitindo
(carregando) novamente o programa atualizado.

A FIGURA 8 mostra uma placa do Arduino Due vista de cima,
praticamente em tamanho real. Esta caracteristica facilita seu uso em equipamentos

de pequeno porte como o que pretendemos desenvolver neste trabalho.
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FIGURA 8. Vista superior de uma placa Arduino Due. 1 = boté@o reestabelecer (reset); 2 = porta de
entrada USB; 3 = porta de entrada de programacdo USB; 4 = entrada de energia externa;
5 = controlador Atmel SAM3XE ARM cortex-M3; 6 = saida de 5 V; 7 = entradas analdgicas; 8 = PWM
de saida; 9 = porta serial de comunicacao; 10 = botdo apagar; 11 = pinos de entrada e saida digital

Um programa para ser executado em uma plataforma Arduino Due,
obrigatoriamente compreende trés partes: (i) geral, onde sdo definidas as finalidades
funcionais dos pinos do Arduino que serdo usados, bem como os nomes das variaveis

e valores das constantes usadas; (ll) funcao setup (), onde sao definidas como cada
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pino do Arduino funcionara durante a execucao do programa. (lll) funcao loop(), onde
sdo executadas as tarefas inerentes ao processo analitico que desejamos controlar.
As grandezas definidas na primeira parte sao reconhecidas pelo Arduino
em todas as fases de execucdo do programa. Uma vez conectado a fonte de
alimentacao, o Arduino executa a funcao “loop()” continuamente, portanto etapas de
pausa, repetices e inquiricbes para novas atividades, devem ser incluidas pelo
usuario em funcdo das necessidades do projeto. A seguir é apresentado como
exemplo de um programa feito para acionar sequencialmente 3 valvulas solenoide, ou

outros dispositivos adequadamente conectados nestes pinos do Arduino Due.

int valvulalPino = 11; // Define que a valvula 1 esta conectada no pino 11.
int valvula2Pino = 10; // Define que a valvula 2 esta conectada no pino 10.
int valvula3Pino = 9; // Define que a valvula 3 esta ligada no pino 9.

int tempo = 100; // Define o intervalo de tempo para manter as valvulas ligadas.

void setup()

{

pinMode(valvulalPino,OUTPUT); //Saida.
pinMode(valvula2Pino,OUTPUT); //Saida.
pinMode(valvula3Pino,OUTPUT); //Saida.

}
void loop()

{

digitalWrite(valvulalPino,HIGH); //Liga a vélvula V1.
delay(tempo); /[Espera 100 ms.
digitalWrite(valvulalPino,LOW); //Desliga a valvulas V1.
digitalWrite(valvula2Pino,HIGH); //Desliga a valvulas V1.
delay(tempo);

digitalWrite(valvula2Pino,LOW); //Desliga a valvulas V2.
digitalWrite(valvula3Pino,HIGH); //Liga a valvulas V3.
delay(tempo);

digitalWrite(valvula3Pino,LOW);//Desliga a valvulas V3.
delay(tempo);

}
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Este tipo de microcontrolador tem sido usado para automacédo de
procedimentos analiticos baseados no processo de analises em fluxo. Miranda et al.
[125], desenvolveram um sistema baseado em multicomutacdo em analise em fluxo
para determinagdo fotométrica dos ions Fe?* e Fe** em Aaguas. Neste sistema, o
hardware projetado era controlado por um microcontrolador Arduino Due que oferece
recursos para acionar dispositivos externos, realizar aquisicdo de dados usando
conversor analogico para digital com 12 bits de resolucdo e comunicacédo atravées de
uma interface USB [126]. Os autores afirmam que o baixo consumo de energia do
equipamento era adequado para o trabalho de campo [125].

Conte et al. [127], projetaram e aplicaram com sucesso um fotdmetro
impresso em 3D controlados com um Arduino. Nesse trabalho, os autores utilizaram
componentes de baixo custo (LEDs, resistores e um Arduino) e pecas impressas em
3D personalizadas (célula de fluxo e suporte de cubeta) para detectar a absorcdo da
radiacédo. O fotbmetro com cela de fluxo impresso em 3D foi conectado em linha para
detectar dinamicamente a absorbancia de culturas de células e foi aplicado com
sucesso para analise de enzimas.

Lima et al. [128], desenvolveram novos procedimentos com deteccgéo
fotométrica para a determinacdo de cloreto e sulfato em etanol combustivel, sem
etapas de preparo da amostra, explorando a estratégia de fluxo-batelada. Nesses
trabalhos, o controle do modulo de analise, incluindo a manipulacédo das solucdes e
aquisicao de dados, foram realizados usando uma placa Arduino Due equipada com
as interfaces periféricas necessarias [128,129].

Tendo em vista estas caracteristicas do Arduino Due, esta plataforma foi
escolhida para controlar o0 médulo de analise e o sistema de deteccdo que serao
projetados e construidos como parte da pesquisa, para desenvolver um procedimento

automatico para a determinacgao fotométrica de mercurio em aguas e sedimentos.
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2. OBJETIVOS
O presente projeto teve como objetivo o desenvolvimento de
procedimento analitico para determinagcédo fotométrica de mercurio em sedimento e

aguas doces empregando os processos de fluxo-batelada e multicomutacéo em fluxo.

2.1. Objetivos especificos

e Empregar os processos de multicomutagdo em sistema de analise em fluxo
(MCFA) e fluxo-batelada (flow-batch);

e Desenvolver um moddulo de analise com dispositivo de deteccéo
fotométrica;

e Propor um software de controle e aquisicdo de dados de forma integrada;

e Fazer teste em bancadas para ajuste dos equipamentos e escolha de
reagentes;

e Avaliar o desempenho analitico do sistema proposto;

e Comparar as caracteristicas analiticas do mesmo com outros sistemas

automaticos em fluxo.
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3. EXPERIMENTAL
3.1. Materiais

Neste item discutiremos 0 processo de construcdo do equipamento
proposto para determinacéo de mercurio em aguas doces e sedimentos, empregando
processos de multicomutagdo e fluxo batelada. O equipamento usado
compreendendo o modulo de andlise, o sistema de propulséo de fluidos e de deteccao
fotométrica, foram construidos como parte do projeto da pesquisa, empregando
materiais de baixo custo, os quais sdo detalhados no item a seguir. O controle do
modulo de andlise e a aquisicdo de dados foram realizados empregando o
microcontrolador Arduino Due acoplado a um microcomputador, e funcionando com

um software escrito em C++, especifico para este projeto de pesquisa.

3.1.1. Descricao do sistema de multicomutacao e fluxo-batelada

Neste trabalho ser4 empregada uma bomba de seringa como propulsor
de fluidos, e neste item é descrito a constituicdo deste equipamento, o qual foi
projetado como parte do trabalho de tese, e foram empregados o0s seguintes
dispositivos: um motor de passo (NEMA 23) com torque de 7 kgf e 200 passo por
volta; um fuso de aco inox, 21 cm de comprimento, 1,5 de didametro e rosca com passo
de 2 mm; uma castanha com 38 mm de comprimento, didmetro e rosca compativel
com o fuso; um mancal com rolamento; dois cilindros de latdo, comprimento de 22 cm
e diametro de 15 mm; trés seringas de vidro, volume de 5 mL; trés valvulas solenoide
de trés vias HP225T031 (NResearch Inc.); duas chaves elétricas de trés contatos e
haste deslizante com rolamento. Outras pecas incluindo placas de acrilico e de
aluminio, conectores elétricos sdo detalhados na FIGURA 9.

O motor de passo é um dispositivo eletromecéanico que converte pulsos
de energia elétrica em movimento rotativo. O eixo do motor de passo
gira continuamente, quando sdo aplicados uma sequéncia de pulsos elétricos.
A velocidade de rotagcdo tem relacdo direta com o0 ndmero de pulsos
aplicados por unidade de tempo (s), portanto a velocidade do motor de
passo é definida pela frequéncia com que os pulsos elétricos sdo aplicados. O niumero
de voltas do eixo € definido pela quantidade de pulsos programados. O motor
usado neste projeto tem um angulo de rotacdo de 1,8° (radiano) por pulso,

portanto para dar uma volta sdo necessarios 200 pulsos elétricos.
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Essa caracteristica permite controlar a vazao das seringas com boa precisdo, e
volume das aliquotas amostradas ou deliberadas podem ser definidas por tempo ou

por contagem de pulsos.

>

FIGURA 9. Vista da bomba de seringas. Sup = suporte de acrilico; Mp = motor de passo; Pa = parafuso
(fuso) de tracéo; Cig = cilindros guias; Po = porcas; Rl = mancal com rolamentos; g = suporte guia; Cnz
= conector da interface do motor de passo; P1, P2, P3 e P4 = placas de acrilico; Chi e Chz = chaves de
interrupgéo; Vi, V2 e Vs = valvulas solenoides; Si1, Sz e Sz = seringas de vidro; P1 e P2 = barras de
aluminio, espessura de 2 e 3 mm, respectivamente, Pc = placa de acrilico de 15 x 1,5 cm de
comprimento e espessura, com canais para encaixe das seringas
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Além da alimentagdo em corrente continua, o motor de passo
empregado tem trés linhas de controle com as seguintes func¢des: habilitacéo, direcao
e frequéncia. Estes sinais de controle sdo aplicados a uma interface de poténcia
(DR-SB050DCO04-CS, ACTION MOTORS) que faz compatibilizacdo de diferenca de
potencial e de corrente requeridas pelo motor de passo. Esta interface é alimentada
por uma fonte de tenséo de 24 V e intensidade de corrente 10 A,

Para permitir a selecdo de vazbes por software, foi desenvolvido um
gerador de frequéncia com sete saidas selecionadas por software, permitindo gerar
as seguintes vazoes: 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,2 yL s. Quando a linha de
habilitacdo da interface est4 em nivel l6gico alto (sinal aplicado > 2,0 V), o motor de
passo permanece parado. Quando a linha que define a direcédo esta em nivel l6gico
baixo (sinal aplicado < 0,8 V), a rotacdo do motor € no sentido horario (para a direita),
caso contrario, a rotacdo sera no sentido anti-horario (para a esquerda). A castanha
(porca de 3,8 cm de comprimento) esta fixada em uma base de metal, na qual foi
fixada a plataforma movel que desloca os émbolos das seringas. Os tambores das
seringas (corpo externo) estdo presos em uma plataforma fixa. Quando o motor de
passo é habilitado para girar para a direita, os émbolos das seringas sédo deslocados
para cima, e quando a rotacdo € para a esquerda, os émbolos sdo deslocados para
baixo. As chaves elétricas Ch1 e Chz funcionam com delimitador de fim de curso, assim
quando a plataforma movel P2, FIGURA 9 encosta em uma delas, interrompe a
alimentacdo do motor. Estas chaves ndo sdo programaveis e funcionam como
seguranca por hardware. Quando a chave superior é acionada (Chz), o movimento do
motor so é restabelecido com a habilitacdo para o deslocamento para baixo. O mesmo
principio se aplica quando a interrup¢do do movimento era causada pela chave inferior
(Ch1). Estas chaves sdo dispositivos de seguranca e atuam no final dos
deslocamentos para cima e para baixo, entretanto o movimento pode ser interrompido
por software em qualquer posicao.

