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RESUMO

A espectrofotometria em fase solida (EFS) acoplada a sistemas de
injecdo em fluxo tem sido bastante explorada na determinacdo de vérias
espécies quimicas em baixas concentracdes. Em EFS, um suporte sélido
contendo o analito imobilizado é colocado numa cela posicionada no caminho
Otico, sendo as medidas realizadas in situ, integrando as etapas de
imobilizacdo, concentracdo e deteccdo. Dentre os trabalhos realizados
empregado EFS em sistemas de analise por injecdo em fluxo, algumas
técnicas de modelagens mateméticas foram aplicadas com sucesso, podendo-
se destacar as técnicas derivativas, a calibracdo multivariada e sistemas de
equacles lineares. Todavia, certas propriedades inerentes aos sistemas FlI-
EFS ainda nédo tinham sido suficientemente exploradas de forma a criar
modelos matematicos aplicados nas determinagdes.

O trabalho desenvolvido objetivou a exploracdo de modelos matematicos
aplicados as determinacdes por espectrofotometria em fase sélida em sistemas
de andlise por injecdo em fluxo. Este foi dividido em trés etapas distintas:

(1) avaliacdo e modelagem da dispersdo em sistema FI-EFS empregando
multicomutacao

(2) desenvolvimento de algoritmos e metodologias analiticas para a
determinacao de zinco utilizando padréo Unico

(3) aplicacdo de regressao multivariada para a determinacdo de zinco e
misturas de zinco e niquel

As metodologias de analise desenvolvidas apresentaram boa precisao e
exatiddo, para um nivel de 95% de confiabilidade, aléem de baixos limites de
deteccgéo e determinagéo.



ABSTRACT

Solid phase spectrophotometry (SPS) coupled with flow injection
systems have been explored for determination of several chemical species at
low concentration levels. In SPS analysis a solid support with an immobilized
species is placed into a cell which is positioned at the optic path. Measurements
are performed in situ, integrating immobilization, concentration and detection
analytical steps. Some mathematical models were developed to be employed
on flow injection systems coupled with solid phase spectrophotometry detection.
On the other hand, certain inherent proprieties to FI-SPS systems still not
explored to develop algorithms applied for chemical species determinations.

In this work mathematical models were applied to determine chemical
species and to evaluate the sample zone dispersion by FI-SPS system. This
work was divided in three different stages:

(1) evaluation and modelling of dispersion in FI-SPS system applying
multicommutation concept

(2) development of algorithms and analytical methodologies for zinc
determination employing single standard solution

(3) application of multivariate calibration models for determination of chemical
species in FI-SPS systems.

The developed analysis methodologies presented good precision and
accuracy at 95% confidence level, besides low detection limits and

determination.
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| - INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, os avangos na andlise de espécies quimicas em
baixas concentracdes tém sido estimulados pelo desenvolvimento tecnoldgico.
Além disto, as preocupacfes vinculadas a saude e meio ambiente tornaram a
determinacao de espécies em baixas concentracdes um dos principais campos
de pesquisa em quimica analitica.

Atualmente, embora se disponha de uma série de técnicas analiticas
que propiciem melhor seletividade, sensibilidade e limite de deteccéo, a
realizacdo de algumas operacdes preliminares a quantificacdo das espécies de
interesse em diferentes matrizes, como a separagao e pré-concentracao, ainda
se constitui numa etapa limitante do processo de andlise. Estes processos
permitem a minimizacdo dos efeitos de interferéncia de matriz, podendo
também aumentar a sensibilidade dos métodos empregados. Entretanto, a
execucdo manual das etapas de separacdo e pré-concentracdo mostra-se
morosa e sujeita a erros operacionais, como contaminagdes e/ou perdas.
Muitas vezes estas operacOes ndo apresentam precisdo adequada para as
rotinas de analise, comprometendo o0s resultados. Neste contexto, a
automatizacgdo, vinculada a sistemas de Andlise por Injecdo em Fluxo (FIA do
inglés “Flow Injection Analysis”), tem despertado cada vez mais interesse.
Estes sistemas sdo capazes de substituir com vantagens 0S processos
manuais de pré-concentragdo, reduzindo o tempo de andlise, quantidade de
residuos descartados e manipulacdo de amostras, além de minimizar os riscos

de erros operacionais [1-10].



Nos ultimos anos as técnicas de sorcdo (adsorsdo, troca idnica e
extracdo liquido-solido) em FIA tém sido mais exploradas para separacao e
pré-concentracao [2,4]. Este destaque, entre as demais metodologias de pré-
concentracdo, deve-se a facilidade de operacdo em relacdo as demais
técnicas. Além disso, as técnicas de sor¢cao em FIA sdo bastante versateis, sob
0 aspecto da variedade de materiais sorbentes, agentes complexantes, e
eluentes possiveis de serem empregados para as diferentes situacoes.

Os sistemas FIA que utilizam técnicas de sorcdo podem ser
classificados em: (i) sistemas utilizados exclusivamente para separacao,
objetivando aumentar a seletividade; (ii) sistemas utilizados para efetuar a
separacdo e pré-concentracdo, onde os interferentes sédo eliminados e os
analitos pré-concentrados e (iii) os sistemas integrados, onde a concentracdo
e deteccao sao realizados simultaneamente, in situ, no sensor 6tico em fase
sélida [2,11].

Dentre os sistemas FIA empregando técnicas de sor¢éo, vale destacar,
aguelas integradores (grupo iii), entre o qual esta inserida a espectrofotometria
em fase sélida. Esta técnica baseia-se na medida da atenuacdo da radiacéo
incidente num material sélido contendo a espécies de interesse, sendo a

concentracéo e deteccao realizadas em uma uUnica etapa.



Il AESPECTROFOTOMETRIA EM FASE SOLIDA

A Espectrofotometria em Fase Sélida (EFS) baseia-se na medida direta
do grau de atenuacdo de um feixe luminoso que incide numa fase sdlida na
qual o analito de interesse esta retido.

A primeira proposta de medida direta de mudanca de coloragdo em um
suporte solido foi realizada por Yoshimura e colaboradores em 1976 [12]
usando DOWEX como suporte sélido e difenilcarbazida, 1,10-fenantrolina,
tiocianato de amoénio e Zincon para determinacdo de cromo, ferro e cobre,
respectivamente. A partir dai as aplicacbes da EFS vém crescendo,
principalmente devido a simplicidade de uso, automacdo e baixos limites de
deteccdo que podem ser alcancados [2, 11, 13].

A caracteristica principal desta técnica € a integracdo das etapas de
separacao, concentracdo e deteccdo, devido a transferéncia do analito em
solucdo para um pequeno volume de fase solida na qual a deteccdo é
realizada. Um diferencial da EFS para as demais técnicas de pré-concentracao
por sor¢do é a ndo é necessidade de remocdo do analito da fase solida para
um volume relativamente reduzido de fase liquida, provocando uma diluicdo do
analito. Assim, na EFS pode-se também obter maior fator de enriquecimento, ja
gue ndo é necessaria a eluicdo para efetuar as medidas.

Em EFS ha basicamente trés procedimentos comumente empregados
na preparagcdo do analito para as medidas. A selecdo do processo dependera
da natureza do analito, do suporte sélido e do reagente cromogénico [14]. As

possibilidades estao descritas na sequéncia:
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a) o complexo do metal com o reagente cromogénico formado em solucéo, ou
0 par ibnico, é retido na fase sdlida. Este procedimento pode ser aplicado
guando a reacédo, forma um produto colorido, é suficientemente seletiva e o
produto da mesma é facilmente retido por uma fase solida;

b) o reagente cromogénico é previamente retido no suporte sélido para entao
ocorrer a subsequente complexacdo do analito com o reagente imobilizado.
Neste tipo de procedimento, 0 reagente cromogénico deve ser retido
irreversivelmente no suporte solido em condicbes que permitam que a
reacao com o analito ocorra na fase solida e o complexo permaneca retido;

c) o analito € previamente retido no suporte solido para entdo ser tratado com
0 reagente cromogénico. Este procedimento pode ser aplicado quando o
reagente possui baixa seletividade.

O procedimento (a) € o mais amplamente utilizado em EFS [15], sendo
exemplos desse sistema: a determinacdo de cromo(VI) com difenilcarbazida
[12], de cobalto com tiocianato [12] e aluminio com Morin [16]. O processo (b)
tem sido cada vez mais empregado, principalmente devido a economia do
reagente cromogénico, pois ap0s a eluicdo do analito, o reagente permanece
imobilizado, podendo ser reutilizado. Exemplos do uso do procedimento (b) séo
os sistemas: niquel — PAN [17], cobre — Zincon [12], fluoreto — Alizarina
complexo de cério [18]. O procedimento (c) ainda tem sido aplicado
moderadamente, tendo como exemplo a determinacdo de zinco [19] na forma
de complexo anidénico, que pode ser retidos numa resina anionica para
posterior reacdo com Zincon, e deteccdo em fase sélida.

Nos procedimentos envolvendo EFS, o feixe luminoso incidente sofre

absorcdo, reflexdo e espalhamento da radiacdo. Dessa forma, o termo



atenuacdo € mais conveniente que o0 termo absorcdo para descrever o0
processo de interacdo da radiacdo luminosa com a espécie retida na fase
solida.

As medidas por EFS séo realizadas posicionando-se o suporte sélido,
contendo o analito, diretamente no caminho 6tico do espectrofotdmetro. Uma
das formas mais simples de retencdo do analito para determinacéo por EFS se
da com o uso de uma membrana filtrante, sendo esta posicionada
adequadamente no espectrofotdmetro. Um exemplo desse procedimento é a
extracdo do complexo cobre (II) com o acido 5,10,15,20-tetrafenil-
21H,23H,porfinotetrasulfonico (TPPS) para uma membrana filtrante na qual sdo
realizadas as medidas analiticas [20].

Em geral, as medidas analiticas por EFS tem sido mais freqientemente
realizadas empregando celas, comerciais ou especialmente construidas, para
depdsito da fase sélida [21,22]. Normalmente sao utilizadas celas que
propiciem 1 mm de espessura da fase sélida. O aumento da sensibilidade por
EFS pode ser obtido aumentando o caminho 6tico da radiacdo que penetra ha
fase solida, que geralmente é diferente da espessura da camada de fase
sélida fornecida pela cela. Todavia, as medidas utilizando caminhos o6ticos
muito grandes podem ser dificeis devido as grandes perdas de radiacdo por
espalhamento e absorcéo de fundo (background).

A principal causa de dificuldade nas medidas por perdas de radiacéo € o
espalhamento, pois, em contradicdo com a Lei de Lambert, o aumento da
espessura da camada de fase solida gera um aumento moderado na absorcao
de fundo [14,22]. Isso sugere que, minimizando as perdas de radiacdo por

espalhamento, o uso de celas com caminhos 6ticos maiores pode ser acarretar



num vantajoso aumento de sensibilidade. Uma das formas de minimizar as
perdas de radiacdo por espalhamento € posicionar a cela o mais proximo
possivel da janela do detetor, de forma a possibilitar uma melhor geometria
para coleta do feixe luminoso transmitido através da fase solida. Outra opc¢éo &
o acoplamento de um tubo cilindrico, com superficie interna espelhada,
posicionado entre a cela e o detetor, em paralelo com o feixe luminoso [22].
Com essas modificacdes celas que tém espessura de até 1 cm de fase solida
podem ser empregadas. Embora se consiga um aumento de sensibilidade com
o0 aumento de espessura da camada do soélido, uma relacdo diretamente
proporcional entre as duas quantidades ndo é necessariamente obtida [15].

Um grande namero de suportes solidos tem sido empregados em EFS,
dentre estes vale destacar: resinas trocadoras catibnicas [12,23,24], anidnicas
[25,26], resinas quelantes, resinas ndo ibnicas [21,27,28], vidro poroso
sinterizado [29], membranas filtrantes [20,30], espuma de poliuretano [31,32].
Algumas das caracteristicas necessarias para o uso amplo e por longos
periodos do suporte sélido séo:
¢ Resisténcia mecanica adequada,

e Baixas variacdes de volume do solido quando o analito é retido ou quando
ha variacao do solvente;

e Cinética suficientemente favoravel para permitir uma facil retencéo e eluicéo
do analito;

e Transparéncia adequada a radiacdo luminosa na faixa de comprimento de
onda utilizada.

Este dltimo item, de certa forma, limita o emprego dos possiveis

sorbentes em relagdo as demais técnicas de pré-concentracdo por Sorcao.



Assim, sorbentes opacos com carvao ativo ndo podem ser empregados em
EFS, exceto quando séo realizadas medidas da reflectancia da fase sélida.

Dentre os suportes soélidos mais utilizados em EFS vale destacar a
resina aniénica Sephadex QAE A-25 [33,34], a resina catidbnica Dowex 50W-X4
[15] e silica funcionalizada Cis [21,27,35].

A silica funcionalizada Cis € a fase estacionaria mais utilizada em
cromatografia liquida de fase reversa e dentre os suportes sélidos mais
utilizados em EFS. Este material se destaca pela alta razao de transferéncia de
massa e resisténcia mecanica, além de nado sofrer alteracdes de volume
gquando exposto a diferentes solventes, como ocorre freqientemente com
resinas de troca ibnica. Outra vantagem do uso do Cis € que esta ndo sofre
interferéncias da salinidade do meio [36].

Para que a fase sélida possa ser reutilizada diversas vezes, a elui¢do
para remocdo do analito é necessaria. Esse procedimento usualmente &
realizado submetendo a fase sélida a acdo de uma solucdo acida, de um
complexante ou um solvente, de maneira que a remoc¢ao do analito seja efetiva
e nao haja degradacdo da fase sodlida. Dependendo do procedimento
empregado na imobilizacdo do analito para analise por EFS, a eluicdo pode ser
realizada removendo o complexo ou apenas o analito, deixando o reagente
imobilizado no suporte sadlido.

Apesar de ser usual a eluicdo apdés a analise de cada amostra, pode-se
realizar as leituras medindo-se a variacdo do sinal de absorbéancia apds cada
imobilizacdo do analito. Todavia esse procedimento pode acarretar em
problemas devido a saturacéo da fase, levando a uma perda na aditividade dos

sinais apds cada imobilizacdo das amostras. Portanto, € comum a introducéo



do eluente apds cada imobilizacdo da amostra, permitindo a extenséao da faixa
dindmica de trabalho [33].

O desenvolvimento de métodos de andlise utilizando a EFS acoplados a
sistemas de andlise por injecdo em fluxo (FI-EFS) tem crescido bastante
[11,21,33,34]. Em sistemas FI-EFS, uma cela de fluxo € preenchida com o
suporte solido e entdo posicionada no caminho 6tico do espectrofotdmetro,
sendo realizadas simultaneamente a deteccdo e a concentracdo do analito.
Diferente dos sistemas em batelada, onde a imobilizacdo e reacdo do analito
sao realizadas pela mistura sob agitacdo de analito, reagente e fase sélida até
serem alcancadas as condicfes de equilibrio, nos sistemas FI-EFS a detecc¢éo
pode ser feita fora das condicdes de equilibrio. Dessa forma, além do aumento
da frequéncia analitica, consumo de pequenos volumes das solucbes do
analito e dos reagentes propiciado por FIA, um aumento da seletividade pode
ser obtido explorando-se as possiveis diferencas nas cinéticas de retencao e
eluicdo das espécies quimicas presentes nas amostras [11,37,39].

Diferentes metodologias foram apresentadas na literatura usando FI-
EFS. Yoshimura [40] propds o uso de um sistema FI-EFS para determinacao
de tracos de Cr (lll) e Cr (VI) em &guas naturais através da formacdo do
complexo de Cr (VI) com difenilcarbazida, sendo este complexo retido em
resina cationica (Muramac 50W-X2). O mesmo autor desenvolveu metodologia
por FI-EFS para determinacdo de cobre imobilizado em resina catidnica
monitorando a absor¢gdo do ion metalico em 800 nm, ndo sendo utilizado
reagentes cromogénicos [62]. Valcarcel e cols [41] utilizaram FI-EFS para
determinacdo de cobalto(ll) em produtos farmacéuticos usando o piroxidal 4-

feniltiosemicarbazona como reagente, sendo estudadas diferentes formas de



injecdo e imobilizacao prévia de reagente ou do complexo entre o reagente e o
analito. Um método empregando FI-EFS foi desenvolvido para determinacéo
de zinco(ll) pela reacdo com PAN, previamente imobilizado em resina catibnica
(Dowex), contida na cela de fluxo [42].

Na EFS, usualmente as etapas de reacao e retencéo sao realizadas em
batelada. Inicialmente adiciona-se uma aliquota do analito seguida de uma
aliquota do reagente cromogénico Na solu¢do do complexo € adicionada uma
determinada massa do sélido sorbente. A reacéo e retencdo sao realizadas sob
agitacdo até que as condicdes de equilibrio sejam atingidas, sendo o analito
uniformemente distribuido nas particulas do material solido. A partir dai a fase
sélida contendo o analito imobilizado é filtrado e empacotado numa cela onde
as medidas da atenuacao da radiacdo sao realizadas, posicionando esta cela
no caminho 6tico de espectrofotometria. A atenuacgéo total que ocorre na fase
sélida é dada por:

AT = Aafs + Asolv + Areag + ABG (1)
onde At é a atenuacao da fase solida, Aass € a absorgdo de complexo formado
com o analito retido na fase soélida, Asov € a absor¢do da solugéo intersticial
entre as particulas do material soélido, Areag € a absorcdo do reagente
cromogeénico livre retido na fase solida e Asc € a atenuacao de fundo devido ao
espalhamento da radiacéo e pela absorcdo devido ao suporte sélido em si. A
situacéo ideal seria um caso em que Aafs pudesse ser obtida diretamente pela
medida da absorcdo no comprimento de onda caracteristico do complexo
formado entre o reagente e o analito, utilizando como branco uma fase soélida
nao contendo o analito preparada da mesma forma que a fase solida com o

analito imobilizado. Todavia, o cancelamento completo da atenuacao de fundo
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(Asc) nem sempre é obtido, principalmente devido as pequenas diferencas no
empacotamento da fase sélida.

Yoshimura e cols propuseram como correcdo da atenuacéo de fundo a
medida da fase soélida contendo o analito e da fase so6lida do branco em dois
comprimentos de onda, um relativo ao maximo de absorcédo de complexo com
o analito e outro onde o complexo com o analito ndo absorva [15]. Neste ponto
os sistemas FI-EFS tém grande vantagem em relacdo aos sistemas em
bateladas, pois, as medidas do complexo formado com o analito e da fase
sélida sem o analito retido sdo realizadas numa cela de fluxo contendo o
mesmo suporte solido, tendo exatamente o mesmo tipo de empacotamento
durante as medidas pois a fase sélida ndo € trocada para as diferentes
medidas, sendo que a diferenca entre o sinal do complexo de analito na fase
sélida e do suporte solido sem o analito corrige eficientemente a atenuacéo de
fundo sem a necessidade da medida com dois diferentes comprimentos de
onda.

A relacéo entre a absor¢cdo do complexo com o analito na fase sélida e a
concentracdo do analito em solucéo foi estudada por Yoshimura e cols [15,22]
quando a reacgdo e a retencao foram realizadas em condi¢des de equilibrio.

A absorbancia do complexo de analito na fase solida é dada por:

Aafs =arsbrsCars 3)
onde aas € a absortividade do complexo com o analito em cm™ ug?t mL,
brs € 0 caminho 6tico médio de feixe ao atravessar a fase sélida (cm), sendo
este diferente da espessura da cela contendo a fase sélida, Cas €é a

concentracdo do analito na fase sélida (ug mL?t), devendo-se destacar que a
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concentracdo do analito na fase sélida é dada pela massa do analito retido por
volume de fase solida.

A relacdo entre a concentracdo do analito na fase solida e do mesmo em
solucdo aquosa sera aqui deduzida com pequenas alteracdes nas unidades
utilizadas por Yoshimura [14].

A razéo de distribuicdo entre a concentracdo do analito na fase sélida e
na fase aquosa apds o equilibrio € dada por:

Cf
afs 4
C (4)

aaq

D=

onde Cafs (ug mL1) é a concentragdo do analito na fase sélida e Caaq (ug mL™)
€ a concentracdo do analito na fase aquosa. Rearranjando a eq (4) tem-se:

Cas
Caaq =?f (5)

A concentracao na fase aquosa € dada por:

Maa My — My
aaq =V—q (6) = Caaq :tv—f (7)

aq aq

C

onde Maaq(1g) € @ massa do analito na fase aquosa, mai(ug) € a massa total do
analito adicionado ao sistema, mas(ug) € a massa do analito imobilizado na
fase solida e Vag(mL) € o volume da solugcdo aquosa do analito adicionada ao
sistema. Dai tem-se que:

COVa - Cafs st
Cang = “V (8)

aq

sendo entao:

Cats V 9)

s ' fs

Caaqvaq :COVaq -

onde Co(ug mL?) é a concentracdo do analito em solucdo antes desta ser

posta em contato com a fase solida. Rearranjando as equacdes (5) e (9):
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C—st Vg =CoVag = Cuts Vis (20)
e

Cats Vag =Co VoD —C4 V(D (11)
sendo

Cus Vg +Cus Vi, D=C,V,,D (12)
e

Cus (Vg +V D) =Cy,V, D (13)
entéo
dividindo o numerador e o denominador da equacéao (14) por D:

Cus = \,Cq(’# (15)

D + Vg

Admitindo-se que a fase sélida ndo sofra alteracdes significativas no seu
volume, apdés a imobilizacdo do analito, pode-se expressar esse volume em

fungdo da densidade da fase sélida dis(g mL?), e da massa de fase sdlida,

mis(Q):
C,V
C,L=—2 16
afs Vaq mfs ( )
D d

fs
dai a relacdo entre a absorbancia do analito na fase solida e a concentracao do
analito em solucéo aquosa apos ser atingido o equilibrio entre as fases, é dada

por:
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Aafs = afsb fs ﬁ (17)
_aa + _fs
D d

A partir da equagdo (17), verifica-se a dependéncia da absor¢cdo do
complexo entre analito-reagente cromogénico retido na fase soélida com a
densidade do suporte solido e a razdo de distribuicdo, propriedades estas
relacionadas com o tipo de fase sélida e a sua interacdo com o analito. A
absorcdo também € inversamente proporcional & massa de fase solida
utilizada, além de ter uma relacdo nao linear com o volume da solucao do
analito empregada. Quando o volume de solu¢do aquosa é muito pequeno em

relacdo a razéo de distribuicdo tem-se que:

Vaq dfs
D =0 = Aafs =afsbfs m_COVaq (18)

fs
Dai a absorbéncia do analito retido na fase soélida tem relacéo linear com o
volume da solucdo do analito utilizado e com sua concentracao.

A relacdo empirica entre o sinal analitico e a massa de fase sdlida e
volume da solucdo do analito utilizada foi estudada [43-45] seguindo as
relacdes previstas na equacéao (17). Outro fator que tem influéncia na absorcao
de analito na fase sélida em procedimentos em batelada , fora das condi¢cdes
de equilibrio, € o intervalo de tempo de agitacdo da mistura contendo solucao
amostra, reagente e suporte solido [43-45]. A curva ilustrada na Figura 1
mostra a relacdo linear entre a absorcdo do complexo de ferro (lll) com
ferroina, em presenca de acido ascorbico, imobilizado numa resina anionica do
tipo Dextran, com o inverso da massa da fase solida [43].

A relacdo entre a absorcdo do analito imobilizado na fase sélida e o

volume de solucdo amostra utilizado é mostrado na curva da Figura 2, onde
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analisou-se hidrazina utilizando o p-(dimetilamina)-benzaldeido (pDAB) como
reagente [44], sendo o produto da reacdo imobilizado em resina catiénica
Dowex 50WX8. Para volumes pequenos de analito foi verificada uma relagcéo
linear entre a absorbancia e o volume de solucéao do analito.

A dependéncia entre o intervalo de tempo de agitacdo e a absorbancia
do complexo formado entre o vanadio(V) e o acido 5-bromosalicilico (5-BrSHA)
imobilizado em resinas Sephadex QAE A-25 [45] é exibida na Figura 3. Foi
verificado que a partir de um certo intervalo de tempo de agitacdo o sinal de
absorbancia torna-se constante, sendo que este intervalo de tempo depende

do volume da solucéao do analito.

1
081
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Figura 1. Relacdo entre a absor¢cdo do complexo Fe(lll)-ferroina, em presenca

de acido ascoOrbico, com o inverso da massa da fase solida [43].



15

i
Ac I . - - £ = I
o) hts !
; ‘
"I
1
- ]
I e !
oat |
\ / '
’ ]
0.2 ',‘ol :
’ o".| :
' '
o'~ o b ” et 1 4 | 3 - |
] 200 2000 2500 3000

000 woo
Sample Volume (mL)
Figura 2. Relagdo entre a absor¢cdo do analito imobilizado e o volume de

solucdo-amostra utilizado, na andlise de hidrazina utilizando pDAB como
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A dependéncia do sinal analitico obtido por EFS com a massa de fase
sélida, volume de solugcdo amostra e tempo de agitacdo foi estudada
objetivando apenas o controle e a otimizacdo das condicbes de analise.
Entretanto, essas informac¢des nao foram ainda convenientemente exploradas
na tentativa de desenvolver novas estratégias de andlise, principalmente sob o
ponto de vista matematico. Ainda mais amplas sao as possibilidades quando se
associa a EFS com sistemas FIA, devido a existéncia de novas variaveis

controlaveis associadas a esses sistemas dinamicos.
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VIll. APLICACAO DO METODO DOS MINIMOS
QUADRADOS PARCIAIS NAS DETERMINACOES
POR ESPECTROFOTOMETRIA EM FASE SOLIDA
ASSOCIADA A SISTEMA DE ANALISE POR

INJECAO EM FLUXO

A determinagdo de mais de analito por amostra utilizando a analise por
injecdo em fluxo foi avaliada desde os seus primeiros trabalhos [105], sendo
que este tornou-se tema de reviséo bibliografica [106].

Em espectrofotometria em fase soélida a determinacdo muticomponente
também é objeto de estudo, sendo que varios trabalhos foram realizado nessa
vertente. Entre esses trabalhos, uma grande parte destes empregam reacodes
quimicas ou estratégias instrumentais para determinacdo multicomponentes
por EFS [107-110].

Com o advento do desenvolvimento e divulgacdo de métodos
guimiométricos, houve um crescimento significativo no niamero de trabalhos
envolvendo andlise multicomponentes em todos ramos da quimica analitica. A
guimiometria € o ramo da quimica que utiliza e desenvolve técnicas
matematicas, estatisticas e outros métodos empregando a logica formal para
planejar ou selecionar as condi¢des 6timas para realizacdo de experimentos e
permitir a obtencdo do maximo de informacgfes a partir de dados quimicos

[111,112].
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O uso intensivo de técnicas quimiométricas na analise multicomponentes
deve-se principalmente ao fato que com estas nao € necessario um tratamento
quimico intensivo para separacdo das espécies quimicas a serem quantificas
ou o0 uso de métodos de analise seletivos, sendo necessario apenas o0 uso de
técnicas instrumentais adequadas para a aquisicdo dos dados necessarios
para o tratamento quimiométrico.

Dentre as aplicacdes de técnicas quimiométricas a EFS destacam-se o0s
meétodos derivativos [113-115] e a calibracdo multivariada [116,117]. Outras
técnicas quimiométricas empregadas em EFS, que ndo se relacionam
diretamente com a analise multielementar, também foram empregadas com
sucesso no planejamento e otimizacdo de experimentos [118,119] e em testes
de robustez, para validacdo de métodos analiticos e deteccdo de amostras
anoémalas (outliers) [120].

A calibracdo multivariada também foi aplicada em conjunto com o
sistemas FIA na andlise multicomponentes [101,121,122], principalmente nas
analises em misturas complexas e emprego do método generalizado da adi¢cao
padrao.