O conceito basico da extragéo por solvente, tendo como objetivo realizar
pré-concentracdo, requer que o volume da fase aquosa esteja maior que o volume da
fase organica. Em sistemas de analise em fluxo, a manipulacdo de grandes volumes
de amostra com bomba peristaltica € uma etapa muito demorada, o que compromete
a produtividade do procedimento analitico. Visando contornar esta dificuldade foi

desenvolvido o dispositivo mostrado na FIGURA 10.
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FIGURA 10. Diagrama do sistema de amostragem. Plac = Placa de PVC; Sup = suporte em acrilico;
Ra = Recipiente de amostra; Tu = tubos de silicone, Plb = placa de PVC; Cp = minicompresor de ar; e
cn = conectores elétricos

No suporte (Sup) foi usinado um encaixe com rosca para um tubo
(CORNING - Falcon) com volume de 50 mL, o qual é usado como recipiente da
amostra. Quando o recipiente com a amostra esta encaixado no suporte, e o
compressor (MAXXI PRO 300) é ligado, o fluxo de ar faz pressédo sobre o liquido
dentro do tubo, o qual é forcado a se deslocar através dos tubos de silicone para a
camara de extragdo. O compressor de ar usado gerava uma vazédo de 2 mL s¥,
permitindo que um volume de amostra de 40 mL fosse transferido em um intervalo de

tempo de 20 s.
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Tap

FIGURA 11. Vista da montagem da camara de reacao/extracao.SP1, SP2 e SP3 = suportes de acrilico;
V = valvula solenoide; Hast = bastdo de vidro para agitagdo (14 cm de comprimento e 6 mm de
diametro); Cam = Camara de mistura; En = Entrada de fluido; Tap = Tampa; Int = interface de controle;
Mt = motor de corrente continua, Re = relés; Cnl e Cn2 = conectores parta as bombas de amostragem
e de esvaziamento da camara de extragdo; Cp = capacitor eletrolitico de 447 yF

O motor de corrente continua instalado no topo da plataforma, foi usado
para forcar a mistura entre as fases aquosa (amostra) e organica (cloroférmio).
A agitacdo era feita com um bastdo de vidro acoplado ao eixo do motor com um
pedaco de tubo de silicone. A extremidade inferior do bastéo de vidro foi moldada na
forma de moeda, visando melhorar as condigdes de mistura. A velocidade do motor
foi controlada através de uma porta digital do Arduino Due, usando uma funcéo
chamada PWM (Power modulation) disponivel no Arduino. Esta fung¢do controla o
intervalo de tempo de alimentagcdo do motor, e pode variar de 0% (motor parado) a
100% (rotagdo méxima). O valor é definido por software como uma variavel de usuério,
qgue pode ser alterada em funcdo da rotacdo desejada. A contagem do ndamero de

rotagdes por minuto (rpm) foi realizada, fixando um disco de fibra de vidro no eixo do
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motor e instalando uma chave optica (sloted switch) na periferia do disco. Esta chave
tem um emissor e um detector de radiagdo na regido do infravermelho, e o disco
interrompia o feixe de radiacdo. Quando o motor estava em movimento, um corte na
beirada do disco permitia a passagem de radiacdo, uma vez em cada volta. O detector
de radiacdo gerava um pulso de diferenca de potencial e era contado por um
frequencimetro. Este arranjo permitiu variar a rotacdo do motor de 500 até 5.500 rpm.

O compressor (SUPER AIR-PUMB — KARE'’S) acoplado ao frasco de
descarte da camara de extracao, foi instalado para gerar vacuo no frasco de descarte,
e dessa forma, o fluido dentro da cAmara de extracéo era aspirado para o descarte,
permitindo que a camara fosse esvaziada em um intervalo de tempo de 25 s. A camara
de reacao/extracdo foi fixada em um suporte de PVC, e a estrutura montada é
mostrada na FIGURA 11.

3.1.2. Projeto do sistema de deteccdo e do médulo de andlise

A instrumentacéo consiste em dois modulos descrito abaixo. O diagrama
do fotbmetro baseado em LED & mostrado na FIGURA 12. O fotdmetro inclui um
fotodiodo OPT301 (Texas Instruments); um diodo emissor de luz (LED) com emisséo
méaxima a 485 nm; uma cela de fluxo com 50 mm de caminho 6ptico e 1,2 mm de

didmetro interno, moldada usando um tubo de vidro [119,130].

=]
(=
=3

FIGURA 12. Diagrama do fotdmetro. Det = fotodiodo OPT301; LED = diodo emissor de luz (Amax = 485
nm); gc = cilindro de vidro (1,2 mm de didmetro e 20 mm de comprimento); fb = corpo da cela de fluxo
(50 cm de comprimento e 1,2 didmetro interno); tr = transistor BC547; So = saida de sinal (mV); D =
diodo (3,2 V); in e out = entrada e saida de fluido, respectivamente

O fotodetector (Det) fornece na saida (So), uma diferenca de potencial
(mV), diretamente proporcional a intensidade do feixe de radiacao (Ib), proveniente da
cela de fluxo (fb). A intensidade do feixe de radiacdo (la), emitida pelo LED,

foi ajustada através do resistor variavel conectado a base do transistor (Tr).
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A placa Arduino Due foi programada para trabalhar com uma resolugéao de 12 bits,
assim o valor digital méximo é 4096, o que corresponde a um sinal de entrada
analogica de 3200 mV. Sempre gue software era iniciado, o ajuste do sinal gerado era
realizado para atender a esse valor, o que era feito girando o resistor variavel
conectado a base do transistor (Tr). Por seguranga, o brilho do LED foi ajustado para
obter uma medicao de 4000 unidade digital. Isto era feito mantendo a cela de fluxo
cheia com agua.

O diagrama do modulo do sistema de analise em fluxo € mostrado na
FIGURA 13 na condicéo stand by e seu acoplamento a placa Arduino Due € mostrado
na FIGURA 14.

FIGURA 13. Diagrama do sistema de fluxo. P1 e P2 = minibombas, vazdo 132 mL min-t; Sv = frasco de
amostra, tubo Falcon de 50 mL; Sc = camara de separac¢éo; og = fase organica; aq = fase aquosa; Ct
= cobertura de Teflon; Tc = tampa rosqueada; Mt = motor Dc; gr = bastao de vidro; Dtz = ditizona em
cloroférmio; V1, V2 e V3 = valvulas solenoides de trés vias; S1 e Sz = seringa de vidro; Det = fotbmetro;
W1, W2 e W3, = recipientes de residuos; Ifs: e Ifsz = chaves Opticas (infravermelho); Ci, Ca,... € Cs =
terminais elétricos conectados como indicado na Fig. 14; Cs = plugue conectado a linha PWM, Fig. 14
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FIGURA 14. Diagrama dos dispositivos eletrénicos de acoplamento ao Arduino Due. Cli, Cl2 e Clz =
circuito integrado ULN2803; P1 e P2 = bombas; Ci, C2, Cs, C4 € Cs = plugues elétricos para bombas P:
e P2, vélvulas solenoides Vi1, V2 e Cs (Fig. 13), respectivamente; Cs = plugue PWM para o motor CC
(Fig. 13); Ao, A1 e Az = entradas analogicas do Arduino Due; So = sinal do fotdbmetro (Fig. 13); SO1 e S02
= sinais do sensor infravermelho (Ifs1 e Ifsz, Fig. 13), respectivamente; Ch: e Chz = interruptores
elétricos normalmente aberto, INi = interface para acionar o motor de passo; Gz = gerador de
frequéncia; STp = barramento de controle do motor de passo

As valvulas solenoide de trés vias (V1, V1 e V3) acopladas as seringas,
permitem enché-las com as solucdes e direciona-las para o médulo de andlise.
Estas véalvulas sdo alimentadas com diferenca de potencial de 12 V, e s@o acopladas
a uma interface digital (ULN2803), a qual recebe os sinais de controle gerado pelo
Arduino Due em 3 V e compatibiliza para 12 V. Além disso, a intensidade de corrente
elétrica fornecida pelo Arduino nas portas digitais varia de 3 a 15 mA, portanto n&o é
suficiente para acionar uma vélvula solenoide. Esta interface pode fornecer 0,5 A de
corrente em cada linha de controle. Na FIGURA 14 é mostrado o acoplamento desta
interface ao modulo de analise e a placa do Arduino Due.

Quando o software de controle era executado, uma mensagem mostrada
no display, indicaria se o recipiente da amostra (S) estava anexado ao suporte.

A confirmacgéo era feita pressionando a chave Chi (FIGURA 14), e imediatamente a
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minibomba P1 era ligada. Sob esta condicdo, o ar era bombeado para dentro do
recipiente da amostra (Sv), pressionando a amostra a qual fluia em direcdo a camara
de separacdo (Sc). Apos um intervalo de tempo de 2 s, o Arduino Due lia
continuamente o sinal gerado pelo sensor infravermelho (IfS1) através de sua entrada
analogica Ai. Esta acdo era mantida até o sinal de leitura variar de = 600 para
=~ 300 mV. Quando isso acontecia, indicava que a solugdo da amostra tinha sido
completamente deslocada para a camara de separacdo (Sc), e a bomba (P1) era
desligada. Em seguida, a valvula solenoide (V2) era ligada e as seringas eram
deslocadas para baixo, assim a seringa Sz aspirava uma aliquota (1 mL) de amostra
através da cela de fluxo do fotdmetro. Posteriormente, a valvula solenoide (V1) era
ligada e as seringas eram deslocadas para cima, assim a seringa (S1) inseria uma
aliquota (800 - 1400 uL) da solugdo reagente (Dtz) na camara de separagao.
Ao mesmo tempo, o motor (Mt) era ligado durante um intervalo de tempo predefinido,
de modo que o bastdo de vidro preso ao eixo do motor girava em alta rotacao
(5000 RPM), causando um contato dinamico entre a fase aquosa (amostra) e a
organica (cloroférmio), permitindo assim a reacdo entre o analito Hg(ll) e a ditizona
dissolvida na fase orgéanica. Para permitir a separagéo de fases, a mistura na camara
de separacéo era mantida em repouso por um intervalo de tempo pré-ajustado para
ser suficientemente longo para a deposi¢cao da fase organica no fundo da camara de
separacao.

Como foi descrito acima, a cela de fluxo era preenchida com uma
aliquota da solucao da amostra. O sinal gerado pelo fotdmetro sob esta condi¢éo era
lido pelo Arduino Due e salvo como referéncia (Rf) para ser utilizada no célculo da
absorbancia. Posteriormente, as seringas eram deslocadas para baixo e a valvula
solenoide V2 era ligada. Sob esta condicédo, a fase organica era deslocada em direcédo
ao fotdbmetro (Det), preenchendo a cela de fluxo com a fase organica contendo o
complexo Hg(ll)/ditizona. O Arduino Due lia o sinal gerado pelo fotbmetro através de
sua entrada analdgica (Ao), convertia para valor digital (dv). A absorbancia era
calculada usando a seguinte relacdo: A = log(Rf/dv). Os valores de absorbancia
eram exibidos na tela do computador, e eram transferidos para uma plataforma Excel,
a fim de permitir seu processamento. No proximo passo, a valvula solenoide
(V3) e a minibomba (P2) eram ligadas, e o0 ar era aspirado para fora do recipiente de
descarte (W2), criando uma pressdo negativa dentro do vaso, forgcando o

deslocamento da amostra da camara de separagcédo para o vaso de descarte (W2).
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Durante esta etapa, o Arduino Due lia através da entrada analdgica (Az), o sinal gerado
pelo sensor de infravermelho (Ifsz). Apés um intervalo de tempo de 3 s, se o sinal de
leitura era menor que 300 mV, o Arduino Due entendia que a camara de separacao
estava vazia, a valvula solenoide (V3) e a minibomba (P2) eram desligadas.
Este arranjo evitava o contato da fase organica com as partes plasticas da bomba.
A partir deste momento, o sistema estava pronto para processar a proxima amostra.
O fluxograma da execuc¢éo do procedimento analitico € mostrado na FIGURA 15 e um
resumo da sequéncia de execucao € mostrado na TABELA 2. A listagem do programa
de controle e de aquisicdo de dados (comentada), escrito em linguagem de
programacdo C++, foi incluida em um capitulo especial e compbe a Tese como
apéndice. Assim, se o leitor tiver interesse pode consulta-lo, mas a Tese foi redigida

de forma sua leitura pode ser compreendida sem leitura do programa de controle.
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FIGURA 15. Fluxograma do procedimento analitico
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TABELA 3. Sequéncia de execucao da extracéo

Etapas P1 P, Vi V2 Vi3 Mt S1/S2 Vazéao Tempo(s)
mL s*
Esvaziar camara 0 1 1 0 0 0 Desligado 2000 25
Inserir amostra 1 0 0 0 0 0 Desligado 2000 20
Inserir ditizona 0 0 0 0 1 1 Para cima 100 8
Reacéo 0 0 0 0 0 1 Desligado - 15
Separacéo 0 0 0 0 0 0 Desligado - 25
Leitura de sinal 0 0 0 1 0 0 Para baixo 12 5

*Os valores apresentados nas colunas de vazéo e tempo séo os valores selecionados apds os ensaios.