Na maior parte dos trabalhos empregando espectrofotometria em fase
sélida, em sistemas em batelada ou em fluxo, e dos sistemas FIA usuais que
empregaram técnicas de calibragdo multivariadas foram utilizados
espectrofotdometros que possibilitaram a aquisicdo de espectros em intervalos
de tempo reduzidos, sendo necessarios para 0 processo de calibracdo e
previsao das concentracdes dos analitos.

Nos sistemas FIA, o uso de espectrofotbmetros que permitam uma

varredura rapida dos comprimentos de onda para registrar os espectros dos
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sinais transientes, é mais indispensavel para 0 uso de espectros para
construcdo de modelos multivariados. A maior parte desses métodos utiliza o
espectro na regido do maximo dos picos FIA ou se emprega todos espectros,
coletados a cada intervalo de tempo, e utiliza-se de técnicas de calibracéo
three-way [123].

Em sistemas FIA, os sinais transientes que sao registrados fornecem um
namero enorme de dados. Normalmente, apenas o sinal relativo ao maximo
dos picos FIA é utilizado no processo de construcdo de curvas analiticas pelo
método univariado, sendo descartado o restante dos dados.

Esses dados contém informacfes relativas a cinéticas das possiveis
reacoes, viscosidade das solucdes, variacdes do indice de refracéo, coeficiente
de difusdo, entre outras [55]. As informacgfes contidas nos picos FIA podem
possibilitar a caracterizacdo dos analitos por métodos multivariados de forma
tdo satisfatoria quanto utilizando dados espectrais. Todavia, o uso dos perfis
dos picos FIA, obtidos em um dnico comprimento de onda, ainda € pouco
difundido, sendo poucas as tentativas realizadas nessa vertente [124-126].

Nos procedimentos de andlise por FI-EFS empregando técnicas de
calibragdo multivariada, ainda ndo foram realizados trabalhos suficientemente
divulgados na qual emprega-se 0s sinais transientes, obtidos em um
comprimento de onda fixo, para construcdo de modelos multivariados.

Esse capitulo sdo apresentados dois trabalhos: (1) aplicacdo do método
dos minimos quadrados parciais na determinacdo de zinco por
espectrofotometria em fase solida acoplada a sistemas de analise por injecéo
em fluxo e (2) aplicacdo do método dos minimos quadrados parciais (PLS) na

determinacao simultanea de zinco e niquel em misturas por espectrofotometria
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em fase sélida acoplada a sistemas de analise por injecdo em fluxo. Porém,
antes da apresentacdo dos métodos desenvolvidos aplicando o PLS aos dados
gerados por FI-EFS, serdo brevemente introduzidos os conceitos basicos da

modelagem de dados pelo método dos minimos quadrados parciais.
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VIIl.1 — O Método dos Minimos Quadrados Parciais

(PLS)

Os dados quimicos multivariados podem ser arranjados na forma de
uma tabela de dados, onde os objetos sdo dispostos em linhas e as variaveis
em colunas. Os objetos, freqiientemente sdo os padrbes ou as amostras, e as
variaveis, os diferentes comprimentos de onda, intervalos de tempo de leitura e
elementos presentes na amostra.

A tabela de dados pode ser representada na forma de uma matriz, como
ilustrado na Figura 47, da matriz x«i ., indicando o valor do k-ésimo objeto e da

i-ésima variavel.

variaveis >

1 [ p

8 1 X11 Xy le
d—
2,
O
(@]

K| X Xy Xio

n an Xni an

Figura 47. Uma matriz de dados quimicos com n linhas e p colunas, da matriz

Xk ., indicando o valor do k-ésimo objeto e da i-ésima variavel.

A notacdo normalmente empregada em algebra linear e utilizada pelos
principais autores de textos sobre quimiometria [127] sera aqui utilizada. Letras
maiusculas em negrito representardo matrizes, e letras minusculas também em

negrito vetores (linhas ou colunas das matrizes). As letras mindsculas em
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italico representardo escalares, que podem ser elementos das matrizes (a;), de
vetores (a) ou constantes (a). A transposta de uma matriz ou vetor sera
representada por um sobrescrito “T” , como por exemplos x'. A operacédo de
transposicao € dada pela troca das linhas pelas colunas.

E possivel estabelecer uma relacdo entre duas matrizes de dados A e C,
qguando houver uma dependéncia entre as propriedades que descrevem cada
uma delas. A forma de se estabelecer essa relacdo € a base da Calibracédo
Multivariada [127].

A calibracdo multivariada consiste basicamente em duas fases: a
calibracéo e a previsao.

A fase de calibracdo, tomando como exemplo as determinacdes por Fl-
EFS a serem apresentadas neste trabalho, n solu¢des de referéncia e os sinais
analiticos sdo medidos em p intervalos de tempo diferentes. E obtida uma
matriz A, com p colunas e n linhas, dos perfis dos sinais transientes
correspondentes as solucdes de referéncia, e uma matriz C das concentracdes
com m colunas e n linhas, das concentracdes das m diferentes espécies
analisadas. Essas matrizes constituem o Conjunto de Calibragé&o.

O préximo passo € desenvolver um modelo matematico apropriado que
melhor possa reproduzir C a partir dos dados da matriz A obtida para amostras
de concentracdes desconhecida. Esse modelo € usado na Fase de Previsdo
para estimar as concentragcdes dos analitos em amostras, a partir dos seus
sinais transientes obtidos por FI-EFS. Os dados utilizados nessa fase
constituem o Conjunto de Previsao.

Muitas vezes, antes que o0 modelo seja desenvolvido, € conveniente

tratar os dados de modo a tornar os calculos computacionais melhor
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condicionados. Normalmente, o primeiro passo envolve a normalizagdo [128],
gue consiste em fazer com que cada variavel tenha a mesma influéncia no
estagio inicial dos calculos. Esta operacéo é realizada pela subtracéo de todos
os termos de uma certa variavel pela sua média, dividindo esse resultado pelo
desvio padrdo dessa variavel, de forma que todos os termos de uma certa
variavel tenham média igual a zero (centralizados na média) e variancia unitaria
(escalados). A centralizacdo na média remove 0s termos constantes presentes
nos dados, fazendo com que estes sO possuam termos que variam conforme
variam-se os objetos, removendo dados espurios. O escalonamento serve para
gue todas as variaveis estejam na mesma unidade, unidade de desvio padréo.
Quando as variaveis estdo na mesma escala o processo de escalagem pode
degradar os resultados pela amplificacdo do ruido, a que se pode dar a mesma
importancia que o sinal Gtil. Durante toda discussdo a seguir, assume-se que
as variaveis estdo centralizadas na média.

Os métodos de calibracdo multivariada tem sido utilizado cada vez mais
em quimica analitica [129], principalmente quando componentes de uma
mistura precisam ser determinados, mas a informacao analitica disponivel ndo
apresenta seletividade. Dentre esses métodos, hA um enorme destaque ao
Método dos Minimos Quadrados Parciais (PLS, do inglés Partial Least
Squares) [127, 130-132], que vem ganhando importancia devido principalmente
a simplicidade do algoritmo e excelente poder de previséo.

O PLS esta relacionado com outros meétodos de calibracdo multivariada
como o método dos minimos quadrados classico (CLS, do inglés Classical

Least Squares) [133], com o método dos minimos quadrados inverso (ILS, do
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inglés Inverse Least Squares) [133,134] e com a regressao dos componentes
principais (PCR, do inglés Principal Components Regression) [130,132].

O CLS assume que a matriz das respostas instrumentais (absorbancia
em diferentes comprimentos de onda, absorbancia em diferentes intervalos de
tempo, etc) varia em funcdo da variacdo da matriz das concentracdes dos
constituintes das amostras. Numa notacdo matricial isso pode ser escrito como:

A=C-B+E, (30)
onde B é uma matriz m x p das constantes de proporcionalidade e Ea € uma
matriz n X p dos erros na previsdo de A. A resolucdo desse problema de
calibracédo envolve o calculo de B pela equacéo:
B=(C'CO)'C'A (31)
E as concentracfes, dos elementos nas amostras, previstas € dada por:
C=BB)BA (32)

Este método tem como vantagem o uso de um numero elevado de
diferentes respostas instrumentais por amostra na etapa de calibracédo. O fato
de utilizar um grande numero de varidaveis nos calculos gera um “efeito de
meédia” que torna o modelo menos suscetivel aos ruidos instrumentais. De fato,
para que esse efeito seja eficiente, o0 nimero de variaveis em A deve ser muito
maior que o numero de solucbes de referéncia empregadas na etapa de
calibragéo.

Por outro lado, a maior desvantagem é o fato que a concentracdo de
todos constituintes das amostras do conjunto de calibragdo devem ser
conhecidas e incluidas na etapa de calibracdo, de outra forma os outros
constituintes irdo interferir nas respostas instrumentais, gerando resultados

incorretos.
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Um grande problema com o uso do CLS € que é muito incomum, e as
vezes inteiramente impossivel, conhecer a composicdo completa das amostras.
Uma solucédo para esse problema € realizada tirando vantagem da algebra e
rearranjar a equacao 30.

C=AP+E, (33)

Onde P é uma matriz p x m dos coeficientes da calibragcdo dos m
analitos e Ec € uma matriz n x m dos erros na estimativa de C. A solucao da
equacéao 33 é dada por:

P=(ATA'A'C (34)

A etapa de previsdo € semelhante a equacdo 33, onde A é substituida
pela matriz das resposta instrumentais das amostras de concentragdes
desconhecidas.

Essa modificacdo matematica do CLS tem sérias implicagcbes nos
experimentos. Este método é conhecido como método dos minimos quadrados
inverso (ILS). A relagéo ilustrada na equacdo 33 implica que a matriz das
concentragbes (C) varia em fungdo das variagbes na matriz das repostas
instrumentais (A). Dessa forma, para o célculo das concentracfes das espécies
de interesse nas amostras é necessario a construcdo de um modelo que
emprega a matriz das respostas instrumentais e uma matriz das concentragdes
contendo a concentracdo das espécies de interesse apenas, sendo
desnecessario a inclusdo das concentracdes dos demais componentes da
amostras.

Dessa forma, o ILS pode ser utilizado na analise de algumas espécies

guimicas presentes em misturas complexas.
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Uma das desvantagens do ILS € que, devido a dimensionalidade das
equacOes matriciais, 0 numero de respostas instrumentais ndo pode exceder o
namero de solucdes de referéncia utilizadas na etapa de calibracdo ou havera
mais coeficiente de calibracdo desconhecidos que objetos no conjunto de
calibracdo. Dessa maneira 0 ILS esta sujeito a empregar um namero de
variaveis em A restrito ao numero de solucbes de referéncia, o que faz com
que o “efeito de média” seja desprezivel.

Seria possivel aumentar o nimero de variaveis em A aumentando o
namero de solucbes de referéncia do conjunto de calibragdo. Todavia, quanto
mais respostas instrumentais sdo adicionadas, pode ocorrer que entre as
variaveis haja uma relacdo aproximadamente linear. Esse efeito, conhecido
como colinearidade, faz com que a solugdo da equacdo (5) seja
numericamente instavel (singularidade).

Outro problema do ILS é conhecido como overfitting, ocorre quando o
namero de resposta instrumentais é excessivo e o modelo comeca a incluir
ruido instrumental e outras variagcdes extremamente peculiares ao conjunto de
calibracdo, sendo que quando esse modelo é utilizado na previsdo da
concentracbes dos analitos em amostras 0s erros nas estimativas séo
relativamente elevados.

No ILS, as vantagens do CLS ao incluir um namero elevado de variaveis
nas respostas instrumentais sdo definitivamente perdidas. Entdo deve-se
empregar um sistema adequado de selecdo das variaveis na matriz A para
evitar esse problema. Esta tarefa, para um grande numero de possibilidade,

pode ser impraticavel devido ao numero absurdamente grande de possiveis
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combinacgdes a serem testadas no modelo, para encontrar-se o subconjunto de
variaveis 6timo.

Um método melhor seria aquele que permitisse o uso de um elevado
namero de diferentes respostas instrumentais, usando o efeito de média do
CLS, e, ao mesmo tempo, propiciasse a construcdo de modelo conhecendo-se
apenas as concentracdes da espécies de interesse nas solucdes de referéncia
do conjunto de calibracdo, vantagem do ILS.

Felizmente, as variacbes nas concentracdes sdo explicadas por um
conjunto reduzido de fatores abstratos, e ndo relacionadas diretamente com as
respostas instrumentais. Esse conjunto de fatores abstratos pode ser
encontrado projetando a matriz A hum espa¢o, com um numero de dimensdes
inferior ao numero de variaveis em A, que maximize a variancia de A. Um
método largamente empregado para esse propésito € a andlise de
componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) [135].
Esse método usa toda informacédo contida em A e reconstroi uma nova matriz
(scores), com um numero menor de varidveis que a matriz original, isenta de
problemas de colinearidade, podendo ser usada para calibracédo por ILS. Essa
técnica projetiva preserva as vantagens do CLS, uma vez que usa todas
possiveis respostas instrumentais contidas em A para o céalculo da nova matriz,
e do ILS pois 0 numero de variaveis da nova matriz € menor que o numero
objetos do conjunto de calibragdo. A Figura 48 ilustra a projecdo dos dados
referentes a absorbancia em dois comprimentos de onda diferentes nos

componentes principais.
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Figura 48. llustracdo da projecdo dos dados nos componentes principais.

Pela Figura 48 observa-se que o primeiro componente (PC1) consegue
explicar a maior parte da variagdo dos dados, enquanto que o segundo
componente principal (PC2) € ortogonal ao primeiro e explica a variagdo dos
dados nédo explicada pelo primeiro componente. Nesse exemplo, basta um
componente principal para explicar todo conjunto de dados.

As duas técnicas de calibracdo multivariada que empregam principios do
PCA sdo a regressdo dos componentes principais (PCR) e o método dos
minimos quadrados parciais (PLS).

O PCR comeca os calculos decompondo a matriz A numa soma do

produto de dois vetores que constituem 0s componentes principais:
A=tp; +t,p) +..+t,pl +E, (35)
gue pode ser escrita numa forma matricial como:
A=TP" +E, (36)
onde T é uma matriz n x a contendo os vetores dos scores, P € uma matriz p x

a contendo os vetores dos loadings e a € o numero de componentes principais,

ou variaveis latentes, que explicam A. O numero de componentes principais
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deve ser menor ou igual ao numero de objetos utilizados na etapa de
calibracao.

O segundo passo do PCR é realizar a regressao empregando T por ILS:

C=TB+E, (37)
onde a solucéo dessa equacéo € dada por:
B=(TN)*'T'A (38)
onde B é uma matriz a X m dos coeficientes da regressdo por PCR. A
resolucdo da equacédo 38 é possivel pois a matriz de scores é ortogonal, ndo
apresentando problemas de colinearidade.

A principal desvantagem do PCR € que o célculo dos scores é realizado
por PCA nenhum conhecimento sobre a capacidade desses scores em explicar
as concentracdes das espécies de interesse.

O PLS é uma técnica de calibracdo multivariada no qual as matrizes C e
A sao decompostas por PCA, de tal forma que os scores e loadings sao
calculados buscando explicar ao maximo as concentracdes dos analitos,
mantendo a ortogonalidade dos scores e loadings. A decomposicado de A e C

consiste em:
A=TP'+E, (39)
C=UQ" +E. (40)
e a relacdo entre os scores (inner relation), que € calculada objetivando
explicar ao maximo C, é dada por
U=TB (41)
onde B sao os coeficientes da regressao entre as matrizes dos scores de A e

C.
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Maiores detalhes sobre os passos do algoritmo para calibracdo e
previsao por PLS séo dados na literatura [130-132]. As Tabelas 3 e 4 mostram

os algoritmos PLS para calibracao e previsdo, respectivamente.
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TABELA 3. Algoritmo PLS para calibragao

Passo 1. Centralize na média AeC

Passo 2. Faca u igual a qualquer coluna de C pré-processada

Passo 3. w=ATu/u'u

Step 4. w=w/||w||

Passo 5. Se o bloco C tiver apenas uma coluna faga q=1 e v4 para o passo 11,
senéo continue

Passo 6. t=Aw

Passo7. q=CTt/t"t

Passo 8. q=q/]|q]|

Passo9. u=Cq

Passo 10. Cheque a convergéncia de t comparando-o com t na iteracao
precedente, se convegir continue sendo va para o passo 3

Passo 11. p = ATt/t't

Passo 12. t =t ||p]|

Passo 13. w = w ||p]|

Passo 14. p=p /||p||

Passo 15.b=u"t/t't

Passo 16. Calcule os residuos
Ean=Ean1—thp; ;Ea0=A
Ech = Ech-1— bn th q; :Eco=C
Passo 17. Retorne ao passo 2 e troque A e C por Ean e Ech para o proximo h

componente principal. I1sso é repetido até alcacar-se o numero de

componentes principais desejado.
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TABELA 4. Algoritmo PLS para previséao

Passo 1. Centralize A com as médias obtidas na calibragédo

Passo 2. th = Ean-1 Wh; EAo = A

Passo 3. Ean = Ean1—th p|

Passo 4. Se h = numero de variaveis latentes desejadas, continue, sendo va para

0 passo 2

a

Passo 5. C = ththqz onde a é o niumero de componentes principais desejado
h=1

Passo 6. Some a cada coluna de C prevista a média da respectiva coluna da

matriz C da calibracdo
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VII.2 - Aplicagdo do Meétodo dos Minimos
Quadrados Parciais na Determinacéo de Zinco por
Espectrofotometria em Fase Soélida Acoplada a

Sistemas de Analise por Injecdo em Fluxo

Em sistemas FIA associado com a deteccdo por espectrofotometria em
fase sodlida ainda ndo foram realizados trabalhos aplicando técnicas de
calibragdo multivariada empregando o perfil dos sinais transientes para
determinacdo de espécies quimicas com as leituras realizadas em um Unico
comprimento de onda.

O perfil dos sinais transientes nos sistemas FI-EFS contem informacdes
sobre a velocidade de reacao, coeficiente de difusao, distribuicdo do analito na
fase solida, concentracdo do analito, absortividade entre outros. Os perfis dos
sinais transientes em sistemas FI-EFS podem ser utilizados para construcéo de
modelos multivariados de calibracdo assim como 0 maximo desses sinais €
comumente empregado na construcdo de curvas analiticas em modelos
univariados.

Dentre os métodos de calibracdo multivariada destaca-se o método dos
minimos quadrados parciais (PLS). O PLS é um método quimiométrico que
pode ser aplicado tanto na determinacdo multicomponente quanto na
determinacdo de apenas um componente, tendo uma série de vantagens em
relagéo as técnicas univariadas de calibracao.

Com a aplicacdo do PLS a determinacdo de uma ou mais espécies

quimicas é possivel de ser realizada, com obtencdo de resultados aceitaveis,
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mesmo que nos sinais instrumentais haja a presenca de até 99% de ruido
aleatério [136]. O PLS também permite a deteccdo de amostras andmalas
(outliers), indicando a possibilidade do modelo falhar na previsdo dessas
amostras [137,138], sendo que mesmo nesses casos 0S erros nos resultados
sdo muito mais aceitaveis que aqueles gerados a partir da calibracéo
univariada.

No presente trabalho foi desenvolvido um algoritimo para construcao de
modelos PLS para calibracdo e previsdo [130,132], escrito em Quick Basic 4.5,
gque emprega o0s sinais transientes obtidos no sistema FI-EFS desenvolvido

para determinacdo de zinco empregando um Unico comprimento de onda.

VIIL.2.1 - Experimental - Procedimento

Solugdes de referéncia de zinco com concentragbes na faixa de
0,10 pg mL*-2,0 ug mL*? foram preparadas a partir da diluicdo de solucéo
estoque de zinco com concentragdo 1000,00 ug mL? e o pH destas foi ajustado
para 6,2 com solucdo tampéo 0,5 mol L* de hexamina.

Através de um sistema FI-EFS desenvolvido foram realizadas injecdes
de 40 uL das solucdes contendo zinco. A vazéo foi mantida em 1 mL min*
sendo que todas as injegcOes foram realizadas sincronizada com a bomba
peristaltica.

A leitura dos sinais transientes foi realizada por um intervalo de tempo
de 60 s, sendo os sinais adquiridos de 0,1 sem 0,1 s.

A eluicdo de zinco imobilizado foi realizada pela injecdo de 40 uL de

solucéo 0,1 mol L de HCI.
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Todas as analises foram feitas em quadriplicata, sendo que as medidas

realizadas em ordem aleat6ria, num total de 32 medidas.

VIIl.2.2 - Resultados e discussao

As solucdes de referéncia de zinco foram analisadas pelo sistema FlI-
EFS e os perfis dos sinais transientes foram adquiridos logo ap6s cada injecao
da solucdo do analito. A Figura 49 mostra os perfis dos sinais transientes
obtidos pela injecdo de 40 uL de solucdo de zinco com concentracdo de
0,00 uyg mLt; 0,10 uyg mL?; 0,20 pg mL%; 0,30 pg mLY; 0,40 pg mL;
0,50 pg mLt; 1,00 pg mL?t e 2,00 ng mL, realizadas em quadriplicata com
leitura realizada em 585 nm.

O algoritmo PLS foi aplicado para a constru¢cao de modelo para previsao
de zinco com leitura realizada em um Unico comprimento de onda empregando

os perfis dos sinais transientes mostrados na Figura 49.
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Figura 49. Perfis dos sinais transientes obtidos pela injecdo de 40 xL da
solucdo de zinco com concentragdes de 0,00 xg mL1; 0,10 pg mL7;
0,20 xg mL%; 0,30 ug mL1; 0,40 g mLL; 0,50 g mLL; 1,00 g ML e

2,00 g mLt

O numero de componentes, ou variaveis latentes, foi encontrado
empregando-se 0 método da validagdo cruzada completa (complete cross
validation). Nesse método, remove-se um dos padrdes do conjunto de
calibracdo e constréi-se um modelo PLS usando esse novo conjunto de
calibragédo, sendo a concentracdo do padréo removido prevista por esse novo
modelo. Esse processo é repetido para todos os padrbes do conjunto de
calibracdo, e a soma quadrética residual dos erros da previsdo (PRESS, do

inglés Prediction Residual Sum of Squares) é calculado. O valor de PRESS é
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calculado para diferentes numeros de componentes e 0 numero de
componentes que propicia 0 menor valor de PRESS é escolhido para ser
usado nas previsdes [130,131].

Todavia, deve-se evitar a0 maximo o uso de um numero de
componentes maior que 0 necessario, pois a inclusdo de outros componentes
principais e relevantes inclui no modelo erros e variacdes que sédo exclusivos
aos padrées usados na calibracdo, tornando o modelo pouco apropriado para
previsdo em amostras com concentracbes desconhecidas. Para isso, 0
algoritmo desenvolvido procura 0 menor numero de componentes cujo valor de
PRESS nado € significativamente maior que o menor valor de PRESS
encontrado, sendo essa comparacéo realizada empregando o teste-F [132].

A curva da Figura 50 mostra o valor de PRESS versus o numero de
variaveis latentes empregadas, no modelo PLS para determinacéo de zinco por
FI-EFS.

O numero de componentes necessario para os calculos encontrados
pelo software desenvolvido foi igual a 9. Todavia, esse resultado foi comparado
com os obtidos por PLS empregando o programa The Unscrambler 6.0 e, este
programa, sugeriu o0 uso de apenas um componente. A partir desse resultado
optou-se por utilizar apenas um componente nos calculos, sendo este nimero
mais coerente, uma vez que apenas um ion metalico estava presente em
solucédo, sendo que este componente explica 99,64% da variacdo total dos

dados.
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Figura 50. PRESS versus numero de variaveis latentes empregadas no PLS.

O intervalo de tempo que o algoritmo desenvolvido leva para realizar 0os
calculos na etapa de calibracdo para encontrar 0 nimero de componentes
principais empregando o processo de validacdo cruzada completa em um
microcomputador 486 € de cerca de 15 minutos, sendo que ap0s essa etapa o
programa leva 10 ms para prever a concentracao de zinco por amostra. Dessa
forma, o software desenvolvido pdde ser aplicado na previsao da concentracéo
de zinco em tempo real. Deve-se levar em consideracao que o algoritmo realiza
os célculos numa matriz A do tipo 36 x 600, com um total de 96000 dados,
sendo justificavel o intervalo de tempo necessario para 0 processo de

calibracéo e validacdo do modelo.
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A Tabela 5 mostra os resultados da validacdo de modelo pelo calculo
das concentracbes dos padrbes empregando o método de validagdo cruzada

completa, evitando resultados tendenciosos.

TABELA 5. Resultados obtidos para as concentragdes de zinco calculadas por

PLS (n=4).
Zn, ug mL?

Real Previsto
0,10 0,12 + 0,02
0,20 0,21 £ 0,02
0,30 0,30 £ 0,01
0,40 0,38 £ 0,02
0,50 0,46 £ 0,01
1,00 0,93 +0,04
2,00 2,02+ 0,05

Os resultados obtidos mostram que o método desenvolvido apresentou,
de maneira geral, boa precisdo e exatiddo, sendo que as concentragdes de
zinco calculadas concordam com as concentragfes reais com 95% de
confiabilidade (teste t- pareado ).

Como o programa para modelagem por PLS foi associado aos
programas de controle de valvulas do sistema FI-EFS desenvolvido e
aquisicdes dos sinais transientes, as determinagbes de zinco podem ser

realizadas em tempo real.
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O consumo maximo das solucbes das amostras sintéticas de zinco foi
inferior a 1 pug de zinco (1,00 mL) por analise.

Os limites de deteccg&o e quantificagdo foram estimados como sendo
18 ug Lt e 62 pug Lt de zinco, respectivamente.

O sistema proposto possibilitou a analise de até 30 amostras por hora,
sendo possivel realizar até 50 injecdes sem a necessidade de repor o TAN pela
imobilizacdo do reagente cromogénico em Cis.

O algoritmo desenvolvido para constru¢cdo de modelos por PLS para
calibracdo e previsdo de concentracdes de zinco empregando os perfis dos
sinais transientes obteve resultados concordantes com os obtidos empregando
programas comerciais como o The Unscrambler 6.0 (Camo) e o PLS Toolbox

para Matlab (Eigenvector) versao 1.5.1 [139].

VIIl.2.3 - Conclusdes

O método proposto mostrou-se eficiente na determinacdo de zinco,
empregando algoritmo para calibracdo multivariada por PLS desenvolvida, em
amostras sintéticas empregando os sinais transientes obtidos pelo sistemas FlI-
EFS com leitura realizadas em um comprimento de fixo (585 nm).

A simplicidade, sensibilidade e robustez do método de desenvolvido
mostrou-se adequadas, demonstrando o potencial desta para determinacdes
de zinco em amostras reais.

O acoplamento do algoritmo PLS com os programas de aquisicao de
dados e controle das valvulas solenoides do sistema FI-EFS possibilitou que a

previsdo das concentracdes de zinco nas amostras fosse realizada em tempo
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real, sem a necessidade de transferéncia de dados para tratamento apds a
analise para um outro programa.

O algoritmo PLS desenvolvido ndo foi construido para ser dedicada
apenas aos sistemas FI-EFS do presente trabalho, podendo ser aplicado para

calibracéo e previsao de qualquer conjunto de dados multivariados.

VII.L3 - Aplicagdo do Meétodo dos Minimos
Quadrados Parciais (PLS) na Determinacao
Simultanea de Zinco e Niquel em Misturas por Fl-

EFS

Os perfis dos sinais transientes obtidos pelo sistema FI-EFS com leitura
em um unico comprimento de onda podem ser utilizados para construcao de
modelos multivariados empregando o PLS para calibragcdo e previsdo da
concentracdo de espécies quimicas conforme os resultados do trabalho
apresentado anteriormente nessa dissertacao.

A partir do conhecimento que o uso de técnicas de calibragédo
multivariada possibilitam o célculo da concentragdo de uma Unica espécie ou
de mais espécie, simultaneamente, mesmo na presenca de interferéncias
guimicas ou sinais sobrepostos, o0 objetivo do presente trabalho é o
desenvolvimento de metodologia analitica aplicada na determinagéo
simultdinea de zinco e niquel, com leituras realizadas em um dnico

comprimento de onda utilizando os perfis dos sinais transientes, obtidos em
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sistemas FI-EFS desenvolvido, para construcdo de modelos para calibracéo e
previsdo das concentracdes dessas espécies quimicas.

O zinco e o niquel reagem com o TAN imobilizado em C18, formando
complexo vermelho em pH 6,0. Uma rotina para os calculos por PLS escrita em
Quickbasic 4.5 foi utilizada nas etapas de calibracdo e previsdao das
concentracbes dos analitos. Este trabalho foi recentemente publicado em

periodico de circulacdo internacional [140].

VIIL.3.1 - Reagentes e Solucgbes

Todas as solucbes foram preparadas com reagentes de grau analitico.
As solucdes de referéncia das misturas de zinco e niguel com concentracdes
entre 0,30 ug mL* — 1,00 ug mL* foram preparadas pela diluicdo apropriada de
solucdes estoques de 1000 ug mL™.

Uma solucéo tampéo 0,4 mol L' em hexamina foi preparada, sendo seu
pH ajustado para 6,0 com acido cloridrico. Uma solucédo de acido cloridrico

0,5 mol L1 foi utilizada como eluente.

VIII.3.2 - Diagrama de Fluxo

O sistema de fluxo utilizado emprega um injetor comutador [141], sendo
as linhas de fluxo constituidas por tubos de polietileno com 0,8 mm de diametro
interno.

Um diagrama esquematico do sistema de fluxo est4d apresentado na

Figura 51.



138

We—ao Ll o2 o HCl
./ L 4 ® \C « C
B 12
‘ We—se—0 - S
o’/ ° ° \\C D W

B

W« L2 *ﬁs
- W o)

Figura 51. Diagrama de fluxo do sistema empregado na andlise por
espectrofotometria em fase soélida. Na posicdo (a) de amostragem e (b) de
injecdo; W-amostra; C-fluxo carregador (H20); L1 e L»-loops da amostra e do
solvente (400uL e 625uL, respectivamente); B-bobina de delay-80cm; W-
descarte; DET-Espectrofotbmetro equipado com uma cela contendo a fase

sélida.

Na posigéo (a), os loops L1 e L2 sdo preenchidos com soluc¢des de HCl e

da amostra, respectivamente, numa vazdo de 0,9 mL mint. Comutando o
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injetor (Figura 51b), as aliquotas de solucdo de HCI e da amostra sao
simultaneamente inseridas no caminho analitico, e transportadas pelo
carregador até o detetor. O zinco e o niquel, presentes nas amostras, reagem
com o TAN, imobilizado em Cis e o complexo é retido na fase sdlida, sendo a
absorbancia medida continuamente a 595 nm. Quando a solucéo de HCI chega
na cela de fluxo os ions séo eluidos sem remover o reagente cromogénico em
quantidade significativa. A bobina B propicia um intervalo de tempo entre a
injecdo dos analitos e do acido, evitando a sobreposicdo das aliquotas das
mesmas. O caminho analitico foi fixado em 50 cm.

As solucbes de referéncia das misturas de zinco e niquel foram
preparadas empregando um planejamento fatorial 42 em duplicata [142,143],

sendo as medidas realizadas em ordem aleatoria.

VIII.3.3 - Resultados e Discussao

O TAN imobilizado em Cis reage instantaneamente com Co (ll), Cu (Il),
Fe (I) e Zn (Il) formando complexos vermelhos em pH 6,2 [53]. Nas mesmas
condicoes, a retencdo de niquel (II) em TAN-Cis é extremamente dependente
da vazao [144].

As constantes de estabilidade e a absortividade dos complexos do TAN-
Cis com o zinco e niquel sdo semelhantes e independentes da velocidade do
fluxo. A partir desse dado presume-se que a cinética de retencdo do niquel é
significativamente mais lenta que para o zinco.

Para que seja possivel a andlise de niquel pelo sistema FI-EFS,

apresentado, a velocidade do fluxo deve ser suficientemente baixa de forma a
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maximizar a retencdo de niquel na fase sélida, sem comprometer a freqiéncia
analitica.

A concentracdo de &acido deve ser suficientemente elevada para
promover uma eluicdo rapida dos ions metalicos, aumentando a velocidade
analitica, sem que o reagente seja removido da fase solida. O comprimento da
bobina B deve ter o comprimento minimo necessario para separar as aliquotas
da amostra do acido, permitindo que o tempo de residéncia da amostra na cela
seja suficiente para que a reacdo ocorra apreciavelmente, antes de ser
realizada a eluicéo.

A determinacdo de zinco e niquel em misturas foi realizada em outro
trabalho empregando sistema FI-EFS, idéntico ao empregado no presente
trabalho, explorando as diferentes velocidades de reacédo dos ions com o TAN-
C18 mantendo fixo o comprimento de ondas de leitura em 595 nm. Todavia,
para que fosse diferenciado o sinal proveniente do zinco e do niquel, ja que
esses ions absorvem na mesma faixa de comprimento de onda, foi necessario
realizar as medidas em diferentes vazdes, o0 que tornou sequencial a
determinacao dos analitos [144].

No método proposto no presente trabalho a determinagédo de zinco e
niquel é realizada simultaneamente, mantendo fixados a vazdo, o comprimento
de onda de leitura (595 nm), as concentracdes dos reagentes e configuracao
do sistema de fluxo, sem a realizacdo de separacdo ou mascaramento dos
analitos. Para isso, foram empregados os perfis dos sinais transientes e
aplicou-se o PLS para calibracdo e previsdo das concentracdes de zinco e

niquel.
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Os picos FIA obtidos para as solucbes de referéncia e amostras
sintéticas estao ilustradas na Figura 52 e a Tabela 6 mostra as concentracdes

de zinco e niquel referentes aos picos da Figura 52.
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Figura 52. Picos FIA das solucdes de referéncias e amostras sintéticas de
zinco e niquel, analisadas em duplicata.

Uma pequena queda na linha de base , com o tempo, pode ser
observada na Figura 52. Isso ocorre principalmente devido a remocdo de
pequenas quantidades do reagente cromogénico pelo acido, conforme sao
realizadas varias elui¢cdes, podendo alterar os resultados.

Para que o efeito da queda da linha de base fosse corrigido o valor
meédio da linha de base (BL) foi calculado, apds cada injecdo, sendo esse valor
assumido como a nova linha de base, sendo este valor subtraido dos sinais

analiticos da injecdo subsequente. A Figura 53 mostra os picos FIA e os
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valores da linha de base calculados apds cada injecdo (a) e da linha de base

(b).

TABELA 6. Concentracdes das solucdes mistas, contendo zinco e niquel, de

referéncia e das amostras sintéticas.

Solugdes de Concentragéo, ug mL™! Solugdes de Concentragéo, ug mL™!
Referéncia Zn Ni Referéncia Zn Ni
1) e (27) 0,30 1,00 (2) e (12) 0,75 0,30

(3) e 0,75 0,75 (5) e (30) 0,55 0,55
(6) e (18) 1,00 0,75 (7) e (28) 0,75 0,55
(8) e (20) 0,30 0,75 (9) e (24) 1,00 1,00
(10) e (22) 0,30 0,55 (11) e (16) 0,30 0,30
(13) e (17) 0,55 0,75 (14) e (32) 0,55 1,00
(15) e (22) 1,00 0,55 (19) e (26) 0,55 0,30
(23) e (25) 0,75 1,00 (29) e (31) 1,00 0,30

Solugdes Amostras Solugdes Amostras

(Al) e (A5) 0,80 0,50 (A2) e (A7) 0,80 0,80
(A3) e (A6) 0,50 0,80 (A4) e (A8) 0,50 0,50




143

08 08

(a) % (b) A
Blxs » 6 Blm 2
6 - 6
a 14 20 a L7 2
X 3 A7
1 a7 1[4 2
4 13 L 2 - . AENS 13 7 2723 A’iM ”
Al
041 ! 8 2 m 041 [ 3l
5 20 31 20
A 2 A
v 2 19 "8
10 ol . 8 10 2 .
L L 16
QZ }\u 1‘\6 Qz Au }l }\ J )
00 7 R P S T T T, 00 J
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 20 20 [c4) & 10 10 140 0 20 20 9] a 100 120
tempo, min tempo, min

Figura 53. FIAgrama das solucdes de referéncia e amostras sintéticas (a)
antes e (b) ap6s a correcdo da linha de base. A linha vermelha liga os valores

da linha de base calculadas ap6s cada injecéo.

Nos célculos por PLS, o numero de pontos de cada pico FIA a ser
empregado nos célculos deve ser o mesmo. Como as leituras dos sinais
transientes foram realizadas continuamente, o intervalo de tempo onde cada
injecdo foi iniciada néo foi registrado, desenvolveu-se uma metodologia para
definir os intervalos de tempo onde cada pico inicia e termina.

O primeiro passo dessa rotina foi o célculo do sinal médio referente a
linha de base (BL), apds o processo de correcdo da linha de base, e o desvio
padrdo dessas medidas (S). Quando o sinal analitico € maior que BL+3S ou
menor que BL-3S uma variavel logica (FLAG) passa a ser verdadeira,
indicando o inicio do pico. A partir dai quando o sinal analitico estiver dentro do
intervalo BL£3S a variavel FLAG torna-se falsa novamente, indicando o fim do
pico FIA. Esse processo € repetido para os trés primeiros picos usados como

teste, sendo contados 0os numeros de pontos antes e apdés o maximo de cada
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um desses trés picos e o valor médio desse numero de pontos é utilizado
subsequentemente para definir onde inicia e termina o pico FIA.

A regido que define cada pico FIA foi encontrada, tornando os maximos
dos picos como referéncia , sendo o inicio do pico 66 pontos (46,2 s) antes do
maximo e o final a 53 pontos (37,1 s) apds o maximo, tendo cada pico um total
de 120 pontos. As leituras foram realizadas de 0,7 sem 0,7 s.

Objetivando melhorar a qualidade dos modelos por PLS [145] e a
velocidade dos célculos, realizou-se a tentativa de encontrar um nimero menor
de pontos, para cada pico FIA, que minimize os erros estimados de modelo.
Utilizando o Simplex [146] para encontrar 0 numero de pontos antes e apds o
maximo dos picos minimos para os célculos por PLS. Apés 25 testes
empregando a metodologia Simplex, para determinacdo de modelos, o ganho
na minimizacao dos erros na previsao foi de menos de 0,05% e o ganho no
tempo dos calculos por PLS foi de menos de 10 s, ndo justificando o emprego
de um nimero menor de pontos por pico FIA, jA que a otimizacao teria que ser
novamente realizada para cada nova calibracdo por PLS.

A determinacdo de zinco e niquel usando os perfis dos picos FIA com
leitura em 595 nm torna-se possivel principalmente devido as diferencas nas
cinéticas de retencéo e eluicdo dos dois ions metalicos, uma vez que num pico
FIA as informacdes sobre o zinco e o niquel estao totalmente sobrepostas.

A Figura 54 mostra os perfis dos picos FIA antes (a) e ap0s a correcao

da linha de base.
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Figura 54. Picos usados na calibracdo por PLS (a) antes e (b) ap6s a correcao

da linha de base.

A Figura 54 mostra que é impossivel notar as diferencas entre os perfis
dos sinais transientes relacionadas com as diferentes cinéticas de retencdo e
eluicdo do zinco e niquel.

As curvas da Figura 55 mostram os graficos dos loadings weights
calculados usando PLS1 (onde um modelo diferente é feito para um dos
analitos) para o zinco e para o niquel. Esse gréfico fornece informacgdes sobre
o perfil do pico FIA estimados para quando cada analito esta puro em solucao
[132]. Esse grafico ilustra mais claramente as diferencas nas cinéticas de

retencdo e eluicdo entre zinco e niquel.
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Figura 55. Perfis dos picos FIA para zinco e niquel baseado no primeiro

loading weight do PLS1.

O algoritmo para PLS2 (onde os dois analitos sdo modelados em uma
Unica etapa) obteve resultados mais satisfatorios que o PLS1, sendo o primeiro
empregado nos calculos. O numero de componentes 6timo foi estimado pelo
processo de validacédo cruzada completa (full cross-validation) e pelo valor da
soma residual quadratica (PRESS) calculado para cada componente.

O numero de componentes otimo encontrado pelo algoritmo
desenvolvido foi igual a 5, concordando com o numero de componentes
calculado empregando o programa The Unscrambler 6.0. Dois dos
componentes principais estdo relacionados com a presenca de dois ions

metalicos diferentes e outros fatores estdo relacionados com a nao linearidade
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ou outras condi¢Bes ndo especificas. A curva da Figura 55 ilustra o grafico de

PRESS versus o nUmero de variaveis latentes.
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Figura 56. PRESS versus o numero de componentes empregados.

A raiz da média dos erros quadraticos da previsdao (RMSEP, do inglés
Root Mean Square Errors of Prediction) calculada a partir das amostras
sintéticas, ndo utilizadas no processo de calibracédo, foi igual a 0,033 e 0,028
para o zinco e niquel respectivamente.

O método proposto permitiu uma drastica reducdo de consumo de
amostras (<lug de zinco por determinacdo) e de eluente (700 pL por
determinacao) minimizando a geracéo de descarte.

Pode-se realizar mais de 100 determinac¢fes de zinco e niquel mantendo

a sensibilidade , precisédo e exatidao dos resultados.



148

A precisdo do método foi avaliada pelas replicatas realizadas nas
amostras sintéticas e o desvio padréo relativo foi menor que 5% em todos os
casos. Os resultados obtidos pelo método proposto foram comparados com os
obtidos por ICP-AES e concordaram com 95% de confiabilidade (teste t-
pareado). As concentracbes de zinco e niquel previstas para amostras

sintéticas sdo apresentadas na Tabela 7.

TABELA 7. Concentracbes de zinco e niquel calculadas para amostras

sintéticas em duplicata.

Zn, ug mL? Ni, ng mL?

Real Previsto Real Previsto
0.80 0.79 0.50 0.47
0.80 0.79 0.80 0.76
0.50 0.47 0.80 0.81
0.50 0.46 0.50 0.49

A faixa analitica de trabalho para determinacao de zinco e niquel foi de
0,30-1,0 ng mL*?, podendo ser estendida a partir da otimizacédo dos volumes
das solu¢des amostras empregadas.

O sistema possibilitou a determinacéo de até 43 amostras por hora, com

boa sensibilidade.
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VIII.3.3 - Conclusodes

O método proposto possibilitou a determinacdo simultanea de zinco e
niquel com comprimento de onda e vazao fixos com boa precisédo e exatidao.

O algoritmo desenvolvido para os célculos por PLS apresentou
resultados idénticos aos apresentados por programas de calibracdo
multivariada comerciais, possibilitando a determinacdo de zinco e niquel em
tempo real.

O sistema desenvolvido mostrou-se simples, ndo necessitando do uso
de valvulas solendides para o gerenciamento das solucées, nem sistema de

sincronizacdo com a bomba peristéltica.
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IV. DESCRICAO DO SISTEMA DE ANALISE POR
INJECAO EM FLUXO COM DETECCAO POR

ESPECTROFOTOMETRIA EM FASE SOLIDA

Neste capitulo serdo descritos todos equipamentos utilizados e
desenvolvidos nos trabalhos, bem como o0s procedimentos experimentais

gerais empregados nessa dissertacao.
IV.1 - Experimental

Todas solu¢des foram preparadas com reagentes com grau analitico de
pureza, usando agua destilada e desionizada.

As solucbes de referéncia, as amostras sintéticas de Zn e as misturas de
Ni e Zn foram preparadas pela diluicdo de solu¢cdes estoques de concentracao
1000 pg mL* dos ions metalicos, sendo o pH das mesmas ajustado para 6,2
com solucdo tampdo 0,5 mol L' de hexamina. As solucGes estoques de
1000 pg mLt de zinco e niguel foram preparadas pela dissolucédo de 0,1000 g
das espécies na forma metélica (Merck), com 99,9% de pureza, com 5 mL de
solucdo 2 mol L* em HCI, sendo estas solucdes transferidas para seus
respectivos baldes volumeétricos de 100 mL que foram completados com agua.

As solucées 0,5 mol Lt e 0,05 mol Lt em hexamina foram preparadas
pela dissolucédo de 17,5254 g e 1,7525 g, respectivamente, do reagente em

baldes volumétricos de 250 mL, completado com agua. O pH das solucbes
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tampédo de hexamina foi ajustado para 6,2 com solucédo 0,5 mol Lt em acido
cloridrico. A solugdo de &cido cloridrico 0,5 mol L foi preparada pela diluicdo
de 4,1 mL da solucdo concentrada (Merck, 37%) em baldo volumétrico de 100
mL.

A solucdo do 1-(2-tiazolilazo)-2-naftol (TAN) foi preparada pela
dissolucéo de 1,0 mg de TAN em 1mL de etanol, completando-se o volume
com solucdo 5% (m/v) em Triton X-100.

O TAN foi retido em silica funcionalizada Cis , contida na cela de fluxo,
pelo bombeamento da solucédo pela cela auma vazdo de 1 mL mint por
10 min, sendo que apoOs esse periodo o excesso de TAN nao retido foi
removido pela passagem da solucdo de HCI, inicialmente, e de agua
desionizada ao final, durando 5 min esta etapa. A silica modificada Cis (60-
100 um) foi obtida a partir de cartuchos Sep-Pak (Waters), sendo empregada

como suporte sélido para as medidas por FI-EFS.

IV.2 - Equipamentos e Acessorios

Um espectrofotdmetro Femto 432 (Brasil) contendo uma cela de fluxo
contendo o suporte solido com o TAN imobilizado.

Uma bomba peristaltica Gilson Minipuls (Franca) equipada com tubos de
Tygon foi empregada como dispositivo propelente.

O modulo de analise é constituido por valvulas solenoides de 3 vias,
tubos de polietileno com diametro interno de 0,8 mm , conectores e juncdes de

acrilico do tipo “T”.
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Um microcomputador 486 equipado com uma interface eletrénica PCL-
711S (Advantech, EUA) foi empregado para aquisicdo dos dados gerados pelo
espectrofotometro, controle das valvulas solendides e aquisicdo do sinal do
sincronizador.

A interface PCL-711S possui duas portas digitais de entrada e duas de
saida, conversores analogico/digital e digital/analégico com 12 bit de resolucéo
e tempo de conversdo de 25 us, 8 entradas analdgicas selecionaveis por
multiplexador com ganhos de 1, 2, 4, 8 e 16 vezes, sendo a faixa tenséo de
leitura de -5 V a +5 V. A selecao da entrada analdgica e do ganho é realizada
por software. Como os sinais de controle emitidos pelas portas de saida digital
dessa interface obedecem ao padrdo TTL (Transistor-Transistor Logic), isto é,

o sinal é considerado 0 se a diferenca de potencial da linha especificada for

menor ou igual a 0,8 V e é considerado 1 se a ddp for maior que 2,4 V e menor
que 5 V, foi necessario o uso de uma interface intermediaria para o
acionamento das valvulas solendides, que sdo acionadas com uma fonte de
ddp de 12 V, pois a ddp maxima gerada no padrdo TTL da interface ndo é

suficiente para acionar as mesmas.

IV.3 - Descricdo dos Diagramas de Fluxo

A Figura 4 ilustra o diagrama de fluxo empregado em todos

experimentos realizados nessa dissertacdo, excetuando-se os estudos por

amostragem binaria e a determinacdo simultanea de zinco e niquel.
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Figura 4. Diagrama de fluxo do sistema FI-EFS desenvolvido, onde Am é a
solucéo-amostra ou a solucdo de referéncia, Ca € a solucdo carregadora (H20
ou tampéao hexamina 0,05 mol L1 pH=6,2) e HCI é a solucéo do eluente a 0,5
mol L1, DET - espectrofotdbmetro equipado com cela de fluxo contendo fase

sélida.

Na posicéo indicada no diagrama de fluxo (Figura 4), todas as valvulas
vi, V2 € v3 estdo desligadas, sendo que somente a solucdo carregadora €
bombeada pelo percurso analitico, enquanto que as demais solucbes sao
reciclada.

Acionando-se as valvulas vi e vz ,simultaneamente, interrompe-se o
fluxo do carregador, que passa a ser reciclado, sendo bombeada em seu lugar
a solucao contendo o analito, que comeca a fluir pelo percurso analitico. Tendo
passado um intervalo de tempo At1, todas as valvulas séo desligadas, voltando
a fluir o carregador, sendo que uma aliquota da solu¢do do analito com volume
V(uL)=¢(mL mint) Ati(s)16,67 proporcional ao intervalo tempo abertura da

valvula da solucdo do analito (At1) e a vazéo (¢), € injetada no percurso
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analitico. Apos essa etapa, a leitura do sinal analitico € realizada, de 0,1 s em
0,1 s, por um intervalo de tempo definido.

A etapa de eluicdo é realizada acionando-se as valvulas vz e vs ,
simultaneamente, interrompendo o fluxo do carregador e injetando uma
aliquota da solucéo do eluente, e ap6s um certo intervalo de tempo, todas as
valvulas séo desligadas, reestabelecendo o fluxo do carregador.

Apesar do comprimento do percurso analitico entre a valvula que
controla a injecdo do analito (vi) e a confluéncia (x) ser minimo (2 cm), é
necessario que esse seja preenchido com outra solu¢cdo-amostra quando estas
sao trocadas. Esse procedimento foi realizado injetando-se um pouco da nova
solucdo-amostra por um intervalo de tempo suficiente para preencher com essa
solucéo o percurso entre x e vi, lavando adequadamente esse trecho com nova
solucdo-amostra, sendo que apoOs essa lavagem € injetada uma aliguota da
solucdo do eluente podendo entdo ser reiniciado o ciclo inje¢cdo do analito-
leitura-eluicéo.

A Figura 5 ilustra o diagrama de fluxo utilizado para a andlise da reacéo

entre oxalato e zinco com deteccéao por FI-EFS.
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Figura 5. Diagrama de fluxo do sistema FI-EFS desenvolvido para analise da

7

reacdo entre zinco e oxalato empregando multicomutacdo, onde Am € a
solucdo-amostra, Ca é a solucdo carregadora (tampdo hexamina 0,05 mol L1
pH=6,2) e HCI é a solucao do eluente a 0,5 mol L1 , DET — espectrofotdmetro
equipado com cela de fluxo contendo fase sélida e Ox — é a solu¢éo de oxalato

de potéassio..

Inicialmente todas solugbes sao recicladas, sendo que apenas o
carregador (hexamina 0,05 mol L' pH=6,2) flui pelo percurso analitico. As
injecdes por amostragem binaria séo realizadas acionando-se vi e vz por 1,5 s
e em seguida v4 e v2 por um intervalo de tempo At. sendo esse processo
repetido por mais duas vezes. Com isso trés aliquotas de 40 uL de solucdo de
zinco e trés aliquotas de solucdo de oxalato de volume V(uL)=At(s)-26,67 sé&o
inseridas alternadamente no percurso analitico. Apds essa etapa, todas
valvulas sdo desligadas, restabelecendo o fluxo do carregador, e a leitura dos

sinais é iniciada. Apos a leitura € entdo realizada a eluigéo.
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Todas injecdes empregando valvulas solendides foram realizadas de
forma sincronizada com a bomba peristaltica, sendo que a descricdo do

sincronizador serd apresentada no topico 1V.6.

IV.4 - As Celas de Fluxo para o Sistema FI-EFS

A geometria da cela de fluxo para sistema FI-EFS propicia a distribuicdo
nao homogénea do analito na fase sélida. Isso ocorre principalmente devido ao
fato que uma maior quantidade do analito € retida na regido da fase sélida mais
préoxima a entrada do fluxo, além da ocorréncia de caminhos preferenciais dos
fluidos. Desta forma, a precisdo das medidas pode ser comprometida caso a
cela de fluxo seja posicionada no foco do feixe luminoso, devido a incidéncia de
radiacdo numa regido limitada da fase sélida. Este problema pode ser resolvido
posicionando-se a cela de fluxo préximo a entrada do sistema deteccdo do
espectrofotometro [46]. Além disso, posicionando a cela de fluxo préximo a
entrada do detetor minimiza-se a perda da radiacdo por espalhamento.

No presente trabalho, foram desenvolvidas duas celas de fluxo (Figuras
6 e 7) para as analises por FI-EFS. A cela exibida na Figura 6 foi utilizada nos
estudos sobre dispersdo em sistema FI-EFS e nos experimentos preliminares

do desenvolvimento de curvas de calibragdo empregando uma Unica solugéo

de referéncia.
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Figura 6. Representacdo esquematica da cela de fluxo para FI-EFS (vide

texto).

A cela exibida na Figura 6 consiste em duas placas de acrilico,
separadas por uma tira de borracha de 1 mm de espessura, parafusadas para
evitar vazamentos. Na entrada e na saida da cela de fluxo foram colocadas
espumas filtrantes ,presentes nos cartuchos Sep-Pak (Waters), para evitar que
a fase solida seja removida pelos fluidos que atravessam a cela. Um orificio
circular de 10 mm de diametro foi feito na tira de borracha, sendo preenchido
com 35 mg de Cis. A area contendo fase solida nessa cela foi de 78 mm?.

Como a cela exibida na Figura 6 apresentou uma area contendo fase
sélida muito maior que a area maxima do feixe obtido pelo espectrofotdmetro
Femto (24 mm?) quando posicionou-se a cela préximo ao detetor, a preciséo
das medidas nao foi satisfatoria para realizacdo de estudos quantitativos,
sendo construida uma nova cela com area contendo fase solida compativel
com a area do feixe luminoso do espectrofotdmetro utilizado.

A cela para FI-EFS especialmente adaptada ao espectrofotbmetro

Femto 432 foi construida, sendo realizado um orificio retangular (8 mm x 5 mm
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e area de 40 mm?) na tira de borracha para conter a 23 mg de Cis. Como o
feixe proveniente do espectrofotdmetro € um retangulo de 6 mm x 4 mm, sendo
gue praticamente toda area contendo fase solida pode ser iluminada pelo feixe
desse espectrofotbmetro. A Figura 7 ilustra o diagrama esquematico da cela de
fluxo para sistema FI-EFS construida para uso em espectrofotbmetro Femto

432.
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Figura 7. Diagrama esquematico da cela de fluxo para FI-EFS construida
especialmente para o espectrofotometro Femto 432, (a) vista lateral e (b) vista

frontal.

Apesar da area contendo fase solida da cela, ilustrada na Figura 7, ser
compativel com o feixe do espectrofotdmetro utilizado, uma perda consideravel
da radiacdo ocorreu por espalhamento e absorcéo de fundo. Isso impossibilitou
0 ajuste da linha de base em zero de absorbancia. A solucédo encontrada foi
fixar o valor de absorbéncia da linha de base em 0,500 em todas analises

envolvendo essa cela.
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A cela ilustrada na Figura 7 foi empregada nas etapas quantitativas da
analise de zinco empregando padrdo Unico e na aplicacdo de regressao

multivariada na determinacéo de zinco.
IV.5 - O 1-(2-Tiazolilazo)-2-naftol (TAN) imobilizado em Cis

O 1-(2-tiazolilazo)-2-naftol (TAN) é um reagente que apresenta-se nha
forma de um pd laranja pouco solavel em agua e facilmente solubilizado em

solventes organicos [47], cuja estrutura esta apresentada abaixo:

—S

1
H/Nw)

NP

RO®

As solucdes de TAN sdo amareladas em meio acido, alaranjadas em
meio ligeiramente acido ou neutro e violeta em meio alcalino, sendo a

dissociacao do reagente ilustrada abaixo [48]:

s 7 7
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Apesar do TAN ser pouco soluvel em agua, solucdes aquosas do
reagente podem ser obtidas empregando surfactantes como Triton X-100 [49].

O TAN é um reagente cromogénico de baixa seletividade, podendo ser
empregado na determinacao de ferro [50], cério (lll) [51], zircdnio, hafnio, zinco
[49,52], entre outros ions metalicos [47,49], com alta sensibilidade.