3.2. Preparo dos reagentes e solucgdes

Todos os reagentes foram de grau analitico (Merck-Alemanha). Agua
purificada (resistividade especifica de 18,2 MQ cm™ a 25 °C) foi usada em toda parte
experimental. Solucdo de acido sulfarico 6,0 mol L foi preparada por diluicio com
dgua a partir do &cido concentrado (Merck). As solucbes de trabalho com
concentragdo variando de 0,05 a 1,0 mol L** de H2SO4 foram preparadas por diluicéo.

Solucdes estoque de Hg?* (1000 mg L™?) foi preparada dissolvendo uma
quantidade apropriada de HgClz (Sigma) em uma solucédo de H2SO4 (0,05 mol LY).
Apés a dissolucao, o volume foi completado para 100 mL, usando a mesma solugéo
de &cido sulftrico. Solugbes padrdo de trabalho (0,0, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5
e 10,0 pug L™ de Hg?*) foram preparadas diariamente por diluicbes a partir da solucéo
estoque, usando uma solugdo de H2SOa4 (0,2 mol Lt) como diluente.

Solucdo estoque de ditizona 1,0 mmol L*! (Sigma) foi preparada
dissolvendo 25,6 mg do reagente em cloroférmio, e foi armazenada em frasco ambar
e mantida sob refrigeracdo em geladeira (4 °C) quando ndo estava em uso. Um
volume de 10 mL de uma solucéo de sulfito de sodio (1%, m/v) foi adicionado ao frasco
com ditizona. Esta solucdo tem densidade menor que a do cloroférmio, em vista disso,
se espalhava na superficie formando uma camada protetora, evitando o contato com
o ar, aumentando a vida util da solug&o de ditizona. A solucado de trabalho de ditizona
foi preparada diariamente por diluicdo da solucao estoque com cloroférmio.

Solugdo de KBr-KBrOs (0,1 mol L) foi preparada dissolvendo 1,192 g
de brometo de potassio a um vaso com 100 mL de solucdo de acido cloridrico (33%
v/v), e agitando até a dissolucdo. Depois disso, 1,668 g de bromato de potassio foi

lentamente adicionado ao recipiente sob agitacao. A agitacao da solucéo foi mantida
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durante a noite. Solucdo de cloreto de hidroxilamina de sodio a (12% m/v) foi
preparada dissolvendo a quantidade apropriada do solido em agua.

Solucéo de limpeza, etanol (20% v/v) foi preparada por diluicdo com
adgua. Solucdes estoque (1000 mg L) dos ions potencialmente interferentes
(Mn?*, Co?*, Zn?*, Ni?*, Cd?*, Ca?*, Pb?*, AI**, Cr¥*, Cu?*, Mg?*, Fe®*, Ag* Au®*, SO4?,
PO4%, CI, F, NO2) foram preparados dissolvendo a quantidade apropriada dos sais

em uma solucao de HNOs3 (0,5% m/v).

3.3. Coleta e preparo das amostras de aguas

Garrafas de polietileno tereftalato PET 1000 mL foram descontaminadas,
mantendo em banho de &cido nitrico (20% v/v) por 24 h. ApGs esta etapa, os frascos
foram lavados duas vezes com agua purificada e secos em estufa de fluxo laminar
(25 °C), mantendo-os neste ambiente por 24 h.

As amostras de agua foram coletadas em trés locais diferentes do rio
Piracicaba (Estado de Sao Paulo, Brasil), seguindo a metodologia estabelecida pelo
Escritério de Agua da Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos (EPA US),
método 1631 [131]. As amostras de agua foram filtradas utilizando filtro de membrana
de celulose com porosidade de 0,45 um (Millipore HA). Uma série de frascos
de 100 mL foram preenchidos com cada amostra e armazenados em freezer a 4 °C.
Antes de analisar, as amostras foram submetidas a um processo de oxidacao,
seguindo a metodologia descrita nos trabalhos de Tavares, 2003, Sun, 2012
[132,133]. Uma aliquota de 100 mL, foi transferida para tubos de polipropileno (PP)
de 200 mL e a eles foram adicionados 1,1 mL de acido H2SO4 concentrado e 1,8 mL
da solugéo de KBr-KBrOs. A mistura foi mantida em repouso por 30 min a temperatura
de 25°C. A preparacao da amostra foi finalizada, adicionando uma aliquota de
(250 pL) da solucao de hidroxilamina (12% m/v). Para atender a compatibilidade da
matriz, as solugdes padrao foram submetidas ao mesmo tratamento.

Amostras de dgua mineral foram adquiridas em supermercados locais e
as aguas de torneiras foram coletadas nas cidades de Piracicaba, Rio Claro,
Americana e Sao Pedro no Estado de Sao Paulo. Antes da utilizacdo, as amostras

foram acidificadas com acido sulftrico 0,3 mol L.
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3.4. Digestdo com agua régia

Varios procedimentos para a preparagdo de amostras ambientais e
sedimentos sédo encontrados na literatura evolvendo a digestao assistida por micro-
ondas [134,135]. Arslan et al. (2000); Falciani et al. (2000) [134,136] usaram acido
cloridrico e fluoridrico para digestéo de solo e de sedimento contendo aluminossilicato.
Entretanto, o uso de agua régia para a digestdo de solos e de sedimentos € muito
usado em diversos procedimentos [32,137]. Portanto, no trabalho atual foi usado agua
régia para digestdo das amostras de sedimentos e de material certificado usando um
bloco digestor.

As amostras de sedimentos foram digeridas através de um (bloco
digestor) com agua régia. A massa de 0,50 g de amostra e 0,25 g do material
certificado (BCR-320R) foram pesados em triplicata e colocados em tubos de
digestdo. Em seguida, foi adicionado em cada tubo, 8 mL de agua régia (9 mL de HCI
e 3 mL de HNOs concentrados) [138]. Depois deixou-se descansar por uma noite
tampados com os dedos frios em cima e preenchidos com um volume apropriado de
agua. No passo seguinte, o bloco digestor com os tubos de digestao foi aquecimento
lentamente até a temperatura de 140 °C, mantido durante 30 min e desligado. Apés o
esfriamento, foi adicionado 5 mL de &gua purificada e foi aquecido lentamente até a
temperatura de 140 °C, e mantida durante 30 min. Apds resfriar para a temperatura
ambiente, as solucbes foram transferidas para baldo volumétrico e volume foi
completado para 50 mL com agua purificada. Apds a etapa anterior, as solu¢cdes foram
filtradas em filtros com acetato de celulose. Apds esta etapa, os volumes foram
completados para 100 mL com agua purificada e transferidos para frascos

apropriados.
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4. RESULTADOS
4.1. Otimizagdes
4.1.1. ConsideracOes sobre a ditizona

O método selecionado para determinacdo fotométrica de mercurio em
sedimento e aguas doces, empregando os processos fluxo-batelada e multicomutacdo
em fluxo, baseia-se na reacgéo da ditizona com mercurio(ll), formando um complexo
soluvel em meio organico, permitindo realizar separacdo de matriz e pré-concentracéo
[44,139]. Varios ions metalicos formam quelatos com ditizona (H2Dz) [140,141,142], e
sdo chamados ditizonatos primarios ou normais e podem ser representados como
M(HDz),, onde M é um ion metélico de carga n*, como mostra a EQUACAO 1. Os
ditizonatos primarios sao formados quando a ditizona reage com um cation metalico,
agindo como o anion do acido monobasico (HDz"), por exemplo, Hg(HDz)2, Zn(HDz)z2,
Cu(HDz)2, Pb(HDz)2 e Cd(HDz)2[142].

M"* + nHDz- < M(HDZz)n (1)

Estudos envolvendo a estrutura dos complexos da ditizona com
mercurio, mostram que o metal esta ligado ao atomo de enxofre e coordenadamente
ligado ao nitrogénio, como mostra a FIGURA 16. De acordo com Nowicka-
Jankowskae & Irving [142], ions metalicos tais como Cu, Hg, Ag, Pt, Au e Pd, formam
ditizonatos secundarios, 0s quais ndo encontraram aplicacdes em espectrofotometria.
Sua estequiometria corresponde a uma razédo M:L (metal-ligante) na proporgéo molar
de 2:n, e é formada quando a ditizona reage com um metal, agindo como o anion de
um &cido dibéasico (Dzz’), por exemplo, CuDz e AgzDz.

A ditizona preparada em cloroféormio, reage rapidamente com
mercurio(ll) em meio com &cido sulfarico, formando um complexo (ditizonato de
mercurio) de cor laranja. Os espectros de absorcdo da ditizona e do complexo com
mercurio em cloroférmio, € mostrado na FIGURA 16, onde se observa que a absorcao
maxima do complexo € em 488 nm, enquanto que, a do branco (ditizona em
cloroférmio), € em 600 nm. O coeficiente de absor¢cdo molar deste produto, calculado
empregando a equacéo: € = A/bc [143], onde € = 8,5x10° L mol* cm™. Em principio,
podemos imaginar que este reagente, permitiria desenvolver procedimento analitico
com alta sensibilidade para a determinacdo de mercurio. A composicao

estequiomeétrica do quelato (Hg-ditizona) é de 1:2.
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FIGURAL6. Espectro absorcado da ditizona (A) e do ditizonato de mercurio (B). Concentracdo da
solucgédo padrdo de Hg(ll) 50 pg L e concentracao ditizona 9 umol L1, tanto a solugao do ditizonato de
mercurio e da ditizona foram em cloroférmio

Analisando as duas curvas, observa-se que nao h& superposicao
significativa entre elas, o que € vantajoso para a deteccéo fotométrica, empregando
diodo emissor de luz (LED) como fonte de radiacdo. Em geral, os LEDs tém largura
de banda de emissdo em torno de 25 nm. Aplicando este critério, teriamos a
seguinte condicao: absor¢cdo do composto, A = 488 £ 25 nm; absorcéo da ditizona,
A =600 £ 25 nm, portanto um LED com méaximo de emissao entre 480 e 495 nm seria

apropriando.

4.1.2. Extracéo Liquido-Liquido em fluxo

A extracdo liquido-liquido, um dos processos de interesse na
implementacéo deste trabalho, € uma estratégia de separacdo e pré-concentracao.
De forma simples, envolve agitacdo da mistura, constituida pelos seguintes
componentes: amostra, reagente e solvente extrator, seguida pela separacédo das
fases. Neste tipo de extracéo, tem-se a particdo seletiva do analito entre duas fases
liquidas imisciveis. Em procedimento manual, em geral, é usado um funil de
separacdo. Geralmente, nesse processo uma das fases € aquosa (amostra) e outra €
um solvente organico. A seletividade e a eficiéncia de extracdo dependem da escolha
adequada do reagente cromogénico e do solvente extrator.
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Aliguotas de 40,0 mL de solucéo padrdo de 10 pg Lt de mercurio(ll) em
meio 0,3 mol L de acido sulflrico, foi colocado no recipiente de processamento da
amostra FIGURA 10. Esta solucéo foi deslocada para camara de vidro FIGURA 11,
utilizando um minicompresor de ar como indicado na FIGURA 10. Em seguida, uma
aliquota de 800 pL da ditizona em cloroférmio foi inserida na solugdo de amostra
usando a bomba de seringa reportado na SECAO 3.1.1. Durante essa etapa, 0 motor
de agitacdo foi acionado para realizar o processo de mistura, girando a 4500 rpm
durante 20 s para promover a reacao de formac&o do complexo. Assim que esta etapa
foi completada, o motor foi desligado e a solugéo foi mantida em repouso durante
30 s para se obter a separacéo das fases. A densidade do cloroférmio é maior que a
da agua, entdo, o complexo formado foi depositado no fundo da camara de extracéo,
a qual foi construida com fundo conico para facilitar a separacéo. Depois dessa etapa,
a fase orgéanica contendo o analito foi aspirado através da bomba de seringa para
dentro da cela de fluxo FIGURA 12, permitindo a deteccao fotométrica. Na FIGURA
17, sdo mostrados os registros obtidos processando o branco e uma solucéo padréao

de mercdurio.