Um dos primeiros trabalhos empregando TAN imobilizado em C18 nas
determinacdes por FI-EFS foi realizado por Teixeira e cols [53], sendo que as
condicBes Otimas de reacdo encontradas nesse trabalho, empregadas nos
experimentos dessa dissertacéo, serdo bases do presentes. O TAN imobilizado
em C18 reage com uma série de metais como Co(ll), Cu(ll), Fe(ll), Ni(ll) e
Zn(Il) formando complexos coloridos.

No presente trabalho, foi utilizado um sistema FI-EFS utilizando TAN
imobilizado em C18 para analise de zinco e niquel. Segundo Teixeira e cols
[53], 0 zinco reage com 0 TAN-Cis formando complexo colorido huma faixa de
pH entre 5,8-6,7 e com vazées entre 0,7-2,2 mL mint . O niquel reage com o
TAN-C18 em pH entre 5,8 e 7,3, sendo que o grau de retencéo desse metal na
fase sélida é altamente dependente da vazéo.

O complexo Zn-TAN-Ci1s tem méaximo de absorcdo em 585 nm em pH

6,2 , sendo o espectro de absorcdo desse complexo ilustrado na Figura 8.
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Figura 8. Espectro de absor¢céo do complexo Zn-TAN-C18 em pH 6,2 , usando

uma solugdo 10,00 g mL1 de Zn.

IV.6 — O Sincronizador

Quando a bomba peristaltica é empregada como dispositivo propelente
em sistemas FIA deve-se ter em mente que, apesar da vazdo em meédia ser
constante, esta varia de forma senoidal com o tempo devido a pulsacao.

A pulsacdo ocasionada pela bomba peristaltica € um fator critico nos
sistemas FIA em que a amostragem é controlada pelo tempo de abertura de
valvulas, afetando principalmente a precisdo das medidas. Esse fator € mais
critico quando o periodo de abertura da valvula € baixo e a pulsacdo gerada

pela bomba é intensa, pois com um mesmo tempo de abertura de valvula uma
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aliquota tomada podera ser diferente daquela tomada num outro intervalo de
tempo.

Nos sistemas FI-EFS, a diminuicdo da precisdo ocasionada pela
pulsacdo da bomba é ainda mais intensa, pois trata-se de um sistema onde o0s
fluidos movimentam-se com pressdes mais elevadas que os sistemas FIA
usuais, dada a impedancia hidrodinamica.

As alternativas comumente empregadas para minimizar o efeito da
pulsacdo da bomba peristéltica em sistemas FIA sdo o uso de amortecedores
de pulsos [54] ou de um dispositivo sincronizador.

No presente trabalho, foi desenvolvido um dispositivo que possibilitou a
realizacdo das inje¢cdes de maneira sincronizada com a bomba peristéltica,
aumentando a precisdo das aliquotas tomadas. A Figura 9 ilustra o diagrama

esquematico do circuito do sincronizador.

1T
i J

iy

Figura 9. Diagrama esquematico do circuito do sincronizador. CH — chave

interruptora do tipo “switch”, R, — resistor, d7 — canal 7 da entrada do conversor

analdgico/digital da interface PCL-711C.
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O sincronizador consiste basicamente em uma bateria de 9 V conectada
a uma chave interruptora posicionada de forma que esteja fechada quando
pressionada por um rolete da bomba e aberta em outra situacéo. Dessa forma,
somente quando um rolete pressiona a chave interruptora o circuito é fechado
e uma ddp é detectada no canal 7 do conversor analdgico/digital da placa PCL-
711C. Uma subrotina (Apéndice A) escrita em QuickBasic 4.5 monitora os
sinais gerados pelo sincronizador de forma que as injecées s6 sejam realizadas
em sincronia com o movimento dos roletes da bomba.

Foram realizados estudos sobre a precisdo dos volumes injetados pelo
sistema FIA desenvolvido empregando o sincronizador e obteve-se boa

precisao para intervalo de tempo de abertura da valvula maior ou igual a 0,1 s.
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V. - AVALIACAO E MODELAMENTO DA
DISPERSAO EM SISTEMAS FI-EFS

EMPREGANDO MULTICOMUTACAO

Os sistemas FIA mais simples sao caracterizados pela insercédo de um
certo volume de solucdo do analito num fluxo ndo segmentado, até alcancar o
detetor. Quando uma aliquota do analito flui através do percurso analitico, esta
sofre dispersdo ao ser transportada pelo fluido carregador. A dispersdao do
analito em sistemas FIA deve-se principalmente a combinacdo dos efeitos
causados pelo transporte convectivo e difusivo das espécies [55].

A descricéo tedrica dos perfis dos sinais transientes obtidos em sistemas
de fluxo ndo segmentado continua em debate [55, 56]. O perfil dos sinais
obtidos com o tempo esta relacionado principalmente a geometria do sistema
de fluxo, além de fatores hidrodindmicos. Os modelos propostos para
descrever os perfis dos picos FIA normalmente consideram condi¢cbes de fluxo
laminar, desprezando a influéncia de fluxo turbulento [57,58]. Sendo
considerado preponderantemente o fluxo laminar, a equacao diferencial que
define o perfil de dispersdao do analito ao longo do tempo (uma equacédo
diferencial de segunda ordem com derivadas parciais) sO possui solucdes
exatas quando assume-se que o transporte do analito é preponderantemente
convectivo ou difusivo. Na maior parte dos sistemas FIA o transporte do analito
em fluxo é simultaneamente convectivo e difuso, sendo que ndo h& solucdo

exata para equacdo de difusdo-conveccdo [58]. Solu¢cdes numéricas para
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equacao de difusdo-conveccdo nas condicdes normalmente encontradas nos
sistemas FIA que descrevem o perfil dos picos FIA foram encontrados, por
Vanderslice e cols [59,60], sendo que estas equacdes englobaram um fator
empirico (fator de acomodacao) para que os resultados se adaptassem aos
valores obtidos experimentalmente. Os resultados encontrados por Vanderslice
tiveram boas concordancias com os dados experimentais, sendo que suas
equacdes possibilitaram a determinacdo de coeficiente de difusdo de diversas
substancias com resultados satisfatorios [61].

Apesar da boa concordancia dos resultados obtidos pelas equacdes de
Vanderslice com os dados experimentais, estas ainda n&o explicam
completamente os perfis dos picos FIA, havendo algumas divergéncias com 0s
dados experimentais. A divergéncia das equacdes de Vanderslice, bem como
nos demais estudos tedricos de FIA, deve-se principalmente ao fato delas nao
levarem em consideracdo a existéncia de conectores, a pulsacdo devido a
bomba peristéltica, a curvatura das tubulacdes, geometria da cela de fluxo
entre outros. Dessa forma os sinais transientes obtidos nos sistemas FIA
dificilmente sé@o previstos e para as diversas geometrias e caracteristicas
hidrodindmicas usuais no sistema.

Os sistemas FIA acoplados a deteccdo e concentracdo em fase solida
envolvem, além da dispersdo do analito, etapas de retencdo, concentracéo e
deteccgdo in situ. Os sistemas FI-EFS possuem caracteristicas que os diferem
dos sistemas de EFS em batelada e também dos sistemas FIA usuais. As
diferencas dos sistemas FI-EFS em relacdo aos sistemas de EFS em batelada,
além daquelas normalmente decorrentes do processo de automacao por FIA

(menor consumo de reagentes, aumento da produtividade analitica, menor
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risco de contaminacdo, etc), sdo decorrentes da: a) distribuicdo nao
homogénea do analito na fase solida apds a injecao, visto que a maior parte do
analito fica retido nas proximidades da entrada do fluxo da amostra; b) o fato
da retencdo do analito ndo ser realizada nas condi¢cdes do equilibrio em
sistema em fluxo possibilita que a retencdo do analito ndo seja completa,
principalmente devido as possiveis incompatibilidades das condicGes
hidrodindmicas do sistema com a cinética de retencdo do analito; c) a retencao
do analito pode nao ser realizada nas condigcbes ideais de “agitacdo” que
influencia bastante nos dados analiticos. As diferencas dos sistemas FI-EFS
em relacdo aos sistemas FIA usuais relacionam-se com: a) o carater integrativo
ou cumulativo da EFS que em FIA fornece picos com formato totalmente
diferente dos obtidos nos sistemas FIA usuais; b) a impedancia hidrodinamica
causada pela cela contendo fase sélida, resultando na existéncia de caminhos
preferenciais dos fluidos que percorrem esta fase.

Entdo, os sistemas FI-EFS contém caracteristicas hidrodinamicas e
reacionais extremamente complexas, sendo praticamente impossivel propor
modelos tedricos que expliguem de maneira ampla o0s sinais transientes
obtidos. Todavia, é necessario o conhecimento de algumas caracteristicas
basicas dos sinais transientes desses sistemas. Essas informagdes servem de
base para desenvolvimento de metodologias analiticas que exploram os perfis
dos sinais transientes obtidos por FI-EFS, como nas metodologias descritas
nos demais capitulos.

No presente trabalho foram estudados os perfis dos sinais transientes
gerados por FI-EFS a partir da reacdo do zinco(ll) com o 1- (2-tiazolilazo)- 2-

naftol (TAN) imobilizado em silica modificada Cis contida na cela de fluxo. Os
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estudos realizados se dividiram em duas etapas. Uma primeira na qual foi
estudada a sobreposicdo de duas injecdes sequenciais de solugcdo de zinco,
sendo elaborados modelos semi-empiricos para prever os sinais transientes
gerados. Na segunda etapa foi estudada a reacdo, em linha, entre zinco e
oxalato inseridos no percurso analitico por amostragem binaria, com deteccéo

por FI-EFS.

VI.1 — Estudo e Modelagem dos Perfis dos Sinais

Transientes Gerados no Sistema FI-EFS

Os objetivos destes estudos relacionam-se com o0 aumento da
produtividade analitica dos sistemas FI-EFS. Para sistemas FI-EFS, este
aumento da freqUéncia analitica pode ser obtido por injecBes consecutivas de
aliguotas da solucdo amostra, sem que se faca a eluicdo das espécies retidas
na fase sélida apds cada injecdo da amostra. Para isto, as inje¢cbes devem
estar suficientemente defasadas, garantindo a separacdo entre as aliquotas,
para a obtencdo dos sinais analiticos referentes a concentracdo da espécie
guimica de interesse em cada pulso das solu¢gbes das amostras injetadas.

Outra vertente que elucida a importancia destes estudos esta
relacionada com o carater integrativo dos sistemas FI-EFS, sendo necessario o
estabelecimento de modelo de dispersédo da zona de amostra para o
desenvolvimento de métodos de determinacdo empregando esta técnica de
analise quimica. Assim, um modelo semi-empirico foi desenvolvido, visando

prever os perfis dos sinais transientes obtidos experimentalmente.
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V.1.1 - Experimental - Procedimentos

Uma solucédo 10,00 pg mL? de zinco foi preparada tomando-se uma
aliquota de 1 mL da solucdo estoque 1000,00 ug mL? deste ion metdlico,
transferindo-a para baldo volumétrico de 100 mL , onde adicionou-se 50 mL de
solucdo tampéo 0,5 mol L' em hexamina (pH = 6,2) e completou o volume com
agua destilada e desionizada.

Foi empregado o sistema de fluxo ilustrado na Figura 4. Utilizou-se como
carregador uma solucdo tampdo 0,05 mol L em hexamina (pH = 6,2). A
vazdo em todas as linhas foi igual a 1,6 mL mint. Os comprimentos do
percurso analitico utilizados foram de 60 cm, 100 cm e 150 cm.

Foi avaliada a sobreposicdo de duas injecfes consecutivas de solucao
de zinco, separadas por solucdo carregadora em diferentes intervalos de
tempo, ou seja, por diferentes volumes de carregador.

Foram realizadas duas injecdes de solucdo de zinco, sendo que cada
uma delas foi realizada com tempo de abertura da valvula correspondente de
1,5 s (40 pL). As duas injecdes foram separadas por solucdo carregadora com
diferentes intervalos de tempo entre as mesmas. A Figura 10 ilustra dois pulsos
do analito separados por um certo intervalo de tempo em sistema de fluxo
continuo. Segundo a Figura 10 os dois pulsos do analito (em vermelho) estdo
separados por um certo volume de solucdo carregadora (em azul), sendo o
volume de solucéo carregadora que separa os dois pulsos determinado pelo

intervalo de tempo entre as duas injecdes
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Figura 10. llustracdo de dois pulsos do analito separados por um certo

intervalo de tempo em sistema de fluxo continuo.

A Figura 11 ilustra a realizacédo de duas injecdes de zinco separadas por
diferentes intervalos de tempo.

Como ilustrado na Figura 11, conforme aumenta-se o intervalo de tempo
entre as duas injec6es do analito maior sera o volume de solucéo carregadora
separando-as. A Figura 12 ilustra um diagrama temporal mostrando a
sequéncia de acionamento das valvulas do sistemas de fluxo quando séo
realizados dois pares de injecdes do analito, sendo cada um desses pares

separados por diferentes volumes da solucdo carregadora.

Figura 11. llustracdo de duas inje¢cdes consecutivas do analito separadas por
diferentes intervalos de tempo, sendo que esse intervalo de tempo aumenta

como mostrado em (a), (b), (c) e (d) respectivamente.
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Figura 12. Diagrama temporal do acionamento das valvulas vi, v2 e vs ,
correspondentes a solucao de zinco, ao carregador e eluente, respectivamente.
O traco em nivel alto indica o acionamento da valvula correspondente e a
largura indica a duracdo do acionamento. Am — etapa de injecdo da uma
aliquota da amostras, C — passagem da solucdo carregadora, Le — etapa de

leitura do sinal transiente, EL — etapa de eluic&o.

Segundo o diagrama temporal da Figura 12, inicialmente todas valvulas
estdo desligadas e somente a solucdo carregadora flui pelo percurso analitico.
Em seguida sdo inseridas duas aliquotas de solucdo de zinco separadas por
um certo intervalo de tempo e, sendo ao final realizada a leitura. Apés a leitura
é injetada uma aliquota do eluente para remover o zinco retido na fase solida,
seguido pela passagem do carregador para remover o excesso do eluente. O
processo € repetido com um intervalo de tempo maior entre as injecbes do
analito.

Nos estudos realizados, foram realizadas injecbfes sequenciais de
solucdo de zinco separadas por intervalos de tempo entre 30 s e 2 s, com

passo de 2 s.
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V.1.2 —Resultados e Discussao

Nos sistemas FIA ocorre a dispersdo da solucdo do analito injetada na
percurso analitico. O aspecto de um pico FIA usual assemelha-se a uma
gaussiana distorcida. A Figura 13 ilustra o aspecto de um pico e de um pulso

disperso em sistemas FIA convencionais.
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Figura 13. llustracdo do perfil de um pico FIA em sistemas ordinarios com a

passagem do pulso disperso da amostra.

Nos sistemas FI-EFS, diferente dos sistemas FIA usuais, 0s sinais
transientes nao registram apenas a passagem das diversas “parcelas” do pulso
disperso mas sim o acumulo do analito na fase sélida com o tempo. Isto porque
ha a retencdo do analito nas diversas “parcelas” do pulso disperso. Em FI-EFS
o analito ndo simplesmente atravessa a cela de fluxo, sendo que ele fica retido

na fase solida e a deteccéo do sinal € cumulativa.
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O perfil dos sinais transientes em FI-EFS obtidos apds a injecao do
analito (sem injecdo posterior do eluente) mostram que os valores de
absorbancia inicialmente crescem e, ap0s um intervalo de tempo, se
estabilizam alcancando um patamar, sendo que este valor de absorbancia
permanece constante a menos que o analito seja eluido, haja uma outra
injecdo de analito ou ocorra alguma alteracdo na fase solida. O formato dos
picos obtidos por FI-EFS foi registrado em alguns trabalhos [40,62], todavia ndo
foi relacionada com o carater cumulativo ou integrativo desses sistemas em
relacdo aos sistemas em fluxo usuais [63].

Nos sistemas FIA convencionais ocorre uma integracao parcial do sinal.
Isto ocorre devido ao fato do feixe luminoso néo incidir numa cela com volume
infinitesimal. Dessa forma, nesses sistemas o sinal registrado relaciona-se com
a guantidade total do analito no volume iluminado da cela de fluxo.

A curva ilustrada na Figura 14 mostra um pico FI-EFS no sistema
desenvolvido obtido pela injegdo de 40 uL (intervalo de tempo de 1,5 s de
abertura da valvula do analito) de solucdo 10,00 ug mL* de zinco sem a
realizacdo de eluicdo em sequéncia. Essa curva assemelha-se a uma sigméide
(Figura 14a), curva essa gque sua derivada resulta numa gaussiana. A Figura
14b comprova o carater integrativo dos sistemas FI-EFS. A derivada resulta
numa curva do tipo gaussiana distorcida de formato bastante semelhante aos
obtidos nos sistemas FIA convencionais.

A aplicacdo da derivacéo dos sinais transientes em sistemas FI-EFS em
trabalhos anteriores apenas objetivava a aquisicdo de outro tipo de medida
analitica para construcdo de curva de calibracéo [33], ndo sendo explorados os

conceitos de integracao de sinal.
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Figura 14. Perfil dos sinais transientes em sistema FI-EFS obtidos pela injecao
de 40 4L de solugdo 10,00 g mL?! de zinco (a) e primeira derivada da

absorbancia em funcéo do tempo (b).

Poucos sao os sistemas FIA em que, intrinsecamente, ocorre integragao
do sinal analitico, dentre estes, a gravimetria em fluxo [64] é um sistema em
fluxo em que ocorre a integracdo do sinal (massa), tendo varios aspectos
comuns aos sistemas FI-EFS. O aspecto integrativo da reteng&o do analito por
FI-EFS € comum a coleta de precipitado por filtros coletores em fluxo nos
sistemas gravimétricos em fluxo. A deteccado feita na cela de fluxo contendo
fase soélida tem aspecto semelhante ao monitoramento da massa coletada no
filtro coletor com o tempo em sistemas de gravimetria em fluxo. A possibilidade
de eluicdo do analito apds cada injecdo ou simplesmente a avaliagcdo da
variacdo de sinal analitico ap0s cada injecdo também pode ser empregada,
levando em consideracao as restricdes de cada uma das técnicas.

Uma outra caracteristica dos sistemas FI-EFS, relacionada com a
acumulacdo do analito na fase sdlida, € a aditividade das absorbancias apos

cada injecdo das amostras, sendo que, dentro de uma certa faixa, ndo €



43

necessario a eluicdo do analito apds cada injecdo pois é possivel obter os
mesmos sinais analiticos a partir da variacéo do sinal de absorbancia. Apos as
injecbes consecutivas de diferentes solu¢cdes-amostra, sem eluicdo, o grafico
mostra uma sequéncia de sigmoides que assemelha-se a uma “escada” na
qual a altura de cada “degrau” esta relacionada com a concentragao do analito
na respectiva amostra.

Quando séo realizadas duas injecbes consecutivas, em sistemas de
fluxo continuo, pode ocorrer a sobreposicdo dos dois pulsos (overlap) se a
distancia entre os mesmos nao for suficiente. Isso ocorre pois conforme os
pulsos sédo dispersos ha um alargamento das zonas dos pulsos, ocorrendo
interpenetracdo de injecdes consecutivas que nao estejam suficientemente
separadas.

A sobreposicdo de duas injecbes consecutivas de solucdo de zinco,
separadas por solucao carregadora em diferentes intervalos de tempo, ou seja,
por diferentes volumes de carregador, foi avaliada.

Diferentes comprimentos do percurso analitico (60 cm, 100 cm, 150 cm)
foram utilizados visando avaliar a sobreposi¢do das duas inje¢cdes consecutivas
de solugéo de zinco sendo influenciada pelo aumento da dispersdo devido ao
aumento do percurso analitico.

Devido a aditividade das absorbancias nos sistemas FI-EFS apoés
injecbes consecutivas da solugdo do analito, realizou-se simulagdes
objetivando obter os perfis dos sinais transientes ap0s duas injecdes
consecutivas do analito, separada por diferentes intervalos de tempo, usando o

perfil obtido com apenas uma injecéo do analito.
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O modelo matematico desenvolvido para simulacéo dos perfis dos sinais
transientes obtidos apos duas inje¢cdes consecutivas do analito € semi-empico,
pois utiliza dados experimentais na sua constru¢do. A metodologia utilizada no
processo de simulacéo esta ilustrada nas curvas da Figura 15. Para construcao
do modelo nas simulacdes, inicialmente é realizada uma injecdo de 40 uL da
solugdo 10,00 pg mL?' em zinco para um determinado comprimento do
percurso analitico, sendo registrados os sinais transientes (Figura 15, curva a).
O segundo passo da modelagem é fazer uma cépia do perfil do sinal
transiente, obtido para uma injecdo do analito, deslocando-o em At segundos
em relacdo ao eixo do tempo (Figura 15, curva b), sendo At equivalente ao
intervalo de tempo entre duas inje¢cdes consecutivas. Por fim essas as
absorbancias relativas as duas curvas sdo somadas, sendo a curva resultante
(Figura 15, curva c) igual ao perfil dos sinais transientes para duas injecées
sequenciais do analito separadas por At segundos obtido pelo modelo
proposto. Na Figura 15 é ilustrado o processo de obtencédo, por simulagdo, de
uma curva obtida por duas injecdes de 40uL de solugédo de zinco, em fluxo
continuo, separadas por 30s em sistema FI-EFS.

As curvas exibidas nas Figuras 16, 17 e 18 mostram os perfis dos sinais
transientes obtidos ap6s uma Unica injecdo e apos duas injec6es do analito
separadas por 30 s, 18 s, 10 s e 2 s (800 pL, 180 uL, 267 pL e 53 uL de
solucdo carregadora respectivamente), para comprimentos do caminho
analitico iguais a 60 cm, 100 cm e 150 cm, respectivamente, para 0s sinais
obtidos experimentalmente e por simulacdo. Todos experimentos foram
realizados em triplicada, sendo que todos as curvas ilustradas foram obtidas

por média simples.



45

w (c)

010 -

0 |

0 2 Q0 0 0 1m
tempo, s

Figura 15 Perfil do pico obtido pela injecdo de 40 L de solucéo de zinco (a),

gréafico obtido deslocando curva (a) em 30s e (c) soma das curvas (a) e (b).

Segundo os graficos ilustrados nas Figuras 16, 17 e 18 pode-se verificar
gue conforme diminui-se o intervalo de tempo entre as duas inje¢cdes do analito
0s sinais correspondentes a essas injecdes, os dois patamares, ficam mais
sobrepostos. Quando o intervalo de tempo entre as injecdes € igual a 2 s, em
todos o0s casos estudados, os patamares apresentaram-se totalmente
sobrepostos, tendo os sinais transientes um perfil equivalente ao obtido por
uma unica injecdo com o dobro do volume em relagéo ao utilizado nas injecdes
individuais. Além disso, para intervalos de tempo entre injecdes inferiores a 2 s

os perfis dos sinais transientes permanecem inalterados.
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Figura 16 Perfis dos sinais transientes obtidos por injecdo Unica (a) e por duas

injecBes consecutivas de 40 uL de solugéo de zinco 10,00 g mL separadas

por 30 s (b), 18 s (c), 10 s (d) e 2 s (e), para os dados experimentais (curvas

em vermelho) e simulados (curvas em preto), com comprimento do percurso

analitico de 60 cm.
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Figura 17 Perfis dos sinais transientes obtidos por injecdo Unica (a) e por duas
injecBes consecutivas de 40 uL de solugéo de zinco 10,00 g mL! separadas
por 30 s (b), 18 s (c), 10 s (d) e 2 s (e), para os dados experimentais (curvas
em vermelho) e simulados (curvas em preto), com comprimento do percurso

analitico de 100 cm.
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Figura 18 Perfis dos sinais transientes obtidos por injecdo Unica (a) e por duas
injecBes consecutivas de 40 uL de solugéo de zinco 10,00 g mL! separadas
por 30 s (b), 18 s (c), 10 s (d) e 2 s (e), para os dados experimentais (curvas
em vermelho) e simulados (curvas em preto), com comprimento do percurso

analitico de 150 cm.

Conforme aumenta-se o comprimento do percurso analitico aumenta-se
a disperséo do volume do analito injetado, sendo que devido ao regime de fluxo

ocorre um alargamento do pulso de amostra e, consequentemente, os dois



49

pulsos se sobrepde mais facilmente. Segundo as curvas ilustradas nas Figuras
16, 17 e 18 a sobreposicao total das inje¢cdes ocorreu para intervalos de tempo
entre as injecbes menores que 2 s, 3 s e 10 s para 0os comprimentos do
percurso analitico de 60 cm, 100 cm e 150 cm, respectivamente.

Analisando-se as curvas ilustradas nas Figuras 16, 17 e 18, em relacdo
a variagdo do comprimento do percurso analitico, averiguou-se que
aumentando o percurso analitico, com conseqiente aumento na dispersao, o
crescimento do sinal com o tempo torna-se mais lento, ou seja, a quantidade
de analito por unidade de tempo diminui. Esse resultado € evidenciado pelas
derivadas dos sinais transientes das curvas das Figuras 16, 17 e 18, sendo
estas derivadas ilustradas nas Figuras 19, 20 e 21. A altura dos picos das
derivadas, que se relaciona com a variacdo da absorbancia por unidade de
tempo, diminui conforme aumenta o comprimento do percurso analitico.

As curvas das derivadas apresentam picos que se assemelham aqueles
obtidos nos sistemas FIA convencionais. Os picos das derivadas tornam-se
mais sobrepostos conforme diminui-se o intervalo de tempo entre as injecées,
sendo que essa sobreposicdo ocorre mais facilmente conforme aumenta-se o
comprimento do percurso analitico. Quando aumenta-se o comprimento do
percurso analitico os picos referentes as curvas das derivadas tornam-se mais
largos, evidenciando um alagamento dos pulsos devido ao aumento da
dispersdo. Dessa forma, os resultados obtidos observando-se as curvas das
derivadas concordam com aqueles obtidos na analise das curvas das Figuras

16, 17 e 18.
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Figura 19 Derivadas dos sinais transientes obtidos por inje¢do Unica (a) e por
duas injecbes consecutivas de 40 gL de solugdo de zinco 10,00 xg mL1?
separadas por 30 s (b), 18 s (c), 10 s (d) e 2 s (e), para os dados

experimentais (curvas em vermelho) e simulados (curvas em preto), com

comprimento do percurso analitico de 60 cm.
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Figura 20 Derivadas dos sinais transientes obtidos por injecdo Unica (a) e por

duas inje¢bes consecutivas de 40 xL de solugdo de zinco 10,00 xg mL1?

separadas por 30 s (b), 18 s (c), 10 s (d) e 2 s (e), para 0s

dados

experimentais (curvas em vermelho) e simulados (curvas em preto), com

comprimento do percurso analitico de 100 cm.
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Figura 21 Derivadas dos sinais transientes obtidos por injecdo Unica (a) e por

duas injecbes consecutivas de 40 uL de solucdo de zinco 10,00 xg mL?

separadas por 30 s (b), 18 s (c), 10 s (d) e 2 s (e), para os dados

experimentais (curvas em vermelho) e simulados (curvas em preto), com

comprimento do percurso analitico de 150 cm.

Quando o percurso analitico foi igual a 150 cm, a dispersdo do analito &

tdo grande que, dentro do intervalo de tempo de leitura (90 s), ndo foi
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alcancada a estabilizacdo do sinal, com formacdo do patamar, sendo que o
sinal analitico maximo alcancado foi bem menor que aquele referente ao
caminho analitico de 60 cm. Em relacéo as curvas das derivadas para percurso
analitico de 150 cm, apés o maximo dos picos os valores ndo chegam a zero,
evidenciando que néo ocorreu a estabilizacdo do sinal dentro do intervalo de
tempo de leitura.

Uma possivel explicacdo para o0s sinais ndo se estabilizarem e serem
muitos baixos para percurso analitico de 150 cm é que dentro do intervalo de
tempo de leitura ainda nem todo pulso disperso havia passado pela cela de
fluxo. Outra possibilidade para explicar os sinais reduzido é que devido a baixa
concentracdo do pulso disperso a velocidade de retencao foi baixa e, dentro do
intervalo de tempo de residéncia na cela, somente uma parcela do zinco foi
retida. As baixas concentracdes dos pulsos dispersos para esse percurso
analitico também pode desfavorecer termodindmicamente a extensdo da
reacao de complexacao em fase sélida, sendo que a diminuicdo na entropia do
sistema pode néo ser suficientemente compensada.

Os perfis das curvas obtidas pela injecdo de duas aliquotas de solucao
de zinco (Figuras 16, 17 e 18) , de maneira geral, apresentam boa semelhanca
com os obtidos pelo procedimento adotado para simulacdo desses sinais
transientes. As curvas das derivadas obtidas por simulagdo também
apresentam boa concordancia com os dados experimentais. As pequenas
divergéncias entre os dados simulados e experimentais podem ser atribuidas
ao fato que a metodologia empregada nas simulac¢des soO leva em consideracao
a aditividade das absorbancias nos sistemas FI-EFS e o espacamento entre as

duas injecdes, nao levando em consideracao a distribuicdo ndo homogénea do



54

analito na fase sélida, a influéncia da competicdo do analito por sitios de
reacao disponiveis na fase sélida na cinética de reacéo, a saturacado localizada
da fase solida pelo analito, o tempo minimo necessario para que a fase sélida
seja recondicionada pela solucdo carregadora, entre outras caracteristicas.
Apesar das simulacdes ndo levarem em consideracdo uma série de fatores, ha
uma concordancia muito boa entre os resultados, sendo que mesmo quando 0s
valores dos sinais analiticos ndo sdo concordantes o formato dos graficos
obtidos experimentalmente e por simulacdo coincidem em quase todos os
aspectos tanto nos dados de absorbancia como nas derivadas.

Deve-se observar que dependendo do comprimento do percurso
analitico e do intervalo de tempo entre as injec6es podem ocorrer casos em
que, antes de ser realizada a segunda injecdo, o analito presente na primeira
injecdo ja foi retido, isso ocorre nos casos em gue o intervalo de tempo entre
injecbes é longo e o percurso analitico € curto. Nos casos avaliados para
intervalos de tempo entre injecbes superiores a 10 s, 18 s e 28 s para
comprimento do percurso analitico de 60 cm, 100 cm e 150 cm,
respectivamente, a primeira injecdo passa pela cela do fluxo antes de ser

realizada a segunda injecéao.

V.1.3 - Conclusodes

Os estudos realizados com andlise pelo sistema FI-EFS proposto
empregando injecées de duas aliquotas de solugdo 10,00 ug mL* de zinco,
com volume fixado em 40 uL, e separados por diferentes intervalos de tempo

mostra que a sobreposicao total entre as injecdes ocorre quando o intervalo de
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tempo entre as injecdes é inferior a um determinado intervalo de tempo limite,
sendo que com o0 aumento do comprimento do percurso analitico esse intervalo
de tempo limite aumenta, devido ao aumento da disperséao.

O uso das derivadas dos sinais transientes propicia a obtencdo de
informacBes adicionais em relacdo a sobreposicdo de duas aliquotas de
solucéo amostra.

O sistema FI-EFS proposto possui caracteristica de integracdo dos
sinais transientes em relacdo ao que seria obtido nos sistemas FIA usuais.
Esse fato é evidenciado pela aplicacdo da primeira derivada dos sinais
transientes obtidos no sistema FI-EFS, uma vez que os graficos das derivadas
apresentam perfis extremamente semelhantes ao dos picos FIA tradicionais.
Todavia, o sistema FI-EFS desenvolvido ndo apresentou-se como um
integrador perfeito, visto que houveram pequenas diferencas entre os graficos
simulados e obtido experimentalmente, nos estudos da sobreposicédo de duas
injecbes sequenciais de zinco, principalmente devido a influéncia de fatores
como cinética de retencdo do analito, recondicionamento da fase soélida e
distribuicio ndo homogénea do analito na fase sélida. Outro fato que
demonstra que o sistema FI-EFS desenvolvido ndo se constitui num integrador
perfeito € que uma completa estabilizacdo do sinal do patamar néo é obtida,
sendo que os sinais continuam a crescer suavemente. Apesar disso o sistema
FI-EFS proposto apresenta carater integrativo relativamente proximo a um
integrador perfeito, sendo que; de uma forma geral, a concordancia entre 0s
perfis dos sinais transientes obtidos empiricamente e por simulacdo foi muito

boa.
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VI.2 — Estudo da Reacao em Linha de Zinco e
Oxalato Empregando Multicomutacao e Deteccéao

por FI-EFS

Em FIA ha diferentes alternativas de processar uma reacédo em linha de
analito com um reagente [65]. A configuracdo mais simples € o diagrama de
fluxo de linha Unica, onde o fluido carregador € o reagente. Neste médulo de
analise a mistura do reagente com a amostra ocorre exclusivamente por
dispersdo, enquanto a mesma é transportada em direcdo ao detetor. Quando a
relacdo entre os volumes da amostra e do percurso analitico é inadequado, o
reagente pode ndo atingir o centro da amostra, em quantidade suficiente, para
satisfazer as condicbes para o desenvolvimento das rea¢Bes quimicas
envolvidas. Esta limitacdo foi resolvida pela adicdo continua dos reagentes por
confluéncia e empregando-se uma solucdo quimicamente inerte como
carregadora de amostra. Nesse caso, cada fracdo de amostra recebe a mesma
guantidade do reagente, portanto ndo ha gradientes de concentracdo de
reagentes no percurso analitico. Além disso pode-se utilizar volumes de
amostra superior ao do percurso analitico, melhorando a sensibilidade do
método e como a reagao tem inicio a partir do ponto de confluéncia, pode ser
utilizado percurso analitico mais curto, tendo como resultado um aumento de
produtividade analitica.

Uma outra forma de reagdo do analito com um reagente em linha
envolve o uso de conceitos de multicomutacdo e amostragem binaria [67 , 68].

O desenvolvimento destes conceitos baseia-se no uso de valvulas solendides
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de 3 vias, sendo que cada uma delas funciona como um comutador individual
[69], enquanto que os demais dispositivos de injecdo possuem comutacao
solidaria. O uso dessas propicia uma maior flexibilidade no desenvolvimento
das diferentes configuracbes de sistema FIA. O conceito basico de
multicomutagcdo e amostragem binaria € a insercdo em “tandem”, no percurso
analitico, de pequenas aliquotas de amostra e dos reagentes, sendo que 0
tempo de acionamento das valvulas solendides e a vazdo determinam o
volume das fracBes das solucdes inseridas no percurso analitico [67,68]. A
insercao de varias fracdes da amostra e do reagente por amostragem binaria
propicia uma mistura mais eficiente, uma vez que o nimero de superficies de
contato entre as solugdes aumenta. Uma das vantagens do uso do conceito da
amostragem binaria é que a reacdo inicia-se no momento da amostragem e,
diferente dos demais procedimentos de injecdo, com a utilizacdo do intervalo
de tempo de amostragem aumenta-se a produtividade analitica. Além disso,
como apenas uma valvula é acionada por vez na injecdo de solucdes, nao
ocorre a divisdo da vazao total na confluéncia, permitindo propulsdo das
solucdes por aspiracdo sem diminuicdo da frequéncia analitica [70]. O conceito
de multicomutagcdo e amostragem binaria foi empregado com sucesso ha
determinacao de espécies quimicas em diferentes amostras [67-74].

O objetivo deste investigacdo foi avaliar a influéncia da injecdo de um
agente complexante auxiliar em tandem com a solucéo de Zn?* sobre o sinal
analitico. Para isto realizou-se o estudo com o sistema empregando solucdes
de Zn?* e K2C204, as quais foram introduzidas no percurso analitico seguindo a

|6gica da amostragem binaria e com detecc¢éo por EFS.
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V.2.1 - Experimental - Procedimentos

Uma solucédo 10,00 pg mL? de zinco foi preparada tomando-se uma
aliquota de 1 mL da solucdo estoque 1000,00 ug mL? deste ion metdlico,
transferindo-a para baldo volumétrico de 100 mL , onde adicionou-se 50 mL de
solucdo tampéo 0,5 mol L' em hexamina (pH = 6,2) e completou o volume com
agua destilada e desionizada.

As solucdes 0,1 mol L* e 0,01 mol L' em oxalato de potassio
(K2C204H20) foram preparadas dissolvendo-se 1,8423 g e 0,1842 g,
respectivamente, do sal em baldo volumétrico de 100 mL, completando o
volume com agua destilada e desionizada.

Foi empregado o sistema de fluxo ilustrado na Figura 5. Utilizou-se como
carregador uma solucdo tampédo 0,05 mol L em hexamina (pH = 6,2). A
vazdo em todas as linhas foi igual a 1,6 mL min-t. O comprimento do percurso
analitico utilizado foi fixado em 60 cm.

No procedimento proposto, 3 fracbes da solugdo de zinco de 40 puL
(tempo de cada abertura de valvulas da solucdo de zinco de 1,5 s) foram
inseridas de maneira alternada com 3 fragcbes de solucdo de oxalato de
potassio cujos volumes dessas fracbes foram variados nas diferentes
amostragens. O tempo de abertura da valvula da solucdo de oxalato variou
entre 0 se 1,5 s, com passo de 0,1 s. Foram realizados estudos da reacéo com
o0 zinco em linha empregando solugées 0,1 mol L't e 0,01 mol L* em oxalato de
potassio. A Figura 22 ilustra o processo de insercédo, sob amostragem binaria,
de 3 fracOes da solucao do reagente (vermelho) e 4 fracées de zinco (amarelo).

Inicialmente (Figura 22a) as fracdes da amostra e do reagente encontram-se
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nitidamente separadas, e conforme os fluidos sdo transportadas as fracdes da
amostra e reagente comecam a se misturar por dispersdo (Figura 22b), e
conforme continua a migrar a mistura torna-se praticamente homogénea,

(Figura 22c).

Figura 22. llustracdo do processo de mistura quando 3 fracbes do reagente

(vermelho) e 4 fracbes da amostra (amarelo) sdo inseridos por amostragem
binaria no processo analitico. Em (a) a mistura ndo € eficiente em (b) inicia-se
uma mistura mais eficiente entre as fragbes e (c) a mistura torna-se

homogénea.

V.2.2 — Resultados e Discussao

A mistura entre as fragBes inseridas por amostragem binéaria torna-se
mais eficiente quando o niumero de fracbes de amostra e analito é grande, pois
0 numero de faces de contato entre as fracdes € maior, além disso a mistura
entre as fragdes depende da raz&o entre o comprimento de percurso analitico e

o volume das fragcbes do analito e reagente, de forma a garantir a
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interpenetracdo das fracbes da amostra e reagente no percurso analitico.
Embora normalmente deseja-se que haja a formacdo de uma mistura
homogénea entre reagente e analito, isto ndo é uma condicdo necessaria para
que a reacado ocorra eficientemente, bastando que uma quantidade suficiente
de reagente penetre no pulso da amostra.

No sistema proposto as inje¢cdes dos 3 pulsos consecutivos de solucéo
de zinco e oxalato por amostragem binaria foram realizadas de forma que cada
fracdo de solucdo de zinco € injetada inicialmente e seguida por um fracdo de
solucéo de oxalato conforme ilustrado na Figura 22.

No presente estudo, na avaliacdo do sinal transiente gerado pela
injecdo, sob amostragem binaria, de zinco e oxalato de potassio, 0 complexo
formado entre o zinco e oxalato (logki = 4,85 e logkz = 2,7) [77] menos estavel
que entre o zinco e 0 TAN (logkmL = 12,24 e logkmz = 12,29) [47] todavia, deve-
se levar em consideracdo que as constantes de formacdo dadas para o
complexo zinco TAN foram calculadas a partir de experimentos realizados em
solventes organicos (dioxano). No sistema EFS desenvolvido, a reacéo entre o
zinco e o0 TAN ocorre em uma fase sdlida, o que envolve o processo de
transferéncia de massa para o solido, na qual o grau de complexidade do
sistema reacional € muito elevada principalmente quando leva-se em
consideracdo a possibilidade de impedimento estérico das moléculas de TAN
causado pela perda de mobilidade da molécula adsorvida em Cis. Dessa forma
as comparacdes entre as constantes dadas na literatura dos complexos Zn-
oxalato e Zn-TAN indicam apenas que o complexo Zn-TAN € mais estavel que

0 complexo Zn-oxalato, porém estas constantes ndao fornecem informacdes
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suficientes para estimar quanto um complexo é mais estavel em relacdo ao
outro nas condi¢cdes empregadas no sistema FI-EFS proposto.

As possibilidades de reacgéo entre 0 zinco e 0 oxalato no sistema FI-EFS
sao: (a) o zinco forma um complexo, em linha, com o oxalato, sendo que este é
desfeito quando entra em contato com o TAN-Cas, sendo retido na fase solida o
zinco livre e 0 zinco que estava complexado com o oxalato; (b) o zinco forma
um complexo, em linha, com o oxalato, sendo que o zinco que nao reagiu com
o oxalato fica retido na fase sdlida; (c) o zinco forma um complexo em linha
com o oxalato, o zinco livre reage com o TAN-Cis sendo que parte do complexo
formado na fase sdlida € removido pela passagem de um pulso contendo
oxalato livre.

No caso (a) o formato dos picos obtidos seria semelhante aqueles
gerados substituindo a solucdo de oxalato por uma solucédo inerte, como a
solucéo carregadora, isso porque todo zinco presente que passa para cela de
fluxo é retido na mesma durante essa passagem, independente se o0 zinco
estava livre ou complexado. Nesse caso, o oxalato funcionaria apenas como
um diluente e separador das fracbes de solucdo de zinco, sendo que poderao
ocorrer diferencas no formato do pico em relacdo ao obtido substituindo a
solucdo de oxalato por solugcdo carregadora devido a fatores cinéticos
envolvidos na remocéo de zinco complexado com o oxalato para o TAN-Cis,
tendo todavia, a altura final de patamar praticamente igual ao obtido
substituindo o oxalato pelo carregador.

Para o caso (b) o formato dos picos seriam bastante semelhantes ao

descrito para o caso (a), sendo que os valores dos sinais transientes seriam
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menores que no caso (a) ja que a quantidade de zinco que reage com o TAN-
Cis seria inferior aquela do caso (a).

O formato e a altura dos patamares obtidos para o caso (c) seriam
totalmente diferentes aos que seriam propiciados nos casos (a) e (b).
Inicialmente o sinal analitico cresceria, devido a chegada do primeiro pulso da
amostragem binaria, que € de solucédo de zinco na qual parte deste ndo reagiu
com o oxalato. Apos um certo periodo o sinal cessa seu crescimento, atingindo
um maximo, que é inferior ao sinal do patamar obtido pela injecdo de trés
fracGes de solucdo de zinco sem a presenca de solucdo de oxalato, e passa a
decrescer devido a remocéao de zinco retido na fase solida pelo oxalato livre no
pulso subsequente de oxalato. O sinal ao final se estabilizaria num patamar,
guando inicia-se a passagem da solucao carregadora, sendo este relacionado
com a quantidade de zinco que nao foi removida pela solu¢éo de oxalato.

Os resultados obtidos pela injecdo por multicomutacdo de 3 pulsos de
40 pL (abrindo a véalvula da amostra por 1.5 s) de solugdo 10,00 ug mL* de
zinco e 3 pulsos de diferentes volumes de solucdo de oxalato de potassio
0,1 mol L' sdo mostrados na Figura 23. O tempo de abertura da valvula da
solucéo de oxalato em cada fracéo foi de 0 s a 1,5 s com variagfes de 0,1 s em
0,1s.

As curvas da Figura 23 mostram que as condi¢cdes de reacao para
solucédo 0,1 mol L de oxalato de potassio enquadram-se no caso (c) citado
anteriormente. Os sinais inicialmente crescem, devido a chegada de zinco livre
presente no primeiro pulso de solu¢do de zinco, alcancando um valor maximo
para entdo decrescer até alcancar a estabilizagdo. Pelo formato das curvas na

Figura 23, o zinco livre presente no primeiro pulso é retido pelo TAN-C1s, sendo
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isto registrado pelo aumento do sinal, e entdo esse zinco é removido pelo
excesso de solucdo de oxalato presente na zona da amostra, acarretando no
decréscimo do sinal. O sinal analitico poderia crescer um pouco com a
chegada dos dois outros pulsos de solugédo de zinco, todavia isso nao ocorre,
pois, sendo estes pulsos de zinco cercados por pulsos de solucdo de oxalato, a
mistura desse pulso com os pulsos de oxalato € mais efetiva, e a quantidade
de zinco ndo complexado nesses dois pulsos ndo € suficiente para mostrar um

crescimento no sinal perceptivel apds atingir o maximo.
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Figura 23. Sinais transientes obtidos pela injecdo sob amostragem binaria de 3
fracOes de 40 uL (tempo de abertura da valvula de 1,5 s) de solucéo de zinco
10,00 g mL* e 3 fragcbes de solugédo 0,1 mol L1 de oxalato de potassio com
tempo de abertura da valvula do oxalatode (a) 0's, (b) 0,1 s, (c) 0,2 s, (d) 0,3 s,

(e)0,4se(f)0,5s.
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Os sinais analiticos para o experimento sem a insercdo de solucédo de
oxalato (0O pL) foram obtidos introduzindo 3 pulsos de solucdo de zinco no
percurso analitico, sendo cada uma das insergfes sincronizada, de forma a
reproduzir os efeitos da interrupcdo do fluxo e das aberturas de valvulas nos
perfis dos sinais transientes adquiridos no sistema FI-EFS desenvolvido.

A Figura 24 mostra o gréfico da primeira derivada dos sinais transientes
exibidos na Figura 23. Os gréficos das derivadas, além de fornecerem
informacdes sobre a taxa de crescimento do sinal analitico com o tempo,
também reproduz o formato de um pico FIA convencional nas condicfes

estudadas.
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Figura 24. Derivadas dos sinais transientes obtidos pela injecdo sob
amostragem binaria de 3 pulsos de 40 uL (tempo de abertura da vélvula de
1,5 s) de solucao de zinco 10,00 g mL1 e 3 pulsos de solucdo 0,1 mol L1 de
oxalato de potassio. O tempo de abertura da valvula do oxalato estd ilustrado

na legenda.
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Para os pulsos de solugéo de oxalato 0,1 mol L, os perfis das derivadas
(Figura 24) mostram picos que, diferente do pico obtidos quando ndo €
introduzida solucdo do complexante, apds atingirem o maximo decrescem até
que os valores da derivada tornam-se negativos, formando um vale, e entéo
esses valores crescem até se estabilizarem em torno de zero. Isso enfatiza o
gue ocorre nas curvas da Figura 23 , pois o fato dos valores das derivadas
crescerem inicialmente evidenciam a reacao de zinco livre presente no pulso
inicial com o TAN-Cis, sendo que ao decrescer ao ponto das derivadas
tornarem-se negativas enfatizam a remocéo de parte do zinco retido na fase
sélida pelo oxalato livre presente nos pulsos subsequentes.

Conforme aumenta-se o volume dos pulsos de solucdo de oxalato
0,1 mol L* por amostragem binéaria, tornam-se menor a absorbancia maxima e
a absorbancia na regido de estabilizacdo dos sinais conforme apresenta na
Figura 23. As curvas das Figuras 25 e 26 mostram a variacdo do sinal de
maximo e do sinal na regido de estabilizacdo, respectivamente, com a variacao
do volume dos pulsos injetados de solugdo 0,1 mol Lt por amostragem binaria.

A partir das Figuras 25 e 26 observa-se que o sinal diminui com o
aumento do volume dos pulsos de solucdo 0,1 mol L de oxalato até que a
partir de um certo volume de solugcdo do complexante, em torno de 19 uL, o
sinal permanece constante com o aumento do volume de solugdo de oxalato.
Isso evidencia que a partir de um certo volume de solucdo 0,1 mol L de
oxalato, que praticamente todo zinco injetado foi complexado pelo oxalato, ja
que os valores dos sinais de absorbancia apos a estabilizacdo aproxima-se de

zero, 0 que indica haver zinco imobilizado na fase soélida.
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Figura 25. Variacdo do sinal maximo, obtido pela injecdo por amostragem
binaria de 3 pulsos de 40 L (tempo de abertura da valvula de 1,5 s) de solucéo
de zinco 10,00 ug mL?* e 3 pulsos de solu¢do 0,1 mol L?! de oxalato de
potassio, com a variacdo do volume dos pulsos de solucdo de oxalato

injetados.
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Figura 26. Variacdo da absorbancia na regido de patamar, obtido pela injecéo
por amostragem binaria de 3 pulsos de 40 xL (tempo de abertura da valvula de
1,5 s) da solucao de zinco 10,00 xg mL? e 3 pulsos de solugdo 0,1 mol L de
oxalato de potassio, com a variacdo do volume dos pulsos de solucdo de
oxalato injetados.

Nas derivadas ilustradas nas curvas da Figura 24, observa-se que a
altura dos picos diminui com o aumento de volume dos pulsos da solucao
de oxalato 0,1 mol L%, sendo que a queda dos valores das derivadas apés
atingir o maximo ocorre de forma mais rapida e abrupta. Além disso observou-
se que os maximos das derivadas ocorrem apés intervalos de tempo mais
curtos quando introduziu-se o complexante. Esses dados mostram que,
conforme aumenta-se o volume desta solucdo de oxalato, diminui-se a
guantidade de zinco imobilizado na fase sélida por unidade de tempo, fato

evidenciado pela diminuicdo do maximo das derivadas. A Figura 27 ilustra a
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variacdo do maximo das derivadas, ilustradas na Figura 24, com aumento do

volume de solucédo de oxalato injetado.
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Figura 27. Variacdo do maximo da derivada do sinal obtido pela injecdo por
amostragem binaria de 3 pulsos de 40 xL (tempo de abertura da véalvula de
1,5 s) da solucédo de zinco 10,00 xg mLt e 3 pulsos de solugédo 0,1 mol L! de
oxalato de potassio, com a variacdo do volume dos pulsos de solucdo de
oxalato injetados.

A curva da Figura 27 confirma as consideragdes feitas anteriormente,
tendo esse grafico aspecto semelhante ao mostrado nas Figuras 25 e 26,
exceto pelo primeiro ponto onde néo é feita injecao de solucdo de oxalato onde
o valor da derivada é baixo em relacdo aos demais pontos desse grafico. A
presenca de solucdo de oxalato nos pulsos injetados sob amostragem binaria
gera uma leve mudanca no formato de crescimento dos sinais até alcancar o
maximo (Figura 23) , justificando a disparidade do primeiro ponto da curva na

Figura 27.
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Outra série de experimentos foram realizados no estudo da reagédo com
0 zinco e oxalato misturados em linha por amostragem binaria por FI-EFS
substituindo a solugéo 0,1 mol L' de oxalato por uma solugdo 0,01 mol L do
mesmo complexante.

As curvas da Figura 29 ilustram os sinais transientes obtidos pela

injecdo sob amostragem binaria de 3 pulsos de 40 uL de solucdo de zinco

10,00 pg mL* e 3 pulsos de solucdo 0,01 mol L de oxalato de potassio.
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Figura 29. Sinais transientes obtidos pela injecdo sob amostragem binéaria de 3
pulsos de 40 L (tempo de abertura da valvula de 1,5 s) de solucdo de zinco
10,00 xg mL* e 3 pulsos de solugdo 0,01 mol L de oxalato de potassio. O

tempo de abertura da valvula do oxalato esta ilustrado na legenda.

Pelo que observou-se nas curvas da Figura 29, as condi¢cfes de reacao

para solucédo 0,01 mol L de oxalato de potassio enquadram-se no caso (b),
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onde é formado o complexo entre o zinco e oxalato em linha, sendo que este
complexo ndo é desfeito, em quantidade significativa, ao atravessar a fase
sélida e o oxalato ndo remove o zinco livre, presente no primeiro pulso,
imobilizado na fase solida. O enquadramento das condi¢cdes de reacdo para
solucdo de oxalato 0,01 mol Lt no caso (b) baseia-se na observacdo dos
graficos da Figura 29 na qual ndo ha decréscimo nos sinais transientes,
evidenciando que ndo ha remocéo pelo oxalato de zinco imobilizado por TAN-
Cis, havendo todavia, a diminuicdo dos sinais obtidos na regido de patamar
ocasionada pela complexacéo de parte do zinco pelo oxalato.

A Figura 30 mostra os gréficos das derivadas dos sinais transientes
exibidos na Figura 29. Os perfis das derivadas ilustradas na Figura 30
confirmam o fato que para o uso de solugéo 0,01 mol L de oxalato ndo ocorre

a remocdo de zinco como ocorre com a solucéo 0,1 mol L de oxalato.
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Figura 30. Derivadas dos sinais transientes obtidos pela injecdo sob
amostragem binaria de 3 pulsos de 40 uL (tempo de abertura da véalvula de
1,5 s) de solugao de zinco 10,00 g mL1 e 3 pulsos de solucédo 0,01 mol L1 de
oxalato de potassio. O tempo de abertura da valvula do oxalato esta ilustrado
na legenda.

A Figura 31 e 32 ilustram a variacdo dos sinais de absorbancia na regiéao
de patamar e dos valores das derivadas, respectivamente, obtida pela injecéo
por amostragem binaria de 3 pulsos de 40 uL de solucdo de zinco
10,00 pug mL? e 3 pulsos de solucéo 0,01 mol L de oxalato de potassio com a

variacdo de volume dos pulsos da solugcéao de oxalato injetados.
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Figura 31. Variacdo da absorbéancia na regido de patamar, obtido pela injecao
por amostragem binaria de 3 pulsos de 40 xL (tempo de abertura da valvula de
1,5 s) da solugao de zinco 10,00 xg mL1 e 3 pulsos de solucédo 0,01 mol L1 de
oxalato de potassio, com a variacdo do volume dos pulsos de solugdo de

oxalato injetados.
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Figura 32. Variacdo do maximo da derivada do sinal obtido pela injecdo por
amostragem binaria de 3 pulsos de 40 xL (tempo de abertura da véalvula de
1,5 s) da solucéo de zinco 10,00 ug mL* e 3 pulsos de solucao 0,01 mol L1 de
oxalato de potassio, com a variacdo do volume dos pulsos de solucdo de

oxalato injetados.

Segundo a curva da Figura 31 os sinais de absorbéncia caem
linearmente com o aumento do volume dos pulsos de solucdo de oxalato
0,01 mol L injetados, até que a partir de um certo volume de solucdo do
complexante, em torno de 29 uL , os sinais se estabilizam n&o variando com o
aumento do volume de solucdo de oxalato 0,01 mol Lt A partir desse dado
pode-se afirmar que apés 29 uL de solucdo 0,01 mol L' de oxalato, a
guantidade maxima de oxalato que consegue penetrar nos pulsos de zinco
durante o percurso analitico ndo é suficiente para complexar todo o zinco

presente nesses pulsos, ja que volumes maiores de solucdo 0,01 mol L de
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oxalato ndo acarreta em significativa diminuicdo do sinal, que permanece
constante num valor diferente de zero. Entdo pode-se concluir que nessas
condicBes reacionais houve um excesso de zinco que nao foi complexado pela
quantidade maxima de oxalato 0,01 mol L* gue conseguiu penetrar nos pulsos
de zinco durante o percurso analitico. O grau de mistura entre os pulsos de
zinco e oxalato depende da relacdo entre o volume dos pulsos destas solucdes
e do comprimento do percurso analitico, sendo que existe uma quantidade
maxima de oxalato da solugdo 0,01 mol L* que consegue penetrar nos pulsos
de zinco e a partir desse limite o aumento de volume de solucdo do
complexante ndo acarreta em variacdes no sinal analitico. A curva da Figura 32
possui aspectos semelhante ao da Figura 31, levando em conta a discrepancia
do primeiro ponto da curva da Figura 32 ocasionada pela diferenca entre o
crescimento dos sinais transientes na presenca e na auséncia de injecdo da

solucéo de oxalato.