0,500

&)

0,400 / \
0,300 \

0,200 -

Absorbancia
@

0,100 -
@

0,000 4 , , R

T T T T

0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
tempo (s)

FIGURA 17. Perfil do sinal transiente obtido em ELL em fluxo com deteccao fotométrica. (a) referente
ao branco; (b) 10 pg L* de Hg?*; (1) sinal referente a passagem da fase aquosa; (2) sinal caracteristicos
as perturbacdes da interface das fases aquosa e organica; (3) sinal analitico, referente a passagem da
fase organica contendo o analito extraido

A FIGURA 17, mostra o perfil do sinal analitico gerado pelo fotdbmetro em
funcédo do tempo. Observa-se que durante a passagem da fase aquosa através da

cela de fluxo, o sinal gerado é proximo de zero e constante. Quando a fase organica
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com a ditizona entra na cela fluxo, hA um aumento de sinal representado pela
absorbancia. A faixa no formato de platd, corresponde ao intervalo de tempo em que
a cela de fluxo estava completamente cheia com a zona da amostra (fase organica).
Em seguida, o sinal retorna a linha de base, indicando que a zona da amostra foi
deslocada para o descarte. O registro seguinte foi obtido processando uma solugéao
padrdo de mercurio (10 pug LY). Ndo ha coalescéncia na interface liquida entre a fase
aguosa e a organica, entado devido a diferenca de indice de refracdo das fases, quando
a fase organica penetrava na cela de deteccéo, causava distor¢cdo do sinal, assinalado
na FIGURA 17. Observa-se que 0 mesmo ocorreu com o branco em menor magnitude.
O programa de aquisi¢cao de dados foi elaborado com recursos para reconhecer essa
perturbacao, e tomar como medida, a média de 15 leituras realizadas a partir do ponto
(3), assinalado na FIGURA17. Quando o Arduino Due detectava uma variacdo da
absorbéancia acima de 0,1, esperava um intervalo de tempo de 4,0 s. Em seguida,
realizava 15 leituras com intervalos de tempo de 0,2 s entre elas, calculava a média e
apresentava o valor no video do computador. Este recurso foi adotado, considerando-
se que a vazao da bomba de seringa, tinha uma precisédo da ordem 1,0 %, portanto a
zona da amostra dentro da cela fluxo no ato da deteccéo, representava sempre a

mesma condicao.

4.1.3. Estudo da acidez do meio

A ditizona pode formar complexos com diferentes ions metélicos [140] e,
por isso, seu uso para fins analiticos poderia ser dificultado. Essa desvantagem pode
ser superada, ajustando a acidez do meio, assim o efeito da acidez foi o primeiro
parametro investigado, usando solu¢des dos acidos cloridrico, nitrico e sulfurico. Para
realizar esses procedimentos, foram preparadas solucdes estoque de 6 mol L de
cada &cido. A partir destas solucdes, foram preparadas solucdes padrdo de Hg?*
(branco, 5 e 10 pg L) com acidez 0,3 mol Lt. Em seguida, foi feito uma série de
extracdo no sentido de verificar qual &cido seria apropriado. A fase aquosa foi
recolhida para determinar a concentracdo de mercurio remanescente em um
espectrometro de absorcdo atémica (CVAAS). O coeficiente de distribuicdo (D) e a
eficiéncia de extragédo (%E) foram calculados usando as equacgdes (2) e (3) [144].
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D= {(Ci — Cf)} % (Vaq ) (2)
Cf V;)rg
(Ci—¢) )

Onde C; e Ctrepresentam as concentracées inicial e final de Hg?* na fase

aguosa, respectivamente. O resultado destes testes pode ser visto na FIGURA 18.
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FIGURA18. Estudo do meio acido. (a) branco; (b) padrao de Hg (5,0 ug L) e (c) padrao de Hg (10,0
ug L1). Outros parametros: concentracdo de ditizona 9 umol L' em 1 mL de cloroférmio; acidez 0,3 mol
L1; tempo de extracdo e de separacdo 20 e 25 s, respectivamente

Observa-se que os resultados obtidos com acido sulftrico tém maior
magnitude, indicando que é mais eficiente, e por isso, foi selecionado para este
trabalho. Esta escolha esta em conformidade com a literatura, onde o &cido sulfarico

€ 0 mais utilizado em trabalhos similares [44,145,146,147].

4.1.4. Efeito da acidez

O efeito da acidez foi avaliado, usado o branco e uma solucédo padréo
de mercurio 10 pg L, preparadas em meio de &cido sulfirico e nitrico, variando a
concentracdo de 0,00 a 1,50 mol L. A concentracédo da solucdo do agente quelante
(ditizona em cloroférmio) foi mantida em 9 umol L. O resultado deste experimento
pode ser visto na FIGURA 19.



43

120

100 - c

80 B

60

% E.E

40

20 -+

A
0 L= - n - » - .|
0,0 0,5 1,0 15

Acidos, mol L1

FIGURA 19. Efeito da concentracéo dos acidos. A curva (A) refere-se ao branco para ambos os acidos,
(B) refere-se a solugdo de Hg(ll) 10 pg Lt em &cido nitrico 0,3 mol L e (C) esta relacionada com a
solugdes de Hg(ll) 10 pg L em acido sulfarico 0,3 mol L. Outros parametros foram: concentracéo da
ditizona 9 pmol L't em 1 mL de cloroférmio, intervalos de tempo da reacéo e de repouso 20 e 25 s,
respectivamente e velocidade da rotacdo da mistura, 4500 rpm

Analisando estas curvas, observa-se uma diminuicdo acentuada na
eficiéncia da extragdo em meio acido nitrico, indicando que aumento da concentracao
de acido nitrico compromete a eficiéncia da extracdo. A curva (C) mostra que ndo ha
diferenca significativa em relagéo a concentragdo do acido sulfurico. Com base nestes
resultados, foi selecionada a concentracdo de 0,3 mol L' para os outros ensaios.
Esta ampla tolerancia na variacédo da acidez, usando acido sulftrico € uma informacéo
relevante, pois um controle rigido da acidez do meio nesta faixa de concentragéo,

via tamponamento, é muito dificil.

4.1.5. Efeito do tempo de extracao

Em procedimento de extracdo com solvente organico, o intervalo de
tempo para formar o composto de interesse na fase orgéanica, desempenha um papel
fundamental. Se for um tempo curto, a transferéncia do analito entre as duas fases
pode ser incompleta, prejudicando a sensibilidade. Por outro lado, se for um tempo
muito longo, a produtividade do procedimento analitico pode ser prejudicada.
Nesse sentido, uma condicdo de compromisso deve ser estabelecida, para obter
melhor sensibilidade sem sacrificar a produtividade. Com o objetivo de encontrar
essa condicdo, um conjunto de ensaios foi realizado, variando o intervalo

de tempo para extracao de 0,0 a 55 s. Neste caso, a agitagdo da mistura das fases
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aguosa e organica foi obtida com a haste de vidro, acoplada ao motor na camara de
separacdao FIGURA 13, girando a 4500 rpm. Os resultados sdo mostrados na
FIGURA 20.
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FIGURA 20. Efeito do tempo de extracdo. Condigdo experimental: solugcao padréo de 5,0 pug L1 Hg(ll)
e branco, ambas em meio H2S04 0,3 mol L1; solugdo de ditizona 9,0 umol L1 em 1 mL de cloroférmio;
volume da solugéo padrédo 30 mL; tempo de separacéo 20 s e rotacdo da haste de mistura, 4500 rpm

Analisando os resultados mostrados na FIGURA 20, observa-se que
para a solucdo do branco, a variacdo do sinal ndo € significativa, e este resultado seria
esperado, pois ndo haveria presenca de ions Hg(ll) na solucéo. Para a solucao padréo
de Hg(ll), ocorreu um aumento até o intervalo de tempo de 30 s, apresentando valores
praticamente idénticos para intervalos de tempo maiores. Considerando estes
resultados, o intervalo de tempo de extracdo de 30 s foi selecionado para realizar 0s

demais ensaios.

4.1.6. Efeito do tempo de separacao

O intervalo de tempo necesséario para a sedimentacéo da fase organica
na camara de separacdo, € um parametro que deve ser considerado. O volume do
solvente coletado deve ser suficiente para encher a cela de fluxo do fotémetro,
gue apresenta uma relacao de dependéncia com o intervalo de tempo de separacao.
Com o objetivo de encontrar a melhor condicdo, foram realizados ensaios
variando o intervalo de tempo de separagdo de 2 a 25 s. Para estes ensaios,
foram utilizados uma solucéo padrdo 5,0 ug L' Hg(ll) e do branco, obtendo os

resultados mostrados na FIGRUA 21.
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FIGURA 21. Efeito do intervalo de tempo de separacdo. Outras condi¢cbes experimentais: solugéo
padréo de 5,0 pg L Hg(ll) e do branco, ambas em meio H2S04 0,3 mol L?; solu¢éo de ditizona 9,0
pmol Lt em 1 mL de cloroférmio; volume da solug¢éo padrao 30 mL; tempo de extracdo 30 s e rotacédo
da haste de mistura, 4500 rpm

Analisando estas curvas, entende-se que para a solucédo do branco néo
ocorreu variacdo significativa na magnitude dos sinais, no entanto, ocorreu um
aumento significativo para a solucdo padrao de Hg(ll), até o intervalo de tempo
de 20 s. Isto significa que o equilibrio das fases aquosas e orgéanica, ocorreu a partir
deste intervalo de tempo. Considerando esses resultados, o intervalo de tempo

de 20 s foi selecionado como o ponto 6timo entre a sensibilidade e a produtividade.

4.1.7. Efeito do volume da amostra

O objetivo da metodologia de pré-concentracdo usando um solvente
organico, é transferir para a fase orgéanica, o analito dissolvido em um volume de
amostra maior que o volume da fase organica. Com o objetivo de encontrar essa
condicéo, os ensaios foram realizados, utilizando uma solucéo de ditizona 9 pmol L
em 1 mL de cloroférmio, uma solugéo padrdo 10 pg L* Hg(ll) e o branco em meio

acido sulfarico 0,3 mol L. Os resultados relacionados a variacdo do volume da

amostra sdo mostrados na FIGURA 22.
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FIGURA 22. Efeito do volume da amostra. As curvas (A) e (B) correspondem a solugao de 10,0 ug L
Hg(ll) e do branco em meio H2SO4 0,3 mol L, respectivamente. Outras condigBes experimentais:
solucédo de ditizona 9,0 umol L em 1 mL de cloroférmio; tempo de extracédo e separacdo 30 e 20 s,
respectivamente, e rotacdo de mistura 4500 rpm

Analisando este conjunto de curvas, observa-se que para o volume da
amostra variando de 20 a 50 mL, as medidas com o branco n&o apresentam variacao
significativa, enquanto que a curva (A) apresenta um aumento significativo, indicando
gue o volume da amostra pode ser aumentado para melhorar a sensibilidade do

método, entdo o volume da amostra foi fixado em 40 mL.