V.2.3 - Concluséao

Na avaliagdo da reacdo entre oxalato de potassio e zinco inseridos sob
amostragem binéria, com deteccdo por EFS, pbdde-se observar que para
concentracdo de 0,1 mol L de oxalato, este reagente além de complexar parte
de zinco ,em linha, remove parte do zinco que fica retido na fase sélida.

Para concentracdo de oxalato de 0,01 mol L' os resultados
demonstraram que houve a complexacéo de parte de zinco pelo oxalato, em
linha, ndo ocorrendo remoc¢éo do zinco retido na fase sélida pelo oxalato. Nos

estudos realizados com essas duas concentracfes de solugbes de oxalato, o
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sinal analitico diminui ao aumentar-se o volume dos pulsos de solucdo de
oxalato inserido até que a partir de um certo volume 0s sinais permanecem
constantes com o aumento do volume de solugdo complexante.

A partir dos dados obtidos no estudo da reacdo do oxalato com zinco
inseridos sob multicomutacdo observou-se indicios da possibilidade de
realizacdo de titulacdo, em linha, de zinco com um complexante com deteccao
pelo sistema FI-EFS, sendo que o ponto final da titulacdo relaciona-se com o
volume de titulacdo necesséria para iniciar a estabilizacdo do sinal analitico em
valor proximo a zero, evidenciando que todo analito foi totalmente mascarado
pelo complexante. Para isso, seria necessaria a otimizacdo das condi¢cbes da
mistura analito-reagente e a concentracdo do complexante deveria ser
suficiente para que ao final da titulacao todo zinco ficasse mascarado sem que
o complexante removesse 0 zinco retido na fase soélida, com a reacdo do
complexante ocorrendo somente em linha. Essa possibilidade sera objeto para

investigacdes futuras.
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VI — APLICACOES DE METODOS MATEMATICOS

EM SISTEMAS FIA

A aplicacdo de métodos matematicos em sistemas FIA com deteccéo
espectrofotométrica inicia-se com o simples procedimento de subtracdo do
sinal do branco ou aquele referente a linha de base. Por outro lado, uma série
de artificios matematicos sofisticados tém sido aplicados na determinacédo de
varias espécies em diferentes matrizes empregando sistemas FIA.

Entre as aplicacfes de modelos matematicos explorando o gradiente de
concentracdo em sistemas FIA destacam-se os modelos aplicados as pseudo-
titulacdes em fluxo [78,79].

Analises titrimetricas em fluxo também foram desenvolvidas empregando
l6gica formal matemética para encontrar o ponto estequiométrico, como o
meétodo da procura binaria [80].

Foram também desenvolvidos modelos mateméticos empregando o
método da adicdo padrdo na andlise de espécies quimicas em sistemas FIA,
minimizado os efeitos de matriz [81,82].

A espectrofotometria derivativa foi outra técnica matematica aplicada na
analise por injecdo em fluxo para determinacdo simultanea de varias espécies
ou objetivando aumentar a sensibilidade e seletividade [83, 84].

As técnicas de calibracdo multivariada também estdo sendo usadas

cada vez mais nas analises por injecdo em fluxo, principalmente na analise de
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amostras extremamente complexas como as de origem biologica e alimentos
[85,86].

Na espectrofotometria em fase soélida acoplada a sistema FIA ainda nao
foram desenvolvidos modelos matematicos que explorem os gradientes de
concentracdo e o carater cumulativo desses sistemas, sendo esta a base dos

trabalhos que serédo apresentados nos proximos capitulos.
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VIl. DESENVOLVIMENTO DE  MODELOS
MATEMATICOS PARA DETERMINACAO DE
ZINCO EMPREGANDO PADRAO UNICO EM
SISTEMA DE ANALISE POR INJECAO EM FLUXO
COM DETECCAO POR ESPECTROFOTOMETRIA

EM FASE SOLIDA

A automacédo se desenvolveu em quimica analitica como uma forma de
facilitar os procedimentos analiticos. Dentre 0s principais objetivos da
automacao analitica vale destacar:

e Processamento de um grande nimero de amostra e aumento da velocidade
analitica;

e Reducao da participagdo humana, o que diminui 0s riscos, erros e custos da
analise;

e Minimizagao do consumo e descarte de amostras, padrdes e reagentes.

Nos sistemas automaticos com deteccao espectrofotométrica deseja-se
que a automagdo abranja o0 maximo de etapas da analise que envolve: a
amostragem, abertura da amostra, tratamentos prévios, preparacdo de
solugbes padrdo, mistura dos padrdes e amostras com O0S reagentes
adequados, aquisicdo dos sinais analiticos, construcdo de curva de calibracdo

e calculos das concentra¢des dos analitos nas amostras.
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Os sistemas FIA mais comumente empregados permitem a automacao
da tomada de aliquotas das solucbes padrdo, e amostras e, misturas das
mesmas com aliquotas dos reagentes apropriados e aquisicdo dos sinais
analiticos relativos aos padrdes e amostras, calculo dos parametros da curva
de calibracéo e calculo da concentracdo do analito nas amostras [10,55,65].

Uma série de trabalhos foram desenvolvidos envolvendo a dissolucéo e
pré- tratamento de amostras em sistemas FIA, principalmente envolvendo uso
de fornos de microondas, sendo que em alguns casos a amostra dissolvida &
recolhida e entéo levada para o sistema FIA (dissolucao off-line) [87,87] e em
outros a amostra é dissolvida em linha (dissolu¢do on-line) [88-91]. Todavia, ha
maioria das analises empregando sistemas FIA, a etapa da abertura da
amostra é feita em batelada, necessitando de longos intervalos de tempo para
ser realizado. Com isso a velocidade da analise, como um todo, torna-se
relativamente baixa.

A preparacdo automatica das solucdes padrées em linha nos sistemas
de andlise por injecdo em fluxo utilizando uma uUnica solucdo de referéncia
ainda ndo € o amplamente utilizada. Normalmente uma série de solucdes
padrées do analito sdo preparadas manualmente para construgdo das curvas
analiticas, sendo que o sistema FIA automatiza apenas a tarefa de introducéo
das aliquotas das solucdes padrdo e dos reagentes, transportando-as para o
detetor, onde ocorre a aquisi¢do dos sinais analiticos.

A grande maioria dos trabalhos envolvendo a constru¢do de curva de
calibracéo utilizando um padréo unico nos sistemas FIA envolvem a exploracao
do gradiente de concentracdo formado devido a dispersdo da solucdo do

analito injetado no percurso analitico [55,65].
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Uma das primeiras tentativas de construcdo de curva de calibracdo em
FIA empregando um padréo unico, foi realizada por Ruzicka e cols [92,93].
Nesse trabalho estabeleceu-se empiricamente a relacdo entre o sinal analitico
em um determinado tempo, na segunda porcdo do pico FIA, com a
concentracdo do analito. A Figura 33 ilustra o procedimento da construcdo de
curva de calibracdo empregando uma Unica solucdo de referéncia, explorando

a técnica de gradiente de concentracdo em FIA.
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Figura 33. Técnica de calibracdo por gradiente (A) calibragcdo com quatro
solugcbes padrao de concentracdes decrescentes (a-d) injetadas em triplicata,
(B) perfil do pico FIA para a solucéo padrao de concentracdo mais elevada, (C)
curva de calibracdo preparada a partir de (B) e relacionada com os sinais nos
intervalos de tempo ta, tb, tc, € tq. [92].

Nesse procedimento, ilustrado na Figura 33, inicialmente s&o injetadas,
em triplicata quatro solugdes padrbes com concentracdes decrescentes (a-d) e
entdo relaciona-se as alturas dos picos relativa as diferentes solu¢des padréo,
com os intervalos de tempo onde as alturas dos sinais no segundo ramo do
pico FIA, obtido pela inje¢cdo do padrdo mais concentrado sdo iguais aquele

dos picos dos diferentes padrdes. Dessa forma identifica-se 0s tempos ta, tb, tc,
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e td (Figura 33 ) no pico FIA de solu¢des mais concentradas onde os sinais sao
correspondentes as concentracdes dos diferentes padrdes (a-d). Entdo, apos
um grande numero de determinacfes uma Unica injecdo da solucdo padrdo
mais concentrada basta para obter uma nova curva de calibracdo com diversos
pontos, sendo necessario um pequeno intervalo de tempo para construcdo
dessa nova curva (20s-30s).

Os principios dos trabalhos de Ruzicka e cols [92,93] para construcao de
curva de calibracdo em FIA com apenas uma injecao da solucdo do padrao
anico também podem ser aplicados para construcdo de curvas de calibracao
empregando a técnica da amostragem de fragcbes da zona da amostra
(sampling zone) ou reamostragem, empregando uma uUnica solucdo de
referéncia. Essa possibilidade existe uma vez que a técnica de reamostragem
[94], que é amplamente empregada na diluicdo controlada das solucdes
amostra para que as concentracdes das mesmas se enquadrem na faixa
analitica e os efeitos de matriz sejam minimizados [94-97], pode produzir em
diversas injecdes de fracbes da zona da amostra uma série de picos cujas
alturas relacionam-se com a concentracdo dessas fracfes de zona de amostra.
Dessa forma o processo de calibragdo empregado por Ruzicka e cols [92,93]
seria 0 mesmo, s6 que ao invés de relacionar as alturas dos picos das solucdes
padrées com os intervalos de tempo de uma Unica injecdo do padrdao mais
concentrado, relaciona-se as altura dos picos referentes as diferentes solugdes
padrées com os picos das fracbes da zona da solucdo padrdo mais
concentrada [98]. Todavia, 0 emprego da técnica de reamostragem ter sido

restrito ao processo de diluicdo controlada.
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Outro trabalho de construcdo de curva de calibracdo em FIA
empregando uma unica solucdo de referéncia foi realizado por Aradjo e cols
[99] empregando a técnica de adi¢cao padrao.

Esse sistema baseia-se no aumento do grau de disperséo da solucéo de
padrdo unico injetada conforme diminui-se o volume desta solucéo injetada,
realizada pela diminuicdo do comprimento da alca de amostragem do padrdo
anico. Conforme diminui-se o comprimento da alca de amostragem menor a
altura dos picos FIA correspondente, sendo entdo construida uma curva de
calibracdo a partir da insercao de diferentes aliquotas do padrao unico. O outro
passo do processo € a insercdo das mesmas aliquotas do padréo Unico com a
solucdo-amostra sendo adicionada continuamente por confluéncia. Entdo a
partir desses dados a concentracdo da amostra é calculada, submetidas ao
processo de adicdo padrdo em linha empregando uma uUnica solucdo de
referéncia, sdo calculadas.

Alternativas diferentes para construcdo da curva de calibracdo em
sistema FIA empregando uma Unica solucdo de referéncia basearam-se na
exploracdo dos gradientes de concentracdo, propiciados no sistema FIA, a
utilizacdo dos sinais transientes dos picos FIA. Um trabalho realizado por
Zagatto e cols [100] envolve a exploracédo dos gradientes de concentracéo para
construcdo da curva de adicdo padrdo empregando uma unica solucdo de
referéncia. Trabalho explorando os gradientes de concentracdo de maneira
semelhante ao realizado por Zagatto e cols [100] foi realizado por Araudjo e cols
[101] empregando o Meétodo Generalizado de Adicdo Padrédo para
determinacao simultanea de K, Ca e Na por espectrofotometria de absorcdo

atbmica em chama.
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Vale ainda destacar o trabalho realizado por Honorato e cols [102], no
qual foi desenvolvido um sistema FIA que explora os gradientes de
concentracdo com metodologia que os propicie o calculo da concentracdo do
analito nas amostras empregando uma unica solucdo de referéncia. Nesse
trabalho nédo foi utilizada a adicdo de padrdo as amostras por confluéncia,
sendo realizada a calibracdo dos gradientes de concentracdo por metodologia
de calibracdo nédo linear dos sinais transientes obtidos pela injecdo de uma
solucdo padrdo em funcdo dos sinais obtidos pela injecdo de um corante
(KMnOa4). Apos a calibragédo dos gradientes de concentracdo da solucao padréo
pode-se calcular a concentracdo do analito nas amostras empregando apenas
sinais obtidos a partir da injecdo da solucdo do corante. A escolha de uma
solucéo de corante para calibracdo foi conveniente pois a coloracdo da mistura
entre o reagente e solucdo padrao é relativamente instavel o que dificultaria o
processo de recalibracdo, que é facilmente realizado empregando a solugédo do
corante.

Todos os trabalhos citados de construcdo de curva de calibracdo em
sistemas de andlise por injecdo em fluxo empregando uma Unica solucédo de
referéncia tem como base a diluicdo controlada, em linha, da solucdo do
padréo unico devido a fendémeno de disperséo.

O presente trabalho objetiva a construgéo de curvas de calibragéo, em
sistema FIA, empregando uma unica solucdo de referéncia tendo como base a
concentragdo controlada da solugcdo de referéncia existente no sistema de
analise em fluxo acoplado a deteccéo por espectrofotometria em Fase Sélida.

O trabalho divide-se em duas etapas distintas:
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(1) Desenvolvimento de sistema FI-EFS e metodologias analiticas para
construcdo de curvas de calibracdo obtidas pelo emprego de injecées
sequenciais de solucéo do padréo unico para determinacéo de zinco;

(2) Desenvolvimento de sistema FI-EFS e metodologias analiticas para
construcdo de curva de calibracdo utilizando os sinais transientes obtidos

por uma injecdo da solucdo do padrdo unico.

VIl.1 — Estudos Preliminares

Em espectrofotometria em fase sélida (EFS) o valor de absorbancia
registrado depende da absortividade do complexo do analito com o reagente
em fase sélida, do caminho 6ético, da concentracdo do analito na solucdo
amostra, do volume da solucéo do analito posta em contato com a fase sélida.

Em EFS a absorbéancia, registrada pela medida de atenuacdo da
radiacdo quando a fase soélida contendo o complexo do analito imobilizado com
0 reagente cromogénico € posicionado no caminho 6tico, depende de uma
série de parametros, sendo que a Equacdo 17 descrita no capitulo Il descreve

a dependéncia da absorbancia com uma série de parametros.

Afs =afsbfs \V ° ::l (17)
aq fs
D d

Quando o valor da razéo de distribuicdo € muito maior que o volume da
solucédo de analito posto em contato com a fase soélida o valor da absorbancia

da fase sdlida é dada pela Equacédo 18 descrita anteriormente:
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mfs

Afs = afsbfsCoVaq (18)

fs
Mantendo-se o caminho Optico e a massa da fase sélida constantes
pode-se representar a Equacao 18 da seguinte forma:

Afs:Kfs.CoVaq (19)
onde Krs € uma constante que engloba a absortividade do complexo do analito
imobilizado na fase solida, de caminho ¢tico da fase solida, a massa e a
densidade da fase solida.

A Equacédo 19 evidencia que ha uma relacéo linear entre a absorbancia
e o volume de solucdo do analito que entra em contato com a fase solida,
dentro da faixa onde o volume de solucéo de analito € muito menor que a razao
de distribuicdo, para uma mesma concentracdo da solucdo do analito.

Nesses estudos preliminares foi averiguada a dependéncia linear entre o

volume total de solucéo de zinco e o sinal analitico obtido no sistema FI-EFS.

VII.1.1 - Procedimentos - Experimental

Todas as solucbes foram preparadas empregando reagentes de grau
analitico, usando agua destilada e desionizada. Uma solucéo de referéncia de
zinco 1,00 ug mL?! foi preparada pela diluicio de uma solucdo estoque de
concentragdo 1000 pg mL*?, sendo o pH desta solucdo fixado em 6,2 pela
adicdo de solucéo tampéo 0,5 mol L'* de hexamina. O pH das solucdes tampéo
0,5 mol Lt e 0,05 mol L* em hexamina foi ajustado para 6,2 com &cido
cloridrico. A solucéo de &cido cloridrico 0,5 mol L foi preparada pela diluicdo

apropriada da solugao concentrada.
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Empregou-se o sistema FI-EFS descrito anteriormente (Figura 4)
utilizando um percurso analitico de 60 cm de comprimento. Todas as injecfes
das solucdes de zinco foram realizadas em sincronia com a bomba peristaltica.

Utilizou-se como carregador solucdo tamp&o 0,05 mol L em hexamina

(pH = 6,2) e 4gua destilada e desionizada nos estudos realizados.

VII.1.2 - Resultados e Discusséao

Foram realizados estudos preliminares para constatar a relacdo entre a
absorbancia e o volume de amostra injetado. Inicialmente utilizou-se cela de
fluxo para o sistema FI-EFS com 78,5 mm? de area contendo fase soélida
(orificio circular de 10mm de diametro), vazédo de 1,6 ml min't (com rotacdo da
bomba peristaltica ajustada em 9 RPM) e empregou-se solugdo tampéo
0,05mol L de hexamina ajustada em pH 6,2.

A partir do pressuposto que apos n injecdes sem a realizacdo de eluicédo
de aliguotas da solucdo-amostra de volume V, o sinal obtido corresponde ao
sinal que seria obtido por uma Unica injecdo da solucdo-amostra com volume
n-V, realizou-se os experimentos efetuando uma série de injecfes sequenciais
das solugbes de zinco relacionando-se o sinal obtido apds cada inje¢cdo com
volume total de solugdo amostra injetada.

Uma vez que a, uma dada vazdo, o volume de solu¢cdo de zinco é
proporcional ao intervalo de tempo de abertura da vélvula responséavel pela
injecdo da solugdo-amostra relacionou-se 0s sinais analiticos obtidos apos
cada uma das injecdes realizadas sequencialmente, sem eluicdo, com o tempo

total de abertura da valvula da amostra.
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A Figura 33 mostra os perfis dos sinais transientes apos 6 injecées de
uma solucdo 1,00 ug mL* de zinco com tempo de cada abertura da valvula da

amostra fixado em 5 s (133 uL) com vazéo ajustada em 1,6 mL min-t.
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Figura 33. Perfis dos sinais transientes obtidos a partir de 6 injecGes
sequenciais de 5 s de abertura de valvula (133 L) de solugdo 1,00 g mL1 de
zinco relacionado com o tempo total de abertura da valvula da solugdo-amostra
(A) e o FIAgrama obtido nas mesmas condi¢des (B).

A curva ilustrada na Figura 33b mostra uma seqiéncia de patamares
tendo em conjunto um aspecto semelhante a uma “escada” onde cada patamar
representa um “degrau”. Essa curva mostra uma série de patamares com o
mesmo formato e alturas semelhantes, sendo que a relagéo entre o valor de
absorbancia maxima de cada patamar e o tempo total de abertura da valvula
da amostra esta ilustrado na Figura 34.

A queda inicial do sinal ilustrado nas curvas da Figura 33a
provavelmente esté relacionada com os gradientes de concentracdo do pulso
da solucao de zinco, sendo o analito retido na fase soélida, levando a ocorréncia

do efeito Schilieren, que ocorre devido as alteracdes no indice de refracdo
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causadas pela formacdo de gradiente de concentracdo [103]. Todavia, esse

efeito ndo afeta significativamente os resultados.
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Figura 34. Valores de absorbancia, obtidos apds injecdes sequenciais de
solucéo 1,00 g mL1 de zinco com intervalo de tempo de abertura das valvulas
de 5 s (133 L), versus tempo total de abertura de valvula da amostra (A)
plotando-se todos os pontos obtidos e (B) plotando-se os pontos relativos a
regido linear do grafico.

A curva na Figura 34A mostra que dentro de uma certa faixa ha uma
relagdo linear entre a absorbancia e o tempo total de abertura da valvula da
solugcdo amostra, sendo que a curva na Figura 34B ilustra a regido linear
obtendo uma equacéao do tipo A= (0,00378+0,0003).t+(0,01398+0,00473) com
coeficiente de correlacéo linear elevado (R=0,99871).

Apesar dos resultados obtidos utilizando solucdo tampédo 0,05 mol L*
em hexamina com pH 6,2 concordarem satisfatoriamente com 0s pressupostos
de relagéo linear entre a absorbancia e o tempo total de abertura da valvula
contendo solugéo de zinco, o uso desta solugdo como carreagador pode nao

ser a melhor alternativa. Isso se deve ao fato que, além da utilizacdo de
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grandes quantidades desse reagente (cerca de 500 mL por dia de analise),
esta solucdo apresentou a formacdo de pequenas particulas sélidas que
poderiam penetrar na cela de fluxo causando alteracdes nos resultados além
do aumento na impedancia hidrodinamica do sistema em fluxo. Uma alternativa
para o uso desta solu¢do tamp&o como carregador € a preparacao diaria desta
solucéo, sendo outra possibilidade a filtragem da solucdo estoque de tampé&o
antes da utilizacdo e conservacdo sob refrigeracdo. Entdo conclui-se que as
alternativas para uso desta solucdo tampdo como carregadora, aumentam o
tempo de analise e a possibilidade de erros experimentais e contaminacoes,
sendo isto o que deseja-se minimizar no sistema FI-EFS automatizado
desenvolvido no presente trabalho. Decidiu-se entdo pelo emprego de agua
destilada e desionizada como solucdo carregadora em todos 0s experimentos
subsequentes desta dissertacao.

Realizou-se experimentos de solucédo 1,00 ug mL* de zinco empregado
em cada injecdo e o numero total de injecdes sequienciais. A Figura 35 mostra
o perfil dos sinais transientes obtidos com a realizacdo de 20 injecOes
seguenciais de solugdo 1,00 pg mL?! de zinco com tempo de abertura da
vélvula da amostra a cada injecéo fixado em 10 s (267uL). Deve-se destacar
que as injecbes sequenciais nao foram realizadas com a eluicdo do zinco pela

passagem de solucéo acida.
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Figura 35. Perfis dos sinais transientes obtidos a partir de 20 injecfes
seqlienciais de solucédo 1,00 xg mLt de zinco, com 10 s de cada abertura da
valvula da amostra (267 wL) relacionados com o tempo total de abertura da
valvula da amostra utilizando-se &gua destilada e desionizada como
carregadora.

As curvas da Figura 35 apresenta uma série de graficos com perfis
diferentes daqueles obtidos de maneira semelhante empregando solucéo
carregadora de hexamina com pH ajustado em 6,2. Nos perfis dos patamares
obtidos por injecdo de solugdo de zinco, utilizando solucdo tampao como
carregador, o sinal inicialmente cresce e, depois de um certo intervalo de
tempo, os valores de absorbancia permanecem constantes com a variagédo do
tempo. Os perfis dos graficos mostrados na Figura 35 mostram que o sinal
inicialmente cresce, se estabilizando por um certo intervalo de tempo e depois

passam a decrescer com o tempo. Esse efeito é explicado pela variacdo de pH
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causada pela passagem da solucédo carregadora (H20) que se encontrava com
pH em torno de 5,0 enquanto o pH das soluc¢des de zinco foi tamponado em
6,2. Com essa variacdo de pH provocados pela passagem de carregador
ocorre uma variacao na coloracdo do complexo formado entre o zinco e 0 TAN-
Cis, ja que experimentos realizados em condi¢cdes semelhantes demonstraram
gue nao ocorreu variacao significativa da absor¢cdo do complexo Zn-TAN retido
em Cis medido por FI-EFS numa faixa de pH entre 5,8 até 6,7 [53].

Os resultados exibidos na Figura 35 mostram que apesar da passagem
do carregador pela cela, apds a injecédo de aliquota de solucéo 1,00 ug mL* de
zinco, acarretar na diminuicdo da absorcdo do complexo, o zinco ndo é
removido da fase soélida pelo carregador sendo isso evidenciado pelo fato que
apos outras injecdes, sem realizacdo de eluicdo em &cido de zinco imobilizado
anteriormente, o sinal maximo aumenta linearmente com o volume total
injetado pelo recondicionamento do pH reacional que ocorre com a passagem
de nova aliquota de solucéo de zinco com pH ajustado em 6,2.

A Figura 36 mostra a variacdo do valor méximo de absorbancia obtido
pela injecdo seqiencial de solucdo de zinco 1,00 ug mL?, com intervalo de
tempo de cada abertura de valvula da amostra de 10s (267uL) em funcdo do

tempo total da abertura da valvula da amostra.
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Figura 36. Valores maximos de absorbancia obtido, apos injecfes sequenciais
de solucdo 1,009 mL-1de zinco com intervalo de tempo de abertura da valvula
da amostra para cada injecéo de 10 s (267 L), versus o tempo total de abertura
da valvula da amostra (A) plotando-se todos os pontos obtidos e (B) plotando-
se 0s pontos referentes a regido linear do grafico.

As curvas da Figura 36 demonstram que mesmo empregando-se agua
destilada e desionizada com pH em torno de 5,0 como carregador existe uma
regido onde a absorbancia varia linearmente em funcdo do volume total de
solucdo de zinco injetada, sendo que ocorre a perda da linearidade para
intervalos de tempo de abertura da valvula superiores a 70 s (18671 ulL). A
Equacao da reta obtida na curva da Figura 36B é do tipo A=(0,00284+0,0006).t-
(0,0087+0,00251) com coeficiente de correlacéo linear dada por R=0,99903.

A curva da Figura 37 mostra um FIAgrama obtido com 0s mesmos
experimentos realizados para obtencao da Figura 38, sendo que a cada injecao
foi feito o registro dos sinais transientes até ser alcancado o intervalo de tempo
necessario para chegar ao sinal maximo do patamar e entao interrompe-se o
registro dos sinais e aguarda-se 60 s para que a proxima injecdo seja realizada

e 0 registro dos sinais transientes seja reiniciado. Com esse procedimento
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exclui-se 0s sinais transientes correspondentes aos trechos onde ocorre a

gueda do sinal.

025
00 -
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0
06

000

tempo, s

Figura 37. FIAgrama obtido pelo registro dos sinais transientes da regido de
patamar obtido apés injecdes seqiienciais de solugdo 1,00 ug mL? de zinco
com intervalo de tempo da abertura da valvula de 10 s (267 pL).

A curva da Figura 37 tem aspecto semelhante ao de uma “escada”
sendo os “degraus” os diferentes patamares obtidos e o sinal na regido do

patamar varia linearmente conforme séo realizadas as inje¢Ges sequenciais de

solugao de zinco.
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VII.1.3 - Conclusdes

Ha uma regido onde o sinal analitico obtido no sistema FI-EFS varia
linearmente em funcdo do tempo total de abertura da valvula da solucdo de
zinco.

O uso de agua destilada e desionizada como carregador modifica o perfil
dos sinais transientes, porém ainda sdo preservadas as propriedades
cumulativas do sistema FI-EFS e a linearidade do sinal analitico com o volume
total de solucéo do analito injetada, podendo ser empregada nas metodologias
analiticas para construcdo de curva de calibracdo por padrdo Unico a serem

apresentadas.

VIl.2 — Desenvolvimento de Sistema FI-EFS para
Construcdo de Curvas Analiticas Obtidas pelo
Emprego de Injecbes SeqUenciais do Padréo

Unico para Determinac&o de Zinco

Em espectrofotometria em fase sélida, quando mantém-se constante o
caminho 6tico, a massa de fase solida empregada e o volume de solugédo do
analito é suficientemente pequeno, a absorbancia da fase soélida é dada pela
equacgao 19:

A, =K,.C,V (19)

s — ' Ms aq
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onde Ass € a absorbancia do complexo com o analito retido na fase sélida, Krs &
uma constante de proporcionalidade relacionada com a absortividade do
complexo em fase solida, com a massa de fase sdélida e com a razdo de
distribuicdo do analito na fase solida, Co é a concentracdo do analito em
solucdo antes de ser posta em contato com a fase sélida e Vag € 0 volume
dessa solucéo do analito.

No sistema FI-EFS proposto o volume de solu¢do do analito injetada

depende da vazéo e do tempo de abertura da valvula adequada, tendo:
A =K Co ot (20)
e englobando a vazao na constante:

Afs = K;‘ISCO t (21)
Caso sejam realizadas injecdes consecutivas, sem realizar eluicfes

entre elas, de uma solucao padrdo do analito de uma concentracdo qualquer,

absorbéancia sera diretamente proporcional ao tempo total (ou cumulativo) de

abertura da valvula do analito:

A, =pt (22)

onde Ap é a absor¢cdo do padrdo e Bp € uma constante de proporcionalidade
para esse padrdo que pode ser obtida por regressdo linear de Ap X t.

Realizando o0 mesmo processo para uma solugcdo-amostra tem-se:
A, =01 (23)
onde Aa € a absorg¢édo da amostra e fa € uma constante de proporcionalidade

para essa amostra obtida por regressao linear assim como realizado para o

padrdo. Sabendo-se que S, =K..C, e By =KC,, onde Cp e Ca sdo as

p )
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concentracbes do padrdo e da solucdo amostra, respectivamente, pode-se

calcular a concentracdo da amostra empregando um Unico padréo através de:

c,-Pac

(24)
Bo "

VIl.2.1 — Procedimento - Experimental

Foram preparadas solugcbes de amostras sintéticas de zinco com
concentragdo entre 0,10 pg mL* e 1,00 pg mL?. Uma solucdo do padrdo Unico
de zinco com concentragdo 2,00 ug mL* foi preparada. O pH de todas
solucBes do analito foi ajustado para 6,2 com solucdo tampao hexamina 0,5
mol L. Foi utilizada éagua destilada e desionizada como carregador.
Empregou-se um sistema FI-EFS descrito no capitulo 1V (Figura 4), sendo um
software escrito em QuickBasic 4.5 foi desenvolvido para o controle do sistema
FI-EFS , aquisicdo dos dados do espectrofotbmetro e realizacdo dos calculos.

Inicialmente foi construida uma curva de absorbancia versus tempo total
de abertura da valvula do padréao e do branco, sendo os coeficientes angulares
dessas curvas utilizado para os calculos da concentracdo de zinco nas
amostras sintéticas. O segundo passo é a constru¢do de curva de absorbancia
versus tempo total de abertura da vélvula da amostra, sendo que o coeficiente
angular dessa reta empregado no célculo da concentracdo de zinco na mesma.
Na construgéo das curvas foram realizadas 6 inje¢Oes sequenciais com tempo
de abertura de cada igual a 2 s a uma vazdo de 1 mL min?t (33 uL). Foi

utilizada a cela de fluxo descrita no capitulo IV (Figura 7).
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VIl.2.2 - Resultados e Discussao

Objetivando testar a metodologia desenvolvida para construcao de
curvas analiticas pelo emprego de injecées sequenciais da solugdo do padréo
Unico para determinacdo de zinco, foram construidas curvas relacionando o
valor de absorbéancia obtido apds cada injecao versus o tempo total de abertura
da valvula do analito para a solugdo do padrdo Unico e para as solu¢cbes das
amostras sintéticas de zinco em diferentes concentragbes, como mostra a

Figura 38.

tempo, s

Figura 38. Curvas de absorvéancia versus tempo total de abertura da valvula do
analito, para a solucdo do padrao unico (2,00 g mL?1) e das amostras
sintéticas de zinco em diferentes concentracdes, sendo todos experimentos

realizados em triplicata.
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Antes de analisar os dados da Figura 38, deve-se salientar que o valor
de absorbancia da linha de base nesse sistema foi fixado em 0,500. Segundo
as curvas da Figura 38, todas retas obtidas apresentaram boa linearidade, com
coeficientes de correlacéo linear com valores superiores a 0,996. A curvas da
Figura 38 mostram que a inclinagcédo das retas aumenta conforme aumenta-se a
concentracdo de zinco, sendo isso evidenciado mais claramente na Figura 39,
onde plotou-se o valor da inclinacdo obtida na Figura 38 versus a concentracao

de zinco.
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Figura 39. Valores das inclinagbes das retas ilustradas na Figura 38 versus

concentracéo de zinco.

A boa linearidade da curva ilustrada na Figura 39 [g=

(0,01065 + 0,00022)Cz + (0,00245 + 0,00018), R=0.998] confirma o0s
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pressupostos que serviram de base para a construcdo dessa metodologia de
analise.

A partir das curvas da Figura 38, observou-se que conforme s&o
realizadas injecbes sequenciais da solucdo do branco o sinal de absorbancia
cresce linearmente. Objetivando corrigir os sinais devido ao branco os sinais do
branco foram subtraidos dos sinais para as curvas do padrdo uUnico e das

solucBes-amostras sintéticas, conforme ilustrado na Figura 40.

tempo, s

Figura 40. Curvas de absorbancia , corrigindo o branco, versus tempo total de
abertura da valvula do analito, para a solu¢do do padrdo unico (2,009 mL1) e
das amostras sintéticas de zinco em diferentes concentragdes, sendo todos

experimentos realizados em triplicata.

As curvas da Figura 41 mostra as curvas de calibracdo ordinérias para

cada um dos intervalos de tempo de abertura da valvula do analito, sendo que
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todas curvas apresentam linearidade satisfatoria, com coeficientes de

correlacéo linear superiores a 0,999.
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Figura 41. Curvas de absorbancia , corrigindo o branco, versus concentracao
de zinco para diferentes intervalos de tempo de abertura da véalvula do analito,

sendo todos experimentos realizados em triplicata.

Segundo as curvas da Figura 41, conforme aumenta-se o volume
injetado de solugdo do analito aumenta-se a sensibilidade das curvas de
calibracédo, sem que a linearidade das mesmas seja afetada.

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos empregando a metodologia de
construcdo de curvas de calibracdo empregando uma unica solugcdo de

referéncia (2,00 ug mL*) para a determinagdo de zinco em amostras sintéticas.
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TABELA 1. Resultados obtidos empregando a metodologia das injecdes
seqliéncias com uso de padrao unico (2,00 zg mL1) na determinacao de zinco

em amostras sintéticas (n=3).

Zn, pg mL?

Real Previsto

0,10 0,07 +0,01
0,20 0,22 +£0,01
0,30 0,28 £ 0,02
0,40 0,42 + 0,03
0,50 0,51 +£0,04
1,00 1,08 £ 0,05
2,00 2,00+ 0,04

A partir dos dados exibidos na Tabela 1 pdde-se constatar que as
concentracbes de zinco calculadas pela metodologia proposta empregando
solucdo de padrdo Unico de zinco (2,00 pg mL?') concordam com as
concentracdes reais, apresentando boa exatiddo e precisédo para um nivel de
95% de confiabilidade.

Empregando-se a metodologia descrita no sistema FI-EFS desenvolvido
é possivel realizar a determinacédo de até 12 amostras de zinco em uma hora.

A sensibilidade obtida no sistema FI-EFS desenvolvido, empregando
uma cela adaptada ao espectrofotometro utilizado, a partir da Figura 41, é
cerca de 26% maior que a alcancada por Teixeira e cols [53], em sistema FlI-

EFS idéntico ao aqui apresentado,
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A curva da Figura 42 mostra a relacao linear entre a absortividade molar
aparente e o volume de solucdes de zinco empregada, sendo analisadas pelo
sistema FI-EFS desenvolvido. A partir da curva da Figura 42 obteve-se uma

equacdao do tipo € = (417+4)V — (5,4+0,6)'10° com R=0,99976.
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Figura 42. Absortividade molar aparente do complexo Zn-TAN - Cig versus

volume de solucéo de zinco injetado.

O consumo maximo das solugbes-amosta de zinco, nas analise
realizadas em triplicata, foi inferior a 3 ug de zinco (1,4 mL) por andlise.

Os limites de deteccéo e quantificacdo foram estimados como sendo
15 ug Lt e 50 pg L respectivamente [104].

O sistema proposto possibilitou a determinacdo de até 12 amostras por
hora, sendo possivel a realizacdo de até 120 injecdes sem a necessidade de

uma nova imobilizacdo de TAN em Cis [53].
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VII.2.3 - Conclusdes

O meétodo proposto mostrou-se simples e eficiente na determinagdo de
zinco em amostras sintéticas, empregando uma Unica solug¢édo de referéncia,
apresentando boa precisédo e exatiddao. Os resultados indicaram que essa
metodologia pode ser aplicada na determinacdo de zinco em diferentes
amostras reais, desde que seja realizado o pré-tratamento adequado.

O sistema FI-EFS associado a metodologia de construgao de curvas de
calibracdo empregando uma Uunica solucdo de referéncia apresentou boa
sensibilidade, devido aos elevados fatores de enriquecimento obtidos
empregando volumes elevados de solu¢des contendo o analito.

A metodologia de calculo desenvolvida pode ser aplicada a qualquer
sistema FI-EFS, envolvendo o uso de outros reagentes cromogénicos, suportes
solidos e analito.

O sistema apresentou grau de automacao relativamente elevado, sendo
gque a manipulacdo das valvulas solendides, a aquisicdo dos dados e os
calculos foram realizados por microcomputador equipado com interface

eletrnica, a partir de um software escrito em QuickBasic.
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VII.3 — Desenvolvimento de Metodologia Analitica
para Construcdo de Curvas Analiticas pelo
Emprego de uma Unica Injecdo de Solucdo de
Padrdo Unico para Determinacdo de Zinco em

Sistema FI-EFS

Na metodologia desenvolvida para construgdo de curvas de calibracao
empregando uma unica solucdo de referéncia, descrita no capitulo VII.2 , foi
empregado apenas o maximo dos sinais transientes obtidos apds injecdes
sequéncias de solucdes de zinco, ndo sendo aproveitado o perfil dos sinais
transientes para desenvolvimento da metodologia.

O trabalho apresentado nessa etapa visa o0 desenvolvimento de
metodologia para construcao de curvas analiticas, pelo emprego de uma Unica
injecdo de solucdo do padréo unico de zinco, explorando os perfis dos sinais
transientes obtidos no sistema FI-EFS desenvolvido.

O sinal transiente de absorbancia apos determinado intervalo de tempo t
ao ser injetado uma aliquota da solucéo do padréo unico é dado por:

Apt) = Ky Cp (25)
Onde Ky ¢é uma constante de proporcionalidade relacionada com a
absortividade apos t segundos, Appy € a absorbéncia do padrdo apos t
segundos. A absorbancia da amostra apdés o mesmo intervalo de tempo t e
com volume injetado igual ao do padréo € dada por:

Aat) = Kp Ca (26)

A relacéo entre a Aaw e Apr) € dada por
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C
Aa(t) :C_aA

p

p() (27)

Plotando-se Aaw versus Ap() , a inclinagdo da reta obtida é dada por:
Ca
O=— (28)
sendo possivel a obtengdo de @ por regressao linear.

A concentracdo da amostra é calculada por:

C, =0C, (29)

VI1.3.1 — Procedimento - Experimental

A solugGes Unico de zinco com concentracédo igual a 2,00 pg mL*? foi
preparada pela diluicdo apropriada da solucdo estoque 1000,00 pg mL? ,
sendo seu pH ajustado para 6,2 com solucdo tampédo hexamina 0,5 mol L . As
solucbes das amostras sintéticas de zinco foram preparadas de maneira
analoga a do padrdo unico, sendo a faixa de concentracdo das amostras
sintéticas de 0,10 pg mL?* — 1,00 ug mL?*. Todos experimentos foram
realizados em triplicata.

Foram realizadas injecdes de 83 uL das solucdes do padrdo unico e das
amostras sintéticas, sendo registrado o perfil dos sinais a cada inje¢do. Apos
cada injecéo foi realizada a eluigdo pela injecdo de 40 uL de acido cloridrico
0,1 mol L*

Foi utilizada a cela de fluxo descrita no capitulo IV (Figura 7).0O valor da
linha de base foi fixado em 0,500 em absorbancia e todas as injecbes foram

sincronizadas com a bomba peristaltica. A vazao foi fixada em 1 mL min-,
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VI1.3.2 - Resultados e Discussao

As curvas da Figura 43 ilustram os perfis dos sinais transientes obtidos
apos a injecdo de 83 uL das solugcbes das amostras sintéticas com
concentracdes na faixa de 0,10 pg mL* — 1,00 ug mL* e do padrdo Unico com

concentragdo de 2,00 upg mL* em zinco.
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082 - 020g M.t
r ——030pug mt
o0& | 040 g m_?
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Figura 43. Perfis dos sinais transientes obtidos pela injecdo de 83 L das

solucbes das amostras sintéticas e do padréo unico de zinco.

Observando-se as curvas da Figura 43, constata-se que os valores
méaximos de absorbancia aumentam conforme aumenta-se as concentracdes

de zinco, sendo isso evidenciado mais claramente na curva da Figura 44.
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Figura 44. Absorbancia versus concentragao de zinco.

A Figura 44 nada mais é que uma curva analitica usual, obtida pela
injecdo de 83 uL de solucdes de zinco em diferentes concentracdes, sendo as
leituras realizadas pelo sistema FI-EFS desenvolvido. A equacao obtida a partir
da curva da Figura 44 ¢ do tipo A = (0,067 +0,001)Cz, + (0,5050 #+0,0009) com
coeficiente de correlacéo linear igual a 0,9991.

Para que seja empregada a metodologia do padrao unico e injecao Unica
€ necessario que o valor de absorbancia seja igual a zero quando a
concentragéo de zinco for igual a zero. Como o valor da linha de base foi fixado
em 0,500 em absorbancia, foi necessario subtrair esse valor das curvas

apresentadas nas curvas da Figura 43 para que sejam efetuados os calculos.
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As curvas da Figura 45 mostram os valores de absorbancia das
amostras sintéticas versus os valores de absorbancia do padrédo unico, para
intervalos de tempo de leitura equivalentes, obtidos a partir dos perfis dos
sinais transientes exibidos na Figura 43 ap0s removido o sinal relativo a linha
de base. Obteve-se boa linearidade nas curvas ilustradas na Figura 45, quando
empregados o0s sinais transientes obtidos 17 s apds cada injecdo, tempo
necessario para as solucbes chegarem a cela de fluxo. As estimativas dos
coeficientes angulares das retas exibidas na Figura 45 tendem a apresentar
altos niveis de exatiddo e precisdo, uma vez que 430 pontos foram utilizados
no calculos por regressao linear, sendo que o passo entre leituras de 0,1s

possibilitou a aquisi¢cao de tal quantidade de pontos.

0,07 + 010ugm?
] . 0,20 ug mLt

O,% . 0,30 ug mL-l
v 040 ugmL?

0,50 ng mL?

0,05+ 1,00 pg mLt
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Figura 45. Absorbancia das amostras sintéticas versus absorbancia do padrao

anico de zinco, em intervalos de tempo de leitura equivalentes.
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Todas retas exibidas na Figura 45, obtidas por regressédo linear,
mostraram linearidade satisfatéria, apresentando coeficientes de correlacao
linear com valores superiores a 0,990.

A curva da Figura 46 ilustra a dependéncia das inclinacfes das retas da
Figura 45, obtidas por regresséao linear, com a variacdo da concentracdo de

Zinco nas amostras sintéticas.
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Figura 46. Inclinagdo das retas, obtidas empregando metodologia do padrao

anico e injecdo Unica, versus concentracdo de zinco em amostras sintéticas.

A curva ilustrada na Figura 46 apresentou boa linearidade, sendo a
equacao da reta dada por ® = (0,478 + 0,002)Ca + (0,025 + 0,002) com
coeficiente de correlacéo linear igual a 0,99995.

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos no calculo das concentracdes

de zinco em amostras sintéticas empregando a metodologia apresentada.
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TABELA 2. Resultados obtidos empregando a metodologia do padrdo Unico
(2,00 g mL1) e injecdo Unica no calculo da concentracbes de zinco em

amostras sintéticas (n=3).

Zn, pg mL?

Real Previsto

0,10 0,13 £ 0,02
0,20 0,24 £ 0,02
0,30 0,35+0,05
0,40 0,44 £ 0,04
0,50 0,53 +0,05
1,00 1,00 £ 0,03
2,00 1,97 £ 0,04

Segundo a Tabela 2, péde-se constatar que os valores de concentracéo
calculados, empregando a metodologia desenvolvida, concordam com as
concentragbes reais de zinco nas amostras sintéticas com 95% de
confiabilidade.

A sensibilidade das medidas realizadas injetando-se 83 uL das solucdes
contendo zinco foi elevada, sendo a absortividade molar aparente estimada em
(4,35 £ 0,07)x10% L molt cm™.

O consumo maximo das solugcbes das solucdes de amostras sintéticas

de zinco foi inferior a 1 ug de zinco (1,0 mL) por analise.
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Os limites de deteccéo e quantificacdo foram estimados em 18 ug L e
62 ug L1, respectivamente.

O sistema proposto possibilitou a determinacédo de até 30 amostras por
hora, sendo possivel a realizacdo de até 50 injecdes sem a necessidade de

repor o reagente cromogénico na fase solida.

VIl.3.3 - Conclusdes

O método proposto mostrou-se eficiente na determinacdo de zinco em
amostras sintéticas, empregando uma Unica injecdo da solucdo do padréo
anico, apresentando boa precisao e exatidao.

O sistema mostrou-se simples e sensivel, tendo potencial para realizar a
determinacdo de zinco em amostras reais, ap0s a realizacdo dos tratamentos
prévios necessarios.

O grau de automacdao relativamente elevado do sistema possibilitou a
realizacdo das determinacées com o minimo de manipulacdo humana, uma vez
que a aquisicdo de dados, a manipulacdo do sistema FI-EFS, foram
controlados por microcomputador equipado com interface eletrbnica a partir de
programa desenvolvido em QuickBasic 4.5.

A metodologia de calculo descrita pode ser aplicada a qualquer sistema
FI-EFS, empregando outros reagentes, suportes sélidos e analitos, havendo

também a possibilidade de ser aplicado em sistemas FIA usuais.
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VIll. APLICACAO DO METODO DOS MINIMOS
QUADRADOS PARCIAIS NAS DETERMINACOES
POR ESPECTROFOTOMETRIA EM FASE SOLIDA
ASSOCIADA A SISTEMA DE ANALISE POR

INJECAO EM FLUXO

A determinagdo de mais de analito por amostra utilizando a analise por
injecdo em fluxo foi avaliada desde os seus primeiros trabalhos [105], sendo
que este tornou-se tema de reviséo bibliografica [106].

Em espectrofotometria em fase soélida a determinacdo muticomponente
também é objeto de estudo, sendo que varios trabalhos foram realizado nessa
vertente. Entre esses trabalhos, uma grande parte destes empregam reacodes
quimicas ou estratégias instrumentais para determinacdo multicomponentes
por EFS [107-110].

Com o advento do desenvolvimento e divulgacdo de métodos
guimiométricos, houve um crescimento significativo no niamero de trabalhos
envolvendo andlise multicomponentes em todos ramos da quimica analitica. A
guimiometria € o ramo da quimica que utiliza e desenvolve técnicas
matematicas, estatisticas e outros métodos empregando a logica formal para
planejar ou selecionar as condi¢des 6timas para realizacdo de experimentos e
permitir a obtencdo do maximo de informacgfes a partir de dados quimicos

[111,112].
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O uso intensivo de técnicas quimiométricas na analise multicomponentes
deve-se principalmente ao fato que com estas nao € necessario um tratamento
quimico intensivo para separacdo das espécies quimicas a serem quantificas
ou o0 uso de métodos de analise seletivos, sendo necessario apenas o0 uso de
técnicas instrumentais adequadas para a aquisicdo dos dados necessarios
para o tratamento quimiométrico.

Dentre as aplicacdes de técnicas quimiométricas a EFS destacam-se o0s
meétodos derivativos [113-115] e a calibracdo multivariada [116,117]. Outras
técnicas quimiométricas empregadas em EFS, que ndo se relacionam
diretamente com a analise multielementar, também foram empregadas com
sucesso no planejamento e otimizacdo de experimentos [118,119] e em testes
de robustez, para validacdo de métodos analiticos e deteccdo de amostras
anoémalas (outliers) [120].

A calibracdo multivariada também foi aplicada em conjunto com o
sistemas FIA na andlise multicomponentes [101,121,122], principalmente nas
analises em misturas complexas e emprego do método generalizado da adi¢cao
padrao.

Na maior parte dos trabalhos empregando espectrofotometria em fase
sélida, em sistemas em batelada ou em fluxo, e dos sistemas FIA usuais que
empregaram técnicas de calibragdo multivariadas foram utilizados
espectrofotdometros que possibilitaram a aquisicdo de espectros em intervalos
de tempo reduzidos, sendo necessarios para 0 processo de calibracdo e
previsao das concentracdes dos analitos.

Nos sistemas FIA, o uso de espectrofotbmetros que permitam uma

varredura rapida dos comprimentos de onda para registrar os espectros dos
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sinais transientes, é mais indispensavel para 0 uso de espectros para
construcdo de modelos multivariados. A maior parte desses métodos utiliza o
espectro na regido do maximo dos picos FIA ou se emprega todos espectros,
coletados a cada intervalo de tempo, e utiliza-se de técnicas de calibracéo
three-way [123].

Em sistemas FIA, os sinais transientes que sao registrados fornecem um
namero enorme de dados. Normalmente, apenas o sinal relativo ao maximo
dos picos FIA é utilizado no processo de construcdo de curvas analiticas pelo
método univariado, sendo descartado o restante dos dados.

Esses dados contém informacfes relativas a cinéticas das possiveis
reacoes, viscosidade das solucdes, variacdes do indice de refracéo, coeficiente
de difusdo, entre outras [55]. As informacgfes contidas nos picos FIA podem
possibilitar a caracterizacdo dos analitos por métodos multivariados de forma
tdo satisfatoria quanto utilizando dados espectrais. Todavia, o uso dos perfis
dos picos FIA, obtidos em um dnico comprimento de onda, ainda € pouco
difundido, sendo poucas as tentativas realizadas nessa vertente [124-126].

Nos procedimentos de andlise por FI-EFS empregando técnicas de
calibragdo multivariada, ainda ndo foram realizados trabalhos suficientemente
divulgados na qual emprega-se 0s sinais transientes, obtidos em um
comprimento de onda fixo, para construcdo de modelos multivariados.

Esse capitulo sdo apresentados dois trabalhos: (1) aplicacdo do método
dos minimos quadrados parciais na determinacdo de zinco por
espectrofotometria em fase solida acoplada a sistemas de analise por injecéo
em fluxo e (2) aplicacdo do método dos minimos quadrados parciais (PLS) na

determinacao simultanea de zinco e niquel em misturas por espectrofotometria
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em fase sélida acoplada a sistemas de analise por injecdo em fluxo. Porém,
antes da apresentacdo dos métodos desenvolvidos aplicando o PLS aos dados
gerados por FI-EFS, serdo brevemente introduzidos os conceitos basicos da

modelagem de dados pelo método dos minimos quadrados parciais.
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VIIl.1 — O Método dos Minimos Quadrados Parciais

(PLS)

Os dados quimicos multivariados podem ser arranjados na forma de
uma tabela de dados, onde os objetos sdo dispostos em linhas e as variaveis
em colunas. Os objetos, freqiientemente sdo os padrbes ou as amostras, e as
variaveis, os diferentes comprimentos de onda, intervalos de tempo de leitura e
elementos presentes na amostra.

A tabela de dados pode ser representada na forma de uma matriz, como
ilustrado na Figura 47, da matriz x«i ., indicando o valor do k-ésimo objeto e da

i-ésima variavel.

variaveis >

1 [ p

8 1 X11 Xy le
d—
2,
O
(@]

K| X Xy Xio

n an Xni an

Figura 47. Uma matriz de dados quimicos com n linhas e p colunas, da matriz

Xk ., indicando o valor do k-ésimo objeto e da i-ésima variavel.

A notacdo normalmente empregada em algebra linear e utilizada pelos
principais autores de textos sobre quimiometria [127] sera aqui utilizada. Letras
maiusculas em negrito representardo matrizes, e letras minusculas também em

negrito vetores (linhas ou colunas das matrizes). As letras mindsculas em
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italico representardo escalares, que podem ser elementos das matrizes (a;), de
vetores (a) ou constantes (a). A transposta de uma matriz ou vetor sera
representada por um sobrescrito “T” , como por exemplos x'. A operacédo de
transposicao € dada pela troca das linhas pelas colunas.

E possivel estabelecer uma relacdo entre duas matrizes de dados A e C,
qguando houver uma dependéncia entre as propriedades que descrevem cada
uma delas. A forma de se estabelecer essa relacdo € a base da Calibracédo
Multivariada [127].

A calibracdo multivariada consiste basicamente em duas fases: a
calibracéo e a previsao.

A fase de calibracdo, tomando como exemplo as determinacdes por Fl-
EFS a serem apresentadas neste trabalho, n solu¢des de referéncia e os sinais
analiticos sdo medidos em p intervalos de tempo diferentes. E obtida uma
matriz A, com p colunas e n linhas, dos perfis dos sinais transientes
correspondentes as solucdes de referéncia, e uma matriz C das concentracdes
com m colunas e n linhas, das concentracdes das m diferentes espécies
analisadas. Essas matrizes constituem o Conjunto de Calibragé&o.

O préximo passo € desenvolver um modelo matematico apropriado que
melhor possa reproduzir C a partir dos dados da matriz A obtida para amostras
de concentracdes desconhecida. Esse modelo € usado na Fase de Previsdo
para estimar as concentragcdes dos analitos em amostras, a partir dos seus
sinais transientes obtidos por FI-EFS. Os dados utilizados nessa fase
constituem o Conjunto de Previsao.

Muitas vezes, antes que o0 modelo seja desenvolvido, € conveniente

tratar os dados de modo a tornar os calculos computacionais melhor
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condicionados. Normalmente, o primeiro passo envolve a normalizagdo [128],
gue consiste em fazer com que cada variavel tenha a mesma influéncia no
estagio inicial dos calculos. Esta operacéo é realizada pela subtracéo de todos
os termos de uma certa variavel pela sua média, dividindo esse resultado pelo
desvio padrdo dessa variavel, de forma que todos os termos de uma certa
variavel tenham média igual a zero (centralizados na média) e variancia unitaria
(escalados). A centralizacdo na média remove 0s termos constantes presentes
nos dados, fazendo com que estes sO possuam termos que variam conforme
variam-se os objetos, removendo dados espurios. O escalonamento serve para
gue todas as variaveis estejam na mesma unidade, unidade de desvio padréo.
Quando as variaveis estdo na mesma escala o processo de escalagem pode
degradar os resultados pela amplificacdo do ruido, a que se pode dar a mesma
importancia que o sinal Gtil. Durante toda discussdo a seguir, assume-se que
as variaveis estdo centralizadas na média.

Os métodos de calibracdo multivariada tem sido utilizado cada vez mais
em quimica analitica [129], principalmente quando componentes de uma
mistura precisam ser determinados, mas a informacao analitica disponivel ndo
apresenta seletividade. Dentre esses métodos, hA um enorme destaque ao
Método dos Minimos Quadrados Parciais (PLS, do inglés Partial Least
Squares) [127, 130-132], que vem ganhando importancia devido principalmente
a simplicidade do algoritmo e excelente poder de previséo.

O PLS esta relacionado com outros meétodos de calibracdo multivariada
como o método dos minimos quadrados classico (CLS, do inglés Classical

Least Squares) [133], com o método dos minimos quadrados inverso (ILS, do
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inglés Inverse Least Squares) [133,134] e com a regressao dos componentes
principais (PCR, do inglés Principal Components Regression) [130,132].

O CLS assume que a matriz das respostas instrumentais (absorbancia
em diferentes comprimentos de onda, absorbancia em diferentes intervalos de
tempo, etc) varia em funcdo da variacdo da matriz das concentracdes dos
constituintes das amostras. Numa notacdo matricial isso pode ser escrito como:

A=C-B+E, (30)
onde B é uma matriz m x p das constantes de proporcionalidade e Ea € uma
matriz n X p dos erros na previsdo de A. A resolucdo desse problema de
calibracédo envolve o calculo de B pela equacéo:
B=(C'CO)'C'A (31)
E as concentracfes, dos elementos nas amostras, previstas € dada por:
C=BB)BA (32)

Este método tem como vantagem o uso de um numero elevado de
diferentes respostas instrumentais por amostra na etapa de calibracédo. O fato
de utilizar um grande numero de varidaveis nos calculos gera um “efeito de
meédia” que torna o modelo menos suscetivel aos ruidos instrumentais. De fato,
para que esse efeito seja eficiente, o0 nimero de variaveis em A deve ser muito
maior que o numero de solucbes de referéncia empregadas na etapa de
calibragéo.