4.1.8. Efeito da concentracao da ditizona

O efeito da concentracdo do complexante (ditizona) foi estudado usando
as seguintes concentracoes: 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; e 10,0 umol L. Analisando as curvas
mostradas na FIGURA 23, observa-se que até a concentracdo de 6,0 pmol L de
ditizona, a curva A apresenta inclinagdo maior que a curva do branco. Este efeito pode
indicar que a quantidade do reagente complexante era insuficiente. A partir da
concentracdo de 8,0 umol L1, as curvas tendem a ser paralelas, indicando que havia

reagente suficiente, entdo a concentracédo 9,0 umol L foi selecionada.
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FIGURA 23. Efeito da concentracdo da ditizona. As curvas (A) e (B) correspondem a solucdo de
10,0 pg L de ions Hyg(ll) e ao branco em meio H2SO4 0,3 mol L1, respectivamente. Outras condi¢des
experimentais: tempo de extragéo e separacao (30 e 20 s) e rotacdo de mistura 4500 rpm

4.1.9. Efeito do volume de cloroférmio

Os resultados discutidos nas secfes anteriores, foram obtidos utilizando
o volume de 1,0 mL de cloroférmio, escolhido como diluente para ditizona e como
agente de extracdo para separacdo do complexo Hg(ll)-ditizona. A ditizona esta
dissolvida no cloroférmio, portanto o volume do solvente na camara de separacao,
pode afetar a estequiometria da reacdo e também a sensibilidade do procedimento
analitico. Com o intuito de definir a melhor condicdo de funcionamento, um
conjunto de ensaios foi realizado para esta finalidade. Os resultados sédo mostrados
na FIGURA 24.
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FIGURA 24. Efeito do volume de cloroférmio. Condigéo experimental: solu¢des padrdo de 10,0 pg L?
Hg(ll) e branco em meio de H2SO4 a 0,3 mol L*%; solugdo de ditizona 9,0 umol L%; e outros parametros
como nas sec¢des precedentes

Analisando os resultados apresentados na FIGURA 24, observa-se que
as medidas relacionadas a solugdo do branco, ndo apresentam variacao significativa,
enquanto aquelas relacionadas a solucdo de 10,0 pug Lt Hg(ll) ndo apresentam
variacao significativa até o volume de 850 uL. Para volumes maiores, observa-se uma
diminuicdo significativa. Aumentando o volume de cloroférmio, a quantidade de
ditizona também aumentou, isto porque a ditizona foi diluida em cloroférmio, portanto,
a diminuicdo na magnitude do sinal ndo foi causada por deficiéncia de reagente.
Entdo, podemos atribuir que este efeito foi causado pela diluicho do analito no
solvente. Com base nesses resultados, o volume de cloroférmio selecionado foi de

800 uL, o que era foi suficiente para preencher a cela de deteccao.

4.2. Desempenho analitico

As caracteristicas analiticas para determinagdo de mercurio(ll) foram
estudadas sob condi¢cdes Otimas. A curva analitica foi obtida usando 40 mL de
solucdes padrédo de 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 e 10,0 ug L* de Hg?*. Parametros
analiticos para a determinacdo do complexo Hg-ditizona sdo apresentados na
TABELA 3, e a curva analitica € mostrada na FIGURA 25. Outros parametros
analiticos importantes sdo apresentados seguir: limite de deteccdo (LOD) de

0,39 ug L1, calculado usando a relagdo 3*D/S, onde S é o coeficiente angular
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da curva analitica e D é o desvio padrao do branco; desvio padrdo relativo (RSD) de
0,603% (n = 10), obtido usando uma solucéo padréo de 4,0 pug L't Hg?*.

0,150

A = 0.0117*[Hg*] + 0.0173
0,1204 r=0.998
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FIGURA 25. Curva analitica. AA = absorbancia corrigida. Outros parametros: concentracao de ditizona
9,0 umol L't em 750 pL de cloroférmio; acidez de 0,30 mol L; volume da amostra 40 mL; tempo de
agitacdo e separacao 30 e 20 s; rotacdo 4500 rpm

TABELA 4. Parametros analiticos selecionados obtidos com otimizagdo experimentais

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Comprimento de onda, Amax (nm) 400-750 488
Acidez, H2SO4 (mol L) 0,0-1,5 0,3
Tempo de extracao (s) 0,0-55 30
Tempo de separacao (s) 2,0-25 20
Volume da amostra (mL) 20,0-50,0 40
Concentragédo da ditizona (umol L) 2,0-10,0 9,0
Volume do cloroférmio (uL) 750-1,10 750
Faixa linear (ug L?) 0,5-10,0 0,5-10,0
Limite de deteccéo (ug L) - 0,39
Reprodutibilidade (%RSD) - 0,603

4.3. Avaliacéo dos potenciais interferentes

Com o objetivo de avaliar a interferéncia que poderia ser causada pelas
espécies quimicas concomitantes, foram realizados ensaios com os ions listados na
SECAO 3.2. Solucdes padrdo de mercurio (10,0 pg L) foram preparadas com
presenca e auséncia em cada espécie quimica analisada. Para decidir se ocorreu

interferéncia, adotou-se como critério uma variagdo de 5% nos resultados, tomando
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como referéncia as medidas obtidas sem dopagem da solucéo padrao de Hg(ll)
com o potencial interferente. Os resultados destes estudos estdo apresentados na
TABELA 4. A interferéncia de ions Fe(lll) foi contornada usando como agente
mascarante, oxalato 6,7x10 mol LX. As concentracdes dos ions Ag* e Au* sédo muito
baixas em amostra de aguas superficiais e Ag* ndo é um interferente significativo na

determinacdo de mercurio neste tipo de matriz [148].

TABELA 5. Efeito das espécies quimicas potencialmente interferentes

Espécie quimica Razéao Recuperacéo Erro
Adicionado (lon/Hg)° (%) (%)
Mn?2* 1000 101,4 1,7
Co? 1000 105,5 1,0
Zn2* 1000 103,1 2,7
Ni2* 1000 103,7 1,5
Cd? 1000 106,1 0.3
Ca% 1000 107,1 0,7
Pb? 1000 107,0 0,8
AlB* 500 95,4 0,6
Cr3t 500 97,3 2,2
Cu? 300 106,5 1,3
Mg2* 100 102,4 2,6
Mg?* 500 102,9 0,5
aFest 500 106,8 1,4
Ag* 0,5 101,1 1,8
Aust 0,5 104,5 3,8
SO4% 1000 104,8 2,1
PO4* 1000 100,8 3,2
Crl 1000 101,4 0,7
F 1000 101,1 0,9
NO2 20 99,4 0,5

(M n2+, C02+, Zn2+

Ni2*, Cd2*, Ca2* 500 96,4 11
Pb2*, A3+, Cr3+)

(SO, PO

Cl, F, NO2)* 100 109,5 8,9

90Os valores nesta coluna correspondem a razao entre a concentracdo da espécie quimica e a
concentracdo da solucéo padrdo de Hg(ll) 10,0 pg L. A interferéncia de 2Fe3* foi contornado com
solucdo de oxalato 6,7x10-% mol L1. *Coquetel das espécies quimicas e relacdo de cada uma com
solucao padrdo de Hg(ll), conforme indicado na coluna a direita.
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Os resultados apresentados na TABELA 5 indicam que o procedimento
proposto possui uma tolerancia aceitdvel para interferéncias que poderiam ser
causadas por estas espécies quimicas, que foram testadas em concentracfes

superiores as normalmente encontradas em aguas minerais, de torneira e de rios.

4.4. Discussao dos resultados analiticos e comparacao de desempenho
Visando comprovar a viabilidade e a eficacia do sistema proposto para
a determinacédo fotométrica de Hg(ll), foram analisadas amostras de aguas minerais,
torneira e rios. Para a avaliagdo da exatiddo, as amostras também foram analisadas
empregando um meétodo independente, utilizando como técnica de deteccdo a
espectrometria de absorcdo atbmica com geracdo de vapor frio (CV AAS) e a
metodologia de adicao e recuperacdo. Amostras de adguas minerais foram fortificadas
com adicdo de mercurio em dois niveis de concentracdes (2,5 e 4,0 ug L?), entédo a
analise foi realizada em trés aliquotas da mesma amostra, sendo duas com dopagem
e uma sem. Os resultados da TABELA 6 mostram que a recuperacao alcancada esta

entre 92-108%, portanto é muito boa.

TABELA 6. Resultados referentes a adicdo e a recuperagdo em amostras de aguas minerais

Procedimento proposto Referéncia (CV-AAS)
Amostras Adicionado Encontrado Recuperacéo Encontrado
Aguas (hg L) (ug LY (%) (ug L)
0 ND - ND
1 2,5 26+04 104 26+0,1
4,0 3,95+ 0,3 97,3 3,95+ 0,1
0 ND - ND
2 2,5 23%£0,1 92 23%+0,1
4,0 3,95+ 0,3 92,5 3,95+ 0,1
0 ND - ND
3 2,5 26+04 104 2,3%£0,2
4,0 3,9+0,5 97,5 3,9£0,1
0 ND - ND
4 2,5 2,45+ 0,6 96 25+0,1
4,0 4,2+0,3 105,4 4,2+ 0,1
0 ND - ND
5 2,5 2,6£0,4 108 25+0,1

4,0 40+0,3 100 3,95+ 0,2
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Nos rotulos dos recipientes das amostras de dguas minerais constava
as concentracdes das seguintes espécies quimicas: béario 0,108; estroncio 0,045;
calcio 6,460; magnésio 2,460, potassio 4,790; sédio 1,190; fosfato 0,450; bicarbonato
21,75; fluoreto 0,04; nitrato 15,91; e cloreto 2,73 mg L. Os resultados referentes a
recuperacdo com o teste de adicdo, comprova que estas espécies quimicas ndo
interferem no método proposto. Este resultado esti de acordo com os dados relativos
aos possiveis interferentes apresentados na TABELA 5.

Aguas de torneiras foram analisadas empregando 0 mesmo
procedimento e a mesma metodologia para verificar a exatidao, e os resultados séo
mostrados na TABELA 7, onde observa-se que a recuperagdo esta na faixa de 95 a
104%, a qual pode ser considerada adequada para amostras nessa faixa de

concentragdes (ug L.

TABELA 7. Resultados e comparacdes para amostras de dguas de torneiras

Procedimento proposto Referéncia (CV-AAS)
Amostras Adicionado Encontrado Recuperacéo Encontrado
Aguas* (hg L™ (ug L™ (%) (ug L™
0 ND - ND
1 2,5 25+0,1 100 24+0,1
4,0 3,9+0,3 97,5 3,85+ 0,1
0 ND - ND
2 2,5 26+0,1 104 24+0,1
4,0 3,70+0,1 100 3,7£0,1
0 ND - ND
3 2,5 25+0,6 100 24+0,1
4,0 3,90+0,7 100 3,9+£0,1
0 ND - ND
4 2,5 2,45+0,3 100 24+0,1
4,0 3,8+0,3 95 3,8+0,1
0 ND - ND
5 2,5 25+0,1 100 25+0,1
4,0 41+0,1 102,5 4,05+ 0,1

*Amostras de aguas de torneiras da regido de Piracicaba — SP.



53

Na TABELA 8, sdo mostrados os resultados das andlises de um conjunto
de 5 amostras de aguas de rio. As recuperacfes obtidas estdo na faixa de 95 a
107,5%, e pode ser considerada adequada para amostras na faixa de concentracdes

estudada.

TABELA 8. Resultados e comparag8es para amostras de aguas de rio

Procedimento proposto Referéncia (CV-AAS)
Amostras Adicionado Encontrado Recuperacao Encontrado
Aguas* (Mg L™ (ug L™ (%) (Mg L™
0 ND - ND
1 2,5 2,45+ 0,6 96 25+0,1
4,0 4,2+ 0,2 107,5 4,2+0,1
0 ND - ND
2 2,5 2,6+ 0,5 108 25+0,2
4,0 3,95+ 0,5 97,5 4,05+ 0,1
0 ND - ND
3 2,5 2,6+0,3 104 25+0,1
4,0 4,25+ 0,2 102,5 4,25+ 0,1
0 ND - ND
4 2,5 255+0,5 100 26+0,1
4,0 3,95+0,3 95 3,95+0,2
0 ND - ND
5 2,5 245+04 100 2,4+0,2
4,0 4,1+0,3 105 405+0,1

* Amostras de aguas de rio.

As amostras analisadas foram separadas em dois grupos contendo as
amostras fortificadas nas concentracées de 2,5 e 4,0 ug Lt Hg(ll). Aplicando-se o
teste-t pareado entre os resultados obtidos com o método de referéncia e o proposto,
em cada grupo de amostra, com nivel de confianca de 95% para 14 graus de
liberdade, foram encontrados os valores de 2,03 e 1,9 para as amostra com adicao de
2,5 e 4,0 Lt Hyg(ll), respectivamente. O valor critico (t-tabelado) correspondente é
2,14, portanto ndo ha diferenca significativa entre os resultados.

Visando comparar o desempenho do procedimento proposto com
trabalhos publicados, foram reunidos na TABELA 9 os parametros analiticos a serem

avaliados.
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Método Analito Amostras *Téc. Prep. Volume da Tipo de solvente Faixa LOD RSD °FE Ref.
Amostra amostra (mL) de extracéo linear (ng LY (%)
(Mg LY
UV-vis Hg? Aguas salinas SDME 10 1-decanol 6,4-100,8 1,9 8,5 203 [149]
UV-vis Hg?* Aguas termais, VALLME 5 Tolueno:dicloetano 8-200 15 4,9 - [150]
torneiras e
residuais
UV-vis Hg?* Aguas mineral, ISFME 5 **Hmim][PFe] 2,0-150 0,7 1,94 37 [151]
mar e rio
ICP-OES Hg? Aguas de CPE 10 Triton X-114 10-100 11 3,2 51 [152]
torneiras, mineral
erio
UV-vis Hg? Aguas mineral, rio DLLME 10 Acetonitrila:CCla4 10-300 2,8 19 175 [68]
e torneira
UV-vis Hg?* Aguas de rios e CPE 50 Triton X-114 10-1000 1,65 1,85 - [153]
torneiras
ICP-OES Hg?* Agua sanitaria uv- 25 - 5-50 1,2 4 - [154]
irradiacado
Fotometria Hg? Aguas minerais, LLE 40 Cloroférmio 0,5-10 0,38 1,38 29 Este
torneira e rio trabalho

* Técnicas de pré-concentracdo. 2FE = Fator de enriqguecimento. SDME — Microextragdo em gota Unica; VALLME- Microextragdo liquido-liquido agitado por
vortex; ISFME — Simples Microextracdo com formagéo in situ; CPE — Extragdo em ponto nuvem; DLLME — Microextracéo liquido-liquido dispersiva e LLE —
Extracao liquido-liquido. **Hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazdlio.
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Tomando-se faixa de concentracdo e o volume da amostra usado para
analise como os parametros a serem avaliados, observa-se que o volume da amostra
utilizado na referéncia [153] foi 20% maior do que o trabalho atual, mas sua faixa de
concentracdo € dez vezes maior que o ultimo padrdo deste trabalho, resultando em
menor sensibilidade. Os outros trabalhos usaram menor volumes de amostra, mas a
faixa de concentracdes é menos favoravel do que a do trabalho atual. O limite de
deteccdo também €& um parametro que deve ser avaliado, e como podemos ver, 0
resultado do trabalho atual é comparavel ou melhor. Nesse sentido, uma visao geral
dos resultados apresentados na TABELA 9, mostra que sdo favoraveis ao
procedimento proposto.

O consumo de reagente e a taxa de amostragem no presente trabalho
foram de 0,18 mg de ditizona e 20 de determinacéo ht, respectivamente. Esses dois
parametros devem afetar a sustentabilidade ambiental do procedimento analitico e
seus gastos operacionais, mas nao foram mostrados nos trabalhos citados, portanto

uma comparacao nao foi possivel

4.5. Determinacao de Hg(ll) em sedimentos

Visando avaliar a viabilidade do procedimento analitico proposto para a
determinacdo de mercario em sedimentos, foram analisadas uma amostra de
referéncia certificada BCR-320R (0,85 + 0,09 mg kg?') e um lote amostras de
sedimento, oriunda de fundo de rios da regido de Piracicaba - SP. Para verificar a
exatiddo do procedimento proposto, as amostras de sedimentos, também foram
analisadas por um método independente, utilizando como técnica de deteccao
espectrometria absorcdo atbmica com vapor frio (CVAAS) e pela metodologia de
adicao e recuperacao de analito.

Os resultados referentes a amostra certificada estdo apresentados na
TABELA 10. A concentragdo média de mercurio encontrada no método
proposto foi de 0,76 + 0,01 mg kg' e para o método de referéncia foi de 0,76 *
0,008 mg kg!. Observa-se que estes resultados correspondem a 90 % do valor
certificado, portando podemos considerar que o procedimento proposto € apropriado

para determinacéo de mercurio em sedimentos.
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TABELA 10. Determinagéo de Hg?* na amostra certificada BCR-320R

Método proposto CV-AAS

CRM Valor certificado Encontrado Encontrado
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)

BCR-320R 0,85+ 0,09 0,76 £ 0,01 0,76 + 0,008

O método proposto foi aplicado para a determinacdo de mercurio em
05 amostras de sedimentos, oriundas de rios da regido de Sao Paulo, e os resultados
sdo mostrados na TABELA 11, onde observa-se que as recuperacdes foram de
90-109%. Aplicando o teste t-pareado com 95% de probabilidade (n = 9), o valor
encontrado foi 2,1 e o t-tabelado € 2,3, portanto ndo ha diferenca significativa nas
concentracdes de Hg?* encontradas nas amostras de sedimentos usando os dois

métodos.

TABELA11. Resultados e comparacdes de concentragfes de Hg em amostras de sedimentos
Método de referéncia CV-AAS

Método proposto

Amostras Adicionado Encontrado Encontrado Rec. (%)
(mg kg™) (mg g™ (mg g™
0 0,20 + 0,02 0,14 £ 0,01 -
Sedimento 1 0,5 0,65 + 0,04 0,60 + 0,03 90
0,8 0,95 + 0,02 0,90 + 0,01 94
0 <LD N/D -
Sedimento 2 0,5 0,50 + 0,01 0,50 + 0,01 101
0,8 0,90 + 0,03 0,76 £ 0,01 109
0 <LD 0,10+ 0,01 -
Sedimento 3 0,5 0,58 + 0,01 0,60 + 0,01 116
0,8 0,86 + 0,01 0,80 + 0,01 107
0 <LD N/D -
Sedimento 4 0,5 0,51+0,01 0,44 + 0,01 101
0,8 0,90 + 0,01 0,73+0,01 107
0 <LD N/D -
Sedimento 5 0,5 0,51+ 0,02 0,45+ 0,01 102
0,8 0,74+ 0,01 0,72 +0,01 93

Somente em uma amostra foi encontrado mercurio, a qual esta em
concentragcdo maior que o valor estabelecido pelo CONAMA [155] para
material dragado oriundos de aguas doces classe | (0,17 mg kg? Hg) e classe Il
(0,486 mg kgtHg).
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, um protétipo de equipamento associando as abordagens
multicomutacdo e fluxo-batelada, foi projetado e usado para desenvolver um
procedimento analitico automatico, destinado a determinacdo fotométrica de
mercurio(ll) em nivel de nanogramas em aguas potavel e sedimentos. Os resultados
mostram que o objetivo foi atingido. Com excecao a substituicdo da amostra, todas as
etapas do procedimento analitico foram realizadas sem qualquer intervencéao por parte
do analista. Nesse sentido, podemos concluir que a configuracao implementada neste
trabalho permite o desenvolvimento de um procedimento analitico automatico.

Os resultados exibidos na secdo anterior nos permitem concluir que
tanto o prototipo, quanto o procedimento analitico sdo viaveis para a determinacéo de
mercurio em agua potavel, bem como em amostras de sedimentos em um nivel que
atende as recomendacbes das agéncias reguladoras WHO, EPA [8,9]. Atende
também, as regulamentacdes para sedimentos de material dragado classe | e Il do
CONAMA e EPA [155,9].

O arranjo proposto deve ser considerado de baixo custo, incluindo
também sua manutencdo de trabalho, enquanto que o procedimento analitico
apresenta consumo reduzido de reagente e de solvente organico. Nesse sentido,
podemos concluir que o método implementado com médulo de anélise proposto, é
uma ferramenta de uso facil para a triagem de mercurio em aguas fluviais ou lacustres,
como também para sedimentos. O consumo de 800 pL de cloroférmio por
determinacao atende ao requisito do principio da Quimica Verde (Green Analytical

Chemistry - GAC) relativo a geracéo de residuos.
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APENDICE

Programa feito para controlar o modulo de analises e fazer a aquisicao de dados

Este programa controla os dispositivos usados no procedimento analitico
para a determinacdo fotométrica de mercurio em aguas e executa a aquisicdo de
dados, empregando o microcontrolador Arduino Due, equipado com as interfaces
necessarias para controlar todos dispositivos que comp&em o instrumental usado. A
seguir sdo apresentadas as definicdes das fungbes dos pinos do Arduino Due, 0s
quais em toda programacdo sao reconhecidos como definidos aqui. Em caso de
alteracéo de funcao, deve ser redefinido novamente. A interface baseada no circuito
integrado ULN2803, € usada para controlar parte dos dispositivos do mdédulo de
analise mostrado na FIGURA 14, SECAO 3.1.3. As defini¢bes indicadas aqui séo as

mesmas da figura mencionada.

QUADRO 1. Definicdo das fun¢des dos pinos do Arduino Due e do acoplamento ao
circuito integrado ULN2803.

Funcéo e pino do Pino da Definicao
Arduino Due interface
ULN2803
int linhaA = 22; 1 As linhas A, B e C sdo usadas para selecionar
int linhaB = 23; 2 a frequéncia do motor de passo da bomba de
int linhaC = 24; 3 seringas.
int direcao = 25; 4 Define a direcdo de bombeamento.
int habilita = 26; 5 Habilita o funcionamento da bomba de seringa.
Segunda interface ULN2803
int BombaPl1= 30; 1 Liga/Desliga a bomba P1.
int BombaP2 = 31, 2 Liga/Desliga a bomba P2.
int SeringalV1 = 32; 3 Seleciona o caminho do fluido
int Seringa2V2 = 33; 4 Seleciona o caminho do fluido.
int ValvulaV3 = 34; 5 Seleciona o caminho do fluido.
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QUADRO 2. Definicéo das fungdes dos pinos do Arduino Due.

Funcéo e pino do Descricdo da funcao
Arduino Due

int PinoPWM = 4; Pino usado para controlar a rotacdo motor do misturador.
int ChaveO = 3; Entrada digital para verificar a posicdo das seringas.
int Chavel = 6; Estas chaves instaladas no painel, pode executar funcbes pré-
int Chave2 = 5; programadas.
int analdgico = AO; Entrada de sinal gerado pelo do fotdmetro.
int analogiclF1 = Al; | Entrada do sinal gerado pela chave optica Ifs.
int analogiclF2 = A2; | Entrada do sinal gerado pela chave optica Ifs.

Os parametros listados a seguir referem-se ao programa, definidos em
funcao das tarefas a ser executadas. O valor expresso aqui pode ser atualizado antes
de iniciar a execucao do software. O termo "int", indica que ndo pode ser um namero
fracionario e se nao tiver esta designacao, o programa emite uma mensagem de erro

e nao funciona.

QUADRO 3. Definicdo das varidveis numéricas usadas no programa.

Variaveis temporais e valor Descricdo: Tempo em milissegundos (ms)
int tempoAmostragem = 20000; Insercdo da amostra.
int tempoDitizona = 8000; Insergéo da ditizona.
int tempoExtracao = 15000; Reacao e extracgao.
int tempoRepouso = 50000; Repouso para decantar o complexo.
int tempoEncheCela = 17000; Enche a cela de fluxo com a fase organica.
int tempoLavaCela = 20000; Lavar a cela de fluxo com a amostra.
int tempoLavacamara = 20000; Tempo para lavar a cela de fluxo.
Int tempoEsvaziaCamara = 25000; Tempo esvaziar a camara de reacao.
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QUADRO 4. Constantes usadas como referéncia pelo programa.

Parametro/valor

Descricédo

float Reflfs; = 600;

Referéncia para o detector de infravermelho, Ifss.

float Reflfs,= 600;

Referéncia para o detector de infravermelho, Ifs..

int rotacao = 80;

Define a largura de pulso para rotacdo de motor.

float Absorbance = 0O;

Define absorbancia com ponto flutuante.

int vazao = 200;

Vazdes possiveis:400, 200, 100, 50, 25, 12 e 6 microlitros/s.

float Referencia = 4000;

Referéncia para calcular a absorbancia.

float Maximo = O;

Define o sinal maximo com ponto flutuante.

int long Tempoinicio = 0;

Tempo de referéncia para arquivo de dados.

int replicatas = 3;

Contador de replicatas.

int sinalChave0O = 0;

Define o status da chave ndo pressionada.

int sinalChavel = 0;

Define o status da chave néo pressionada.

int sinalChave2 = 0;

Define o status da chave ndo pressionada.

Os parametros que estéo definidos com valor inicial igual a zero, seus

valores sdo alterados durante a execucao das tarefas programadas. A expressao

"float" indica que este nimero pode assumir o valor fracionério.

A instrucdo abaixo definida como #include, habilita o uso da biblioteca

interna do Arduino Due para escrever em um display de cristal liquido. Os nimeros

entre paréntese na segunda linha, indicam os pinos do Arduino, onde estédo

conectadas as linhas do display, como indicado na FIGURA 14.

#include <LiquidCrystal.h>
LiquidCrystal lcd(12, 11,10, 9, 8, 7);

Dentro do “loop setup” sao definidas como cada pino do Arduino funciona

durante a execucdo do programa. Cada funcéo pode ser reprogramada se estrutura

do médulo de analise for alterada. O “loop void setup” é delimitado pelas duas chaves

{...).

void setup()
{

pinMode (1inhaA, OUTPUT); // Saida de sinal digital.
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pinMode (1inhaB, OUTPUT); // Saida de sinal digital.
pinMode (1inhaC, OUTPUT); // Saida de sinal digital.
pinMode (habilita, OUTPUT); // Saida de sinal digital.
pinMode (direcao, OUTPUT); // Saida de sinal digital.
pinMode (Bombal, OUTPUT); //Saida de sinal digital.
pinMode (Bomba2, OUTPUT); //Saida de sinal digital.
pinMode (SeringalVvl, OUTPUT); // Saida de sinal digital.
pinMode (Seringa2Vv2, OUTPUT); //Saida de sinal digital.
pinMode (ValvulaVv3, OUTPUT); // Saida de sinal digital.
pinMode (Chave0O, INPUT); //Entrada de sinal digital.
pinMode (Chavel, INPUT); //Entrada de sinal digital.
pinMode (Chave2, INPUT); //Entrada de sinal digital.
pinMode (PinoPWM, OUTPUT); //Saida analdgica.

pinMode (analogico, INPUT); // Entrada analdgica.
pinMode (analogicIF1l, INPUT); // Entrada analdbgica.
pinMode (analogicIF2, INPUT); // Entrada analdbgica.

Serial.begin(9600); // Habilita a interface serial: comunicacéo
com o computador.
lcd.begin (16, 2); // Define que o display tem duas linhas de 16
caracteres.
analogReadResolution(12); //Conversor analdgico/digital com 12
bits de resolucéo.

A definigdo da resolucdo em 12 bits, indica que o sinal lido pelo Arduino
Due pode variar de 0 a 4096 unidades digitais. Com o sinal analégico maximo é 3200

mV, entdo a resolucdo em temos de sinal de entrada € 0,8 mV (3200/4096).

Calibracao();
Encheditizona();
}
Dentro de “loop void setup” podemos executar algumas tarefas como
indicadas acima: Calibracédo(); e Encheditizona(). Quando o Arduino é conectado a
fonte de energia elétrica, ele executa o programa seguindo a ordem apresentada
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neste texto, ao encontrar a expressdo: Calibracao(), ele localiza e executa as
instrugOes programadas, e faz 0 mesmo com a seguinte.

A expressao “millis()” mostrada abaixo, € uma funcéo do Arduino Due e
define o tempo inicial quando o microcontrolador foi habilitado. Aqui estamos definindo
uma constante “Tempoinicio” com ponto flutuante e que sera usada com referéncia de
tempo, durante a operacdo do médulo de andlise. A seguir encontramos a fungao “void
loop()”. O campo de atuagdo desta fungdo € sempre delimitado por duas chaves {

...... }, e dentro destas, escrevemos o programa a ser executado.

float Tempoinicio = millis{();
void loop ()
{

int contador = 0; // Contas as repetigdes.

while (Contador < replicatas) // Executa as replicatas
programadas

{

TrocAmostra () ; // Executa a troca de amostra.

EsvaziCamara () ; //Esvazia a cé@mara de extracédo.

Amostragem(),; // Insere a amostra na cdmara de extracdo.
LavaCela() ; // Lava a cela de fluxo com a amostra
InsereDitizona(),; // insere ditizona na cédmara de extracdo.
ExtracaoRepouso(); // Mistura amostra e solvente.
EncheCela(); // Enche a cela de fluxo com a fase orgénica.
Contador = Contador + 1;
} // Esta chave indica o final da execucgdo do “loop while).
Contador = 0;
} Esta chave indica o final do “void loop()”.

O programa basico termina com esta chave, e retorna ao inicio do loop

e espera que de amostra seja realizada.

_____________________________________ [ —

void Calibracao ()

//Esta rotina permite a calibracdo do fotdmetro e para isso,

faz o uso de outras //rotinas indicadas a seguir.
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{

lcd.setCursor (0,0); // Cursor na linha 0, coluna 0 do display
de cristal liquido (lcd).

lcd.print ("Chavel:Calibra");

lcd.setCursor (0,1); // Cursor na linha 1, coluna O

lcd.print ("Chave2:Retorna");

sinalChavel LOW;

sinalChave?2 LOW;
// Neste ponto, o programa fica preso no “loop” até que uma das
chaves seja //pressionada, entdo ele interpreta o que deverd ser

feito.

while ((sinalChavel == LOW) & (sinalChave?2 == LOW))
{

sinalChavel = digitalRead (Chavel);

sinalChave?2 = digitalRead (Chave?2);

}

if (sinalChavel == HIGH) / / Verifica se a chave foi

pressionada (HIGH) .
{
lcd.setCursor (0,0);
lcd.print ("Coloque o branco");
lcd.setCursor (0,1);

lcd.print ("Acione a Chave2");

sinalChave2 = LOW;

while (sinalChave2 == LOW)

{
sinalChave?2 = digitalRead (ChaveZ2);

}

EsvaziaSeringas (),
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vazao = 25;
vazaoAmostra (), // Estabelece a vazdo de 25 uL.

EncheCela(); // Enche a cela de fluxo.

Calibra();, // solisita o ajuste do sinal gerado pelo

fotbmetro.

lcd.clear () ;
lcd.setCursor (0,0);
lcd.print ("Calibracao");
lcd.setCursor (0,1);
lcd.print ("Finalizada"™) ;

delay (1000) ;

sinalChave2 = LOW;
sinalChavel = LOW;

EncheSeringas () ;
EsvaziCamara () ;
}
}

A rotina a seguir, enche os tubos que compdem o percurso da ditizona.

A execucdo permanece estacionaria até o operador pressionar um das chaves,

indicando se executa a operagao ou nao.

void Encheditizona ()
{
lcd.clear();
lcd.setCursor (0,0); // Cursor na linha O,
lcd.print ("Chl:Insere Ditiz");
lcd.setCursor (0,1); // Cursor na linha 1,
lcd.print ("Chave2:Retorna") ;
delay (1000) ;

sinalChavel LOW;

sinalChave?2 LOW;

coluna O.

coluna O.



while ((sinalChavel == LOW) & (sinalChave2 == LOW)) // Espera a

indicacéo.

{

sinalChavel digitalRead(Chavel); // Lé o estado da chave,

Alto ou baixo.

sinalChave?2 digitalRead (Chave2); // L& o estado da chave,

Alto ou baixo.

}
if (sinalChavel == HIGH)

{

EsvaziaSeringas (),
lcd.clear () ;
lcd.setCursor (0,0);

lcd.print ("Lava ditizona");

vazao = 200;

vazaoAmostra(); // Estabelece vazdo de 200 upL/s.

digitalWrite (direcao, LOW) ; //Desloca os émbolos para

baixo, aspira ditizona.

digitalWrite (habilita,HIGH) ; //Habilita o movimento do

motor de passo.

int Tdit = 0;

int Tinicio = millis{();

while ((millis() - Tinicio)<6000) // Aspira ditizona durante
6000 ms.

{

int Tempz = ((millis() - Tinicio)/1000);

lcd.setCursor (0,1);

lcd.print (Tempz) ;

}

digitalWrite (habilita,LOW); //Desabilita o bombeamento.
delay (200) ;
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lcd.clear () ;

lcd.setCursor (0,0);

lcd.print ("Desloca ditizona");

digitalWrite (direcao,HIGH) ;//Desloca os émbolos para cima.
digitalWrite (habilita,HIGH); //Habilita o bombeamento.
digitalWrite (SeringalV1l,HIGH);// Desloca ditizona para a

cdmara de extracéo.

Tdit = 0;
Tinicio = millis();
while((millis() - Tinicio)<6000) // Tempo para deslocamento

da ditizona.
{
int Tempz = ((millis() - Tinicio)/1000);
lcd.setCursor (0,1);
lcd.print (Tempz) ;
}
digitalWrite (habilita,LOW); //Desabilita o bombeamento.
digitalWrite (SeringalV1l,LOW); //Desliga a véalvula que
direciona a ditizona.
}
}
U T T T
Este programa esvazia a camara de extracdo, aspirando para o descarte

com a bomba B2.

void EsvaziCamara ()
{
lcd.clear () ;
lcd.setCursor (0,0);
lcd.print ("Esvazia a camara");
lcd.setCursor (0,1);
lcd.print (" :Bomba2") ;
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digitalWrite (ValvulaV3, HIGH);
delay (200) ;

digitalWrite (Bomba2, HIGH) ; //Aciona a bomba para
esvaziamento.
int Tinicio = millis{();

Delay (4000) ;
RefIfsi= 600; // O loop seguinte é finalizado quando acontecer

uma das condic¢des //estabelecidas: tempo esgotado ou RefIfsimeno

que 300.

while (((millis() - Tinicio) < tempoksvaziaCamara) & (RefIfs:
< 300))

{

int xt = ((millis() - Tinicio)/1000);

lcd.setCursor (0,1);
led.print (xt) ; // Escreve o tempo em Segundo no display.
RefIfsy;= analogRead (analogicIF2); // Lé o sinal do detector de
infravermelho
}
digitalWrite (BombaZ2, LOW);
digitalWrite (ValvulaVv3, LOW);
delay (500) ;
}
s
void TrocAmostra ()
{
lcd.clear();
lcd.setCursor (0,0);
lcd.print ("Coloque amostra");
lcd.setCursor (0,1); // Cursor na linha 0 coluna O

lcd.print ("Ative Chavel");

sinalChavel = LOW;



83

while (sinalChavel == LOW) // Espera a mudanca de estado da
Chavel.

{

sinalChavel = digitalRead (Chavel);

}
while (sinalChavel == HIGH)

{
sinalChavel = digitalRead (Chavel);

}

T T T T T ]

void Amostragem() //Desloca a amostra para a camara de extracdo.

{

lcd.clear () ; lcd.setCursor (0,0);

lcd.print ("Bombeia amostra"); // Escreve no display o dque
esta fazendo.

digitalWrite (Bombal, HIGH); //Aciona a bombal

int Tinicio = millis(); //Define o tempo inicial.

Delay (4000) ;

RefIfsi= 600;

// O loop seguinte ¢é finalizado gquando acontecer uma das
condicdes

// estabelecidas: tempo esgotado ou RefIfsimeno que 300.

while(((millis()-Tinicio) < tempoAmostragem) & (ReflIfs:
>300))

{

int templ = ((millis() - Tinicio)/1000);

lcd.setCursor (0,1);
lcd.print (templ); // Mostra o tempo display.
RefIfsi;= analogRead(analogicIFl); // Lé o sinal de detector

de infravermelho.

}
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digitalWrite (Bombal, LOW); //Desliga a bomba.
}
T
void LavaCela()
{
EsvaziaSeringas (),
vazao = 100;
vazaoAmostra(); // Estabelece a vazdo de 100 uL/s.
lcd.clear();
lcd.setCursor (0,0);
lcd.print ("Lava a cela");
digitalWrite (direcao, LOW); //Desloca os émbolos para baixo.
digitalWrite (Seringa2V2, HIGH);// Liga a valvula que
direciona o fluido para a cela.
digitalWrite (habilita ,HIGH); // Habilita a rotacdo do motor
de passo.
int tempocela = millis{();
while((millis () -tempocela)<(tempoLavaCela))
{
int xt = ((millis ()-tempocela)/1000);
lcd.setCursor(0,1);
lcd.print (xt) ;
}
digitalWrite (habilita, LOW); // Desabilita o funcionamento do
motor.
digitalWrite (Seringa2V2, LOW); // Desliga a véalvula.
}
U T L L

void InsereDitizona() // Insere ditizona na cé@mara de extracéao.
{
EsvaziaSeringas (),
lcd.clear();

lcd.setCursor (0,0);



85

lcd.print ("Aspira ditizona");

lcd.setCursor (0,1);

led.print (" Vazao: 100");
int Tinicio = millis{();
vazao = 100;

vazaoAmostra () ;

digitalWrite (direcao,LOW);// Aspira ditizona.
digitalWrite (habilita,HIGH); // Habilita a rotacdo do motor

de passo.
while((millis() - Tinicio)<tempoDitizona)
{
int tepox = ((millis() - Tinicio)/1000);

lcd.setCursor (0,1);

lcd.print (tepox) ;

}

digitalWrite (habilita, LOW); //Desabilita o bombeamento.
lcd.clear () ;

lcd.setCursor (0,0);

lcd.print ("Insere ditizona");

lcd.setCursor(0,1);

led.print (" Vazao: 100");

digitalWrite (direcao, HIGH);// Insere ditizona.
digitalWrite (habilita,HIGH) ;
digitalWrite (SeringalVl, HIGH) ;

Tinicio = millis{();

analogWrite (PinoPWM, rotacao); // Liga o motor de agitacéo
para extracdo.

while((millis() - Tinicio)<tempoDitizona)

{

int Tempz = ((millis() - Tinicio)/1000);
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lcd.setCursor (0,1);
lcd.print (Tempz) ;
}
digitalWrite (habilita,LOW); //Desabilita o bombeamento.
digitalWrite (Seringalvl, LOW) ;
delay (100);
}
U T

void ExtracaoRepouso() // Reacdo e extracdo com o motor ligado.
{
lcd.setCursor (0,0);
lcd.print ("Etapa:Extracao") ;
analogWrite (PinoPWM, rotacao); // Liga o motor para fazer a

mistura.

int Tinicial = millis();

while((millis() - Tinicial)<tempoExtracao)

{

int px = ((millis() - Tinicial)/1000);

lcd.setCursor(0,1);

lcd.print (px) ;

}

analogWrite (PinoPWM, LOW) ; // Desliga o motor:

repouso/separacdo de fase.

lcd.clear ()

lcd.setCursor (0,0);

lcd.print ("Etapa:Repouso") ;

delay (100) ;

Tinicial = millis{();

while((millis() - Tinicial)<tempoRepouso)
{

int px =((millis() - Tinicial)/1000);
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lcd.setCursor (0,1);
lcd.print (px) ;

}

}

T T T T T T T T T

void EsvaziaSeringas ()

vazao = 400;

vazaoAmostra(); //Estabelece a vazdo de 400 wul/s para

esvaziar as seringas.

lcd.clear ()
lcd.setCursor (0,0) ;

lcd.print ("Esvaziando seringa');

lcd.setCursor (0,1);
led.print (" vazao:400") ;
digitalWrite (direcao, HIGH); //Desloca os émbolos para cima.

digitalWrite (habilita, HIGH); // Habilita o movimento do

motor da seringa.

int Tempoinicio = millis{();

delay (2000) ;

int sinalChave0O = LOW;

while (sinalChaveO == LOW) // Espera o deslocamento chegar ao

fim do curso.

de

{

int Tempz = ((millis() - Tempoinicio)/1000);

lcd.setCursor (0,1);

lcd.print (Tempz) ;

sinalChave0 = digitalRead (Chave0); // Leitura da chave de fim
curso.

}
digitalWrite (habilita,LOW); //Desabilita o bombeamento.
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delay (1000) ;
sinalChaveO = LOW;
}
U L |

// Esta rotina estabelece a vazdo programada, combinando os
niveis lbégicos alto //(HIGH) e baixo (LOW) das linhas A, B, e C,

definidas na parte geral do programa.

void vazaoAmostra ()

{

if (vazao == 6)

{

digitalWrite (linhaA, HIGH) ;
digitalWrite (1linhaB, LOW) ;
digitalWrite (1linhaC, LOW) ;
}

else if(vazao == 12)

{

digitalWrite (linhaA,LOW) ;
digitalWrite (linhaB, HIGH) ;
digitalWrite (linhaC,LOW) ;
}

else 1if (vazao == 25)

{

digitalWrite (linhaA,HIGH) ;
digitalWrite (linhaB,HIGH) ;
digitalWrite (linhaC,LOW) ;
}

else if (vazao == 50)

{

digitalWrite (linhaA, LOW) ;
digitalWrite (linhaB, LOW) ;
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digitalWrite (1inhaC, HIGH) ;

}

else if (vazao == 100)

{

digitalWrite (linhaA, HIGH);//HIGH

digitalWrite (linhaB, LOW);

digitalWrite (linhaC, HIGH);//HIGH

}

else if (vazao == 200)

{

digitalWrite (linhaZ, LOW);

digitalWrite (linhaB, HIGH)

digitalWrite (linhaC, HIGH)

}

else if(vazao == 400)

{

digitalWrite (linhaA,HIGH) ;

digitalWrite (linhaB,HIGH) ;

digitalWrite (linhaC,HIGH) ;

}

}
e,
void EncheCela/()

{

EsvaziaSeringas (),
lcd.clear () ;
lcd.setCursor (0, 0);
lcd.print ("Enche Cela");

vazao = 25;
vazaoAmostra () ;

digitalWrite (Seringa2Vv2, HIGH); // Aspira fase orgénica.

digitalWrite (direcao, LOW); //Desloca os émbolos para baixo.

digitalWrite (habilita, HIGH); Habilita o bombeamento.
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delay (1000) ;

float Somaw = 0;
float mediaw = 0;
float sinal = 0;
int tempolInicial = millis{();
while((millis() - tempolInicial)<tempoEncheCela) // Enche a
cela de fluxo.
{
Somaw = 0;
for(int cv =0; cv < 10; cv++) // Le o sinal gerado pelo
fotbmetro, 10 vezes.

{

sinal = analogRead (analogico); // Lé o fotdmetro.

Somaw = Somaw + sinal;

delay(2);

}

float mediaw = float (Somaw/10); // Calcula a
media.

float kj = log(10); //Calccula

log neperiano de 10.

float Refw = float (Referencia/mediaw) ; // Nas 3 1linhas
seguintes é realizado

float Refwl = float (log(Refw)); // o calculo
da absorbéncia

Absorbance = float (Refwl/k7j); // Referencia:
Leitura com cela de fluxo

float tempw = (millis() - Tempoinicio); // com a amostra
sem solvente.

float Tempow = float (tempw/1000) ;

lcd.setCursor (0,1);
lcd.print (mediaw, 1) ;

Serial.print (Tempow, 2) ;
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Serial.print (" ; "); // Escreve a

absorbadncia com 5 casas decimais na

Serial.println (Absorbance, 5); // tela do computador.

}
digitalWrite (habilita, LOW); // Desabilita o bombeamento.

digitalWrite (Seringa2v2, LOW) ;
delay (100) ;

//SinallF1l = analogRead(analogicIF) ;
//Serial.println(SinallIF1);
}

T T T

void Calibra ()

{

lcd.clear () ;

lcd.setCursor (0,0);
lcd.print ("Ajuste Sinal");
delay (2000) ;

sinalChavel = LOW;

while (sinalChavel == LOW) // Espera dque a Chavel seja

pressionada.
{
sinalChavel = digitalRead(Chavel); // L& a Chavel.
lcd.clear();
lcd.setCursor (0,0);
lcd.print ("Ative Chavel");

int Leitura = analogRead(analogico); L& o sinal gerado pelo

fotémetro.
lcd.setCursor (0,1);
lcd.print (Leitura); // Mostra o dado lido no display.

delay (200);
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float soma = 0O;

int y = 0;
int x = 0;
int sinal = 0O;

float Media = 0;
int zy = 0;
for (x = 0;x <1000; x++) // L& o sinal gerado pelo fotdmetro
1000 vezes.
{
sinal = analogRead(analogico);
soma = soma + sinal;
zy = zy + 1;
delay (1) ;
}
Referencia = float(soma/zy); //Calcula a média.
lcd.setCursor (0,0);
lcd.print ("Valor referencia");
lcd.setCursor (0,1); // Cursor na linha 1, coluna O
lcd.print (Referencia);
Serial.print ("Referencia = ");
Serial.println (Referencia,l); // Este dado ¢é wusado para
calcular a absorbancia.
}
T T
void EncheSeringas ()
{
lcd.clear();
lcd.setCursor (0,0);
lcd.print ("Enchendo seringa");
lcd.setCursor (0,1);
lcd.print (" vazao:400") ;

vazao = 400;
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vazaoAmostra () ;

digitalWrite (direcao, LOW);// Desloca os émbolos para baixo.

digitalWrite (habilita, HIGH); // Habilita o funcionamento do
motor de passo.

delay (2000) ;

int sinalChaveO = LOW;

int Tempoinicio = millis{();
while (sinalChave0 == LOW) // Espera até que a chave seja
pressionada.
{
int Tempz = ((millis() - Tempoinicio)/1000);

lcd.setCursor (0,1);

lcd.print (Tempz) ;

sinalChave0 = digitalRead(Chave0O);// L& o estado da chave:
Alto ou Baixo.

}

digitalWrite (habilita, LOW) ; //Deslocamento chegou no,
desabilita o motor.

delay (1000) ;

sinalChave0 = LOW;

}
U T ||
void EsvaziaSeringas ()

{

vazao = 400;

vazaoAmostra () ;

lcd.clear();

lcd.setCursor (0,0);

lcd.print ("Esvaziando seringa");

lcd.setCursor (0,1);

lcd.print (" vazao:400") ;

digitalWrite (direcao,HIGH);//Desloca os émbolos para cima.

digitalWrite (habilita,HIGH) ;



millis();

int Tempoinicio

delay (2000) ;

LOW;

int sinalChaveO0
while (sinalChave0 == LOW)

{

int Tempz = ((millis() - Tempoinicio)/1000);
lcd.setCursor (0,1);

lcd.print (Tempz) ;

sinalChave0 = digitalRead (Chave0) ;

}

digitalWrite (habilita,LOW); //Desabilita o bombeamento.
delay (1000) ;

sinalChave0 = LOW;

}