Por outro lado, a maior desvantagem é o fato que a concentracdo de
todos constituintes das amostras do conjunto de calibragdo devem ser
conhecidas e incluidas na etapa de calibracdo, de outra forma os outros
constituintes irdo interferir nas respostas instrumentais, gerando resultados

incorretos.
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Um grande problema com o uso do CLS € que é muito incomum, e as
vezes inteiramente impossivel, conhecer a composicdo completa das amostras.
Uma solucédo para esse problema € realizada tirando vantagem da algebra e
rearranjar a equacao 30.

C=AP+E, (33)

Onde P é uma matriz p x m dos coeficientes da calibragcdo dos m
analitos e Ec € uma matriz n x m dos erros na estimativa de C. A solucao da
equacéao 33 é dada por:

P=(ATA'A'C (34)

A etapa de previsdo € semelhante a equacdo 33, onde A é substituida
pela matriz das resposta instrumentais das amostras de concentragdes
desconhecidas.

Essa modificacdo matematica do CLS tem sérias implicagcbes nos
experimentos. Este método é conhecido como método dos minimos quadrados
inverso (ILS). A relagéo ilustrada na equacdo 33 implica que a matriz das
concentragbes (C) varia em fungdo das variagbes na matriz das repostas
instrumentais (A). Dessa forma, para o célculo das concentracfes das espécies
de interesse nas amostras é necessario a construcdo de um modelo que
emprega a matriz das respostas instrumentais e uma matriz das concentragdes
contendo a concentracdo das espécies de interesse apenas, sendo
desnecessario a inclusdo das concentracdes dos demais componentes da
amostras.

Dessa forma, o ILS pode ser utilizado na analise de algumas espécies

guimicas presentes em misturas complexas.
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Uma das desvantagens do ILS € que, devido a dimensionalidade das
equacOes matriciais, 0 numero de respostas instrumentais ndo pode exceder o
namero de solucdes de referéncia utilizadas na etapa de calibracdo ou havera
mais coeficiente de calibracdo desconhecidos que objetos no conjunto de
calibracdo. Dessa maneira 0 ILS esta sujeito a empregar um namero de
variaveis em A restrito ao numero de solucbes de referéncia, o que faz com
que o “efeito de média” seja desprezivel.

Seria possivel aumentar o nimero de variaveis em A aumentando o
namero de solucbes de referéncia do conjunto de calibragdo. Todavia, quanto
mais respostas instrumentais sdo adicionadas, pode ocorrer que entre as
variaveis haja uma relacdo aproximadamente linear. Esse efeito, conhecido
como colinearidade, faz com que a solugdo da equacdo (5) seja
numericamente instavel (singularidade).

Outro problema do ILS é conhecido como overfitting, ocorre quando o
namero de resposta instrumentais é excessivo e o modelo comeca a incluir
ruido instrumental e outras variagcdes extremamente peculiares ao conjunto de
calibracdo, sendo que quando esse modelo é utilizado na previsdo da
concentracbes dos analitos em amostras 0s erros nas estimativas séo
relativamente elevados.

No ILS, as vantagens do CLS ao incluir um namero elevado de variaveis
nas respostas instrumentais sdo definitivamente perdidas. Entdo deve-se
empregar um sistema adequado de selecdo das variaveis na matriz A para
evitar esse problema. Esta tarefa, para um grande numero de possibilidade,

pode ser impraticavel devido ao numero absurdamente grande de possiveis
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combinacgdes a serem testadas no modelo, para encontrar-se o subconjunto de
variaveis 6timo.

Um método melhor seria aquele que permitisse o uso de um elevado
namero de diferentes respostas instrumentais, usando o efeito de média do
CLS, e, ao mesmo tempo, propiciasse a construcdo de modelo conhecendo-se
apenas as concentracdes da espécies de interesse nas solucdes de referéncia
do conjunto de calibracdo, vantagem do ILS.

Felizmente, as variacbes nas concentracdes sdo explicadas por um
conjunto reduzido de fatores abstratos, e ndo relacionadas diretamente com as
respostas instrumentais. Esse conjunto de fatores abstratos pode ser
encontrado projetando a matriz A hum espa¢o, com um numero de dimensdes
inferior ao numero de variaveis em A, que maximize a variancia de A. Um
método largamente empregado para esse propésito € a andlise de
componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) [135].
Esse método usa toda informacédo contida em A e reconstroi uma nova matriz
(scores), com um numero menor de varidveis que a matriz original, isenta de
problemas de colinearidade, podendo ser usada para calibracédo por ILS. Essa
técnica projetiva preserva as vantagens do CLS, uma vez que usa todas
possiveis respostas instrumentais contidas em A para o céalculo da nova matriz,
e do ILS pois 0 numero de variaveis da nova matriz € menor que o numero
objetos do conjunto de calibragdo. A Figura 48 ilustra a projecdo dos dados
referentes a absorbancia em dois comprimentos de onda diferentes nos

componentes principais.
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Figura 48. llustracdo da projecdo dos dados nos componentes principais.

Pela Figura 48 observa-se que o primeiro componente (PC1) consegue
explicar a maior parte da variagdo dos dados, enquanto que o segundo
componente principal (PC2) € ortogonal ao primeiro e explica a variagdo dos
dados nédo explicada pelo primeiro componente. Nesse exemplo, basta um
componente principal para explicar todo conjunto de dados.

As duas técnicas de calibracdo multivariada que empregam principios do
PCA sdo a regressdo dos componentes principais (PCR) e o método dos
minimos quadrados parciais (PLS).

O PCR comeca os calculos decompondo a matriz A numa soma do

produto de dois vetores que constituem 0s componentes principais:
A=tp; +t,p) +..+t,pl +E, (35)
gue pode ser escrita numa forma matricial como:
A=TP" +E, (36)
onde T é uma matriz n x a contendo os vetores dos scores, P € uma matriz p x

a contendo os vetores dos loadings e a € o numero de componentes principais,

ou variaveis latentes, que explicam A. O numero de componentes principais
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deve ser menor ou igual ao numero de objetos utilizados na etapa de
calibracao.

O segundo passo do PCR é realizar a regressao empregando T por ILS:

C=TB+E, (37)
onde a solucéo dessa equacéo € dada por:
B=(TN)*'T'A (38)
onde B é uma matriz a X m dos coeficientes da regressdo por PCR. A
resolucdo da equacédo 38 é possivel pois a matriz de scores é ortogonal, ndo
apresentando problemas de colinearidade.

A principal desvantagem do PCR € que o célculo dos scores é realizado
por PCA nenhum conhecimento sobre a capacidade desses scores em explicar
as concentracdes das espécies de interesse.

O PLS é uma técnica de calibracdo multivariada no qual as matrizes C e
A sao decompostas por PCA, de tal forma que os scores e loadings sao
calculados buscando explicar ao maximo as concentracdes dos analitos,
mantendo a ortogonalidade dos scores e loadings. A decomposicado de A e C

consiste em:
A=TP'+E, (39)
C=UQ" +E. (40)
e a relacdo entre os scores (inner relation), que € calculada objetivando
explicar ao maximo C, é dada por
U=TB (41)
onde B sao os coeficientes da regressao entre as matrizes dos scores de A e

C.
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Maiores detalhes sobre os passos do algoritmo para calibracdo e
previsao por PLS séo dados na literatura [130-132]. As Tabelas 3 e 4 mostram

os algoritmos PLS para calibracao e previsdo, respectivamente.
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TABELA 3. Algoritmo PLS para calibragao

Passo 1. Centralize na média AeC

Passo 2. Faca u igual a qualquer coluna de C pré-processada

Passo 3. w=ATu/u'u

Step 4. w=w/||w||

Passo 5. Se o bloco C tiver apenas uma coluna faga q=1 e v4 para o passo 11,
senéo continue

Passo 6. t=Aw

Passo7. q=CTt/t"t

Passo 8. q=q/]|q]|

Passo9. u=Cq

Passo 10. Cheque a convergéncia de t comparando-o com t na iteracao
precedente, se convegir continue sendo va para o passo 3

Passo 11. p = ATt/t't

Passo 12. t =t ||p]|

Passo 13. w = w ||p]|

Passo 14. p=p /||p||

Passo 15.b=u"t/t't

Passo 16. Calcule os residuos
Ean=Ean1—thp; ;Ea0=A
Ech = Ech-1— bn th q; :Eco=C
Passo 17. Retorne ao passo 2 e troque A e C por Ean e Ech para o proximo h

componente principal. I1sso é repetido até alcacar-se o numero de

componentes principais desejado.
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TABELA 4. Algoritmo PLS para previséao

Passo 1. Centralize A com as médias obtidas na calibragédo

Passo 2. th = Ean-1 Wh; EAo = A

Passo 3. Ean = Ean1—th p|

Passo 4. Se h = numero de variaveis latentes desejadas, continue, sendo va para

0 passo 2

a

Passo 5. C = ththqz onde a é o niumero de componentes principais desejado
h=1

Passo 6. Some a cada coluna de C prevista a média da respectiva coluna da

matriz C da calibracdo
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VII.2 - Aplicagdo do Meétodo dos Minimos
Quadrados Parciais na Determinacéo de Zinco por
Espectrofotometria em Fase Soélida Acoplada a

Sistemas de Analise por Injecdo em Fluxo

Em sistemas FIA associado com a deteccdo por espectrofotometria em
fase sodlida ainda ndo foram realizados trabalhos aplicando técnicas de
calibragdo multivariada empregando o perfil dos sinais transientes para
determinacdo de espécies quimicas com as leituras realizadas em um Unico
comprimento de onda.

O perfil dos sinais transientes nos sistemas FI-EFS contem informacdes
sobre a velocidade de reacao, coeficiente de difusao, distribuicdo do analito na
fase solida, concentracdo do analito, absortividade entre outros. Os perfis dos
sinais transientes em sistemas FI-EFS podem ser utilizados para construcéo de
modelos multivariados de calibracdo assim como 0 maximo desses sinais €
comumente empregado na construcdo de curvas analiticas em modelos
univariados.

Dentre os métodos de calibracdo multivariada destaca-se o método dos
minimos quadrados parciais (PLS). O PLS é um método quimiométrico que
pode ser aplicado tanto na determinacdo multicomponente quanto na
determinacdo de apenas um componente, tendo uma série de vantagens em
relagéo as técnicas univariadas de calibracao.

Com a aplicacdo do PLS a determinacdo de uma ou mais espécies

quimicas é possivel de ser realizada, com obtencdo de resultados aceitaveis,
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mesmo que nos sinais instrumentais haja a presenca de até 99% de ruido
aleatério [136]. O PLS também permite a deteccdo de amostras andmalas
(outliers), indicando a possibilidade do modelo falhar na previsdo dessas
amostras [137,138], sendo que mesmo nesses casos 0S erros nos resultados
sdo muito mais aceitaveis que aqueles gerados a partir da calibracéo
univariada.

No presente trabalho foi desenvolvido um algoritimo para construcao de
modelos PLS para calibracdo e previsdo [130,132], escrito em Quick Basic 4.5,
gque emprega o0s sinais transientes obtidos no sistema FI-EFS desenvolvido

para determinacdo de zinco empregando um Unico comprimento de onda.

VIIL.2.1 - Experimental - Procedimento

Solugdes de referéncia de zinco com concentragbes na faixa de
0,10 pg mL*-2,0 ug mL*? foram preparadas a partir da diluicdo de solucéo
estoque de zinco com concentragdo 1000,00 ug mL? e o pH destas foi ajustado
para 6,2 com solucdo tampéo 0,5 mol L* de hexamina.

Através de um sistema FI-EFS desenvolvido foram realizadas injecdes
de 40 uL das solucdes contendo zinco. A vazéo foi mantida em 1 mL min*
sendo que todas as injegcOes foram realizadas sincronizada com a bomba
peristaltica.

A leitura dos sinais transientes foi realizada por um intervalo de tempo
de 60 s, sendo os sinais adquiridos de 0,1 sem 0,1 s.

A eluicdo de zinco imobilizado foi realizada pela injecdo de 40 uL de

solucéo 0,1 mol L de HCI.
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Todas as analises foram feitas em quadriplicata, sendo que as medidas

realizadas em ordem aleat6ria, num total de 32 medidas.

VIIl.2.2 - Resultados e discussao

As solucdes de referéncia de zinco foram analisadas pelo sistema FlI-
EFS e os perfis dos sinais transientes foram adquiridos logo ap6s cada injecao
da solucdo do analito. A Figura 49 mostra os perfis dos sinais transientes
obtidos pela injecdo de 40 uL de solucdo de zinco com concentracdo de
0,00 uyg mLt; 0,10 uyg mL?; 0,20 pg mL%; 0,30 pg mLY; 0,40 pg mL;
0,50 pg mLt; 1,00 pg mL?t e 2,00 ng mL, realizadas em quadriplicata com
leitura realizada em 585 nm.

O algoritmo PLS foi aplicado para a constru¢cao de modelo para previsao
de zinco com leitura realizada em um Unico comprimento de onda empregando

os perfis dos sinais transientes mostrados na Figura 49.
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Figura 49. Perfis dos sinais transientes obtidos pela injecdo de 40 xL da
solucdo de zinco com concentragdes de 0,00 xg mL1; 0,10 pg mL7;
0,20 xg mL%; 0,30 ug mL1; 0,40 g mLL; 0,50 g mLL; 1,00 g ML e

2,00 g mLt

O numero de componentes, ou variaveis latentes, foi encontrado
empregando-se 0 método da validagdo cruzada completa (complete cross
validation). Nesse método, remove-se um dos padrdes do conjunto de
calibracdo e constréi-se um modelo PLS usando esse novo conjunto de
calibragédo, sendo a concentracdo do padréo removido prevista por esse novo
modelo. Esse processo é repetido para todos os padrbes do conjunto de
calibracdo, e a soma quadrética residual dos erros da previsdo (PRESS, do

inglés Prediction Residual Sum of Squares) é calculado. O valor de PRESS é
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calculado para diferentes numeros de componentes e 0 numero de
componentes que propicia 0 menor valor de PRESS é escolhido para ser
usado nas previsdes [130,131].

Todavia, deve-se evitar a0 maximo o uso de um numero de
componentes maior que 0 necessario, pois a inclusdo de outros componentes
principais e relevantes inclui no modelo erros e variacdes que sédo exclusivos
aos padrées usados na calibracdo, tornando o modelo pouco apropriado para
previsdo em amostras com concentracbes desconhecidas. Para isso, 0
algoritmo desenvolvido procura 0 menor numero de componentes cujo valor de
PRESS nado € significativamente maior que o menor valor de PRESS
encontrado, sendo essa comparacéo realizada empregando o teste-F [132].

A curva da Figura 50 mostra o valor de PRESS versus o numero de
variaveis latentes empregadas, no modelo PLS para determinacéo de zinco por
FI-EFS.

O numero de componentes necessario para os calculos encontrados
pelo software desenvolvido foi igual a 9. Todavia, esse resultado foi comparado
com os obtidos por PLS empregando o programa The Unscrambler 6.0 e, este
programa, sugeriu o0 uso de apenas um componente. A partir desse resultado
optou-se por utilizar apenas um componente nos calculos, sendo este nimero
mais coerente, uma vez que apenas um ion metalico estava presente em
solucédo, sendo que este componente explica 99,64% da variacdo total dos

dados.
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Figura 50. PRESS versus numero de variaveis latentes empregadas no PLS.

O intervalo de tempo que o algoritmo desenvolvido leva para realizar 0os
calculos na etapa de calibracdo para encontrar 0 nimero de componentes
principais empregando o processo de validacdo cruzada completa em um
microcomputador 486 € de cerca de 15 minutos, sendo que ap0s essa etapa o
programa leva 10 ms para prever a concentracao de zinco por amostra. Dessa
forma, o software desenvolvido pdde ser aplicado na previsao da concentracéo
de zinco em tempo real. Deve-se levar em consideracao que o algoritmo realiza
os célculos numa matriz A do tipo 36 x 600, com um total de 96000 dados,
sendo justificavel o intervalo de tempo necessario para 0 processo de

calibracéo e validacdo do modelo.
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A Tabela 5 mostra os resultados da validacdo de modelo pelo calculo
das concentracbes dos padrbes empregando o método de validagdo cruzada

completa, evitando resultados tendenciosos.

TABELA 5. Resultados obtidos para as concentragdes de zinco calculadas por

PLS (n=4).
Zn, ug mL?

Real Previsto
0,10 0,12 + 0,02
0,20 0,21 £ 0,02
0,30 0,30 £ 0,01
0,40 0,38 £ 0,02
0,50 0,46 £ 0,01
1,00 0,93 +0,04
2,00 2,02+ 0,05

Os resultados obtidos mostram que o método desenvolvido apresentou,
de maneira geral, boa precisdo e exatiddo, sendo que as concentragdes de
zinco calculadas concordam com as concentragfes reais com 95% de
confiabilidade (teste t- pareado ).

Como o programa para modelagem por PLS foi associado aos
programas de controle de valvulas do sistema FI-EFS desenvolvido e
aquisicdes dos sinais transientes, as determinagbes de zinco podem ser

realizadas em tempo real.
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O consumo maximo das solucbes das amostras sintéticas de zinco foi
inferior a 1 pug de zinco (1,00 mL) por analise.

Os limites de deteccg&o e quantificagdo foram estimados como sendo
18 ug Lt e 62 pug Lt de zinco, respectivamente.

O sistema proposto possibilitou a analise de até 30 amostras por hora,
sendo possivel realizar até 50 injecdes sem a necessidade de repor o TAN pela
imobilizacdo do reagente cromogénico em Cis.

O algoritmo desenvolvido para constru¢cdo de modelos por PLS para
calibracdo e previsdo de concentracdes de zinco empregando os perfis dos
sinais transientes obteve resultados concordantes com os obtidos empregando
programas comerciais como o The Unscrambler 6.0 (Camo) e o PLS Toolbox

para Matlab (Eigenvector) versao 1.5.1 [139].

VIIl.2.3 - Conclusdes

O método proposto mostrou-se eficiente na determinacdo de zinco,
empregando algoritmo para calibracdo multivariada por PLS desenvolvida, em
amostras sintéticas empregando os sinais transientes obtidos pelo sistemas FlI-
EFS com leitura realizadas em um comprimento de fixo (585 nm).

A simplicidade, sensibilidade e robustez do método de desenvolvido
mostrou-se adequadas, demonstrando o potencial desta para determinacdes
de zinco em amostras reais.

O acoplamento do algoritmo PLS com os programas de aquisicao de
dados e controle das valvulas solenoides do sistema FI-EFS possibilitou que a

previsdo das concentracdes de zinco nas amostras fosse realizada em tempo
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real, sem a necessidade de transferéncia de dados para tratamento apds a
analise para um outro programa.

O algoritmo PLS desenvolvido ndo foi construido para ser dedicada
apenas aos sistemas FI-EFS do presente trabalho, podendo ser aplicado para

calibracéo e previsao de qualquer conjunto de dados multivariados.

VII.L3 - Aplicagdo do Meétodo dos Minimos
Quadrados Parciais (PLS) na Determinacao
Simultanea de Zinco e Niquel em Misturas por Fl-

EFS

Os perfis dos sinais transientes obtidos pelo sistema FI-EFS com leitura
em um unico comprimento de onda podem ser utilizados para construcao de
modelos multivariados empregando o PLS para calibragcdo e previsdo da
concentracdo de espécies quimicas conforme os resultados do trabalho
apresentado anteriormente nessa dissertacao.

A partir do conhecimento que o uso de técnicas de calibragédo
multivariada possibilitam o célculo da concentragdo de uma Unica espécie ou
de mais espécie, simultaneamente, mesmo na presenca de interferéncias
guimicas ou sinais sobrepostos, o0 objetivo do presente trabalho é o
desenvolvimento de metodologia analitica aplicada na determinagéo
simultdinea de zinco e niquel, com leituras realizadas em um dnico

comprimento de onda utilizando os perfis dos sinais transientes, obtidos em
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sistemas FI-EFS desenvolvido, para construcdo de modelos para calibracéo e
previsdo das concentracdes dessas espécies quimicas.

O zinco e o niquel reagem com o TAN imobilizado em C18, formando
complexo vermelho em pH 6,0. Uma rotina para os calculos por PLS escrita em
Quickbasic 4.5 foi utilizada nas etapas de calibracdo e previsdao das
concentracbes dos analitos. Este trabalho foi recentemente publicado em

periodico de circulacdo internacional [140].

VIIL.3.1 - Reagentes e Solucgbes

Todas as solucbes foram preparadas com reagentes de grau analitico.
As solucdes de referéncia das misturas de zinco e niguel com concentracdes
entre 0,30 ug mL* — 1,00 ug mL* foram preparadas pela diluicdo apropriada de
solucdes estoques de 1000 ug mL™.

Uma solucéo tampéo 0,4 mol L' em hexamina foi preparada, sendo seu
pH ajustado para 6,0 com acido cloridrico. Uma solucédo de acido cloridrico

0,5 mol L1 foi utilizada como eluente.

VIII.3.2 - Diagrama de Fluxo

O sistema de fluxo utilizado emprega um injetor comutador [141], sendo
as linhas de fluxo constituidas por tubos de polietileno com 0,8 mm de diametro
interno.

Um diagrama esquematico do sistema de fluxo est4d apresentado na

Figura 51.
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Figura 51. Diagrama de fluxo do sistema empregado na andlise por
espectrofotometria em fase soélida. Na posicdo (a) de amostragem e (b) de
injecdo; W-amostra; C-fluxo carregador (H20); L1 e L»-loops da amostra e do
solvente (400uL e 625uL, respectivamente); B-bobina de delay-80cm; W-
descarte; DET-Espectrofotbmetro equipado com uma cela contendo a fase

sélida.

Na posigéo (a), os loops L1 e L2 sdo preenchidos com soluc¢des de HCl e

da amostra, respectivamente, numa vazdo de 0,9 mL mint. Comutando o
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injetor (Figura 51b), as aliquotas de solucdo de HCI e da amostra sao
simultaneamente inseridas no caminho analitico, e transportadas pelo
carregador até o detetor. O zinco e o niquel, presentes nas amostras, reagem
com o TAN, imobilizado em Cis e o complexo é retido na fase sdlida, sendo a
absorbancia medida continuamente a 595 nm. Quando a solucéo de HCI chega
na cela de fluxo os ions séo eluidos sem remover o reagente cromogénico em
quantidade significativa. A bobina B propicia um intervalo de tempo entre a
injecdo dos analitos e do acido, evitando a sobreposicdo das aliquotas das
mesmas. O caminho analitico foi fixado em 50 cm.

As solucbes de referéncia das misturas de zinco e niquel foram
preparadas empregando um planejamento fatorial 42 em duplicata [142,143],

sendo as medidas realizadas em ordem aleatoria.

VIII.3.3 - Resultados e Discussao

O TAN imobilizado em Cis reage instantaneamente com Co (ll), Cu (Il),
Fe (I) e Zn (Il) formando complexos vermelhos em pH 6,2 [53]. Nas mesmas
condicoes, a retencdo de niquel (II) em TAN-Cis é extremamente dependente
da vazao [144].

As constantes de estabilidade e a absortividade dos complexos do TAN-
Cis com o zinco e niquel sdo semelhantes e independentes da velocidade do
fluxo. A partir desse dado presume-se que a cinética de retencdo do niquel é
significativamente mais lenta que para o zinco.

Para que seja possivel a andlise de niquel pelo sistema FI-EFS,

apresentado, a velocidade do fluxo deve ser suficientemente baixa de forma a
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maximizar a retencdo de niquel na fase sélida, sem comprometer a freqiéncia
analitica.

A concentracdo de &acido deve ser suficientemente elevada para
promover uma eluicdo rapida dos ions metalicos, aumentando a velocidade
analitica, sem que o reagente seja removido da fase solida. O comprimento da
bobina B deve ter o comprimento minimo necessario para separar as aliquotas
da amostra do acido, permitindo que o tempo de residéncia da amostra na cela
seja suficiente para que a reacdo ocorra apreciavelmente, antes de ser
realizada a eluicéo.

A determinacdo de zinco e niquel em misturas foi realizada em outro
trabalho empregando sistema FI-EFS, idéntico ao empregado no presente
trabalho, explorando as diferentes velocidades de reacédo dos ions com o TAN-
C18 mantendo fixo o comprimento de ondas de leitura em 595 nm. Todavia,
para que fosse diferenciado o sinal proveniente do zinco e do niquel, ja que
esses ions absorvem na mesma faixa de comprimento de onda, foi necessario
realizar as medidas em diferentes vazdes, o0 que tornou sequencial a
determinacao dos analitos [144].

No método proposto no presente trabalho a determinagédo de zinco e
niquel é realizada simultaneamente, mantendo fixados a vazdo, o comprimento
de onda de leitura (595 nm), as concentracdes dos reagentes e configuracao
do sistema de fluxo, sem a realizacdo de separacdo ou mascaramento dos
analitos. Para isso, foram empregados os perfis dos sinais transientes e
aplicou-se o PLS para calibracdo e previsdo das concentracdes de zinco e

niquel.
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Os picos FIA obtidos para as solucbes de referéncia e amostras
sintéticas estao ilustradas na Figura 52 e a Tabela 6 mostra as concentracdes

de zinco e niquel referentes aos picos da Figura 52.
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Figura 52. Picos FIA das solucdes de referéncias e amostras sintéticas de
zinco e niquel, analisadas em duplicata.

Uma pequena queda na linha de base , com o tempo, pode ser
observada na Figura 52. Isso ocorre principalmente devido a remocdo de
pequenas quantidades do reagente cromogénico pelo acido, conforme sao
realizadas varias elui¢cdes, podendo alterar os resultados.

Para que o efeito da queda da linha de base fosse corrigido o valor
meédio da linha de base (BL) foi calculado, apds cada injecdo, sendo esse valor
assumido como a nova linha de base, sendo este valor subtraido dos sinais

analiticos da injecdo subsequente. A Figura 53 mostra os picos FIA e os
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valores da linha de base calculados apds cada injecdo (a) e da linha de base

(b).

TABELA 6. Concentracdes das solucdes mistas, contendo zinco e niquel, de

referéncia e das amostras sintéticas.

Solugdes de Concentragéo, ug mL™! Solugdes de Concentragéo, ug mL™!
Referéncia Zn Ni Referéncia Zn Ni
1) e (27) 0,30 1,00 (2) e (12) 0,75 0,30

(3) e 0,75 0,75 (5) e (30) 0,55 0,55
(6) e (18) 1,00 0,75 (7) e (28) 0,75 0,55
(8) e (20) 0,30 0,75 (9) e (24) 1,00 1,00
(10) e (22) 0,30 0,55 (11) e (16) 0,30 0,30
(13) e (17) 0,55 0,75 (14) e (32) 0,55 1,00
(15) e (22) 1,00 0,55 (19) e (26) 0,55 0,30
(23) e (25) 0,75 1,00 (29) e (31) 1,00 0,30

Solugdes Amostras Solugdes Amostras

(Al) e (A5) 0,80 0,50 (A2) e (A7) 0,80 0,80
(A3) e (A6) 0,50 0,80 (A4) e (A8) 0,50 0,50
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Figura 53. FIAgrama das solucdes de referéncia e amostras sintéticas (a)
antes e (b) ap6s a correcdo da linha de base. A linha vermelha liga os valores

da linha de base calculadas ap6s cada injecéo.

Nos célculos por PLS, o numero de pontos de cada pico FIA a ser
empregado nos célculos deve ser o mesmo. Como as leituras dos sinais
transientes foram realizadas continuamente, o intervalo de tempo onde cada
injecdo foi iniciada néo foi registrado, desenvolveu-se uma metodologia para
definir os intervalos de tempo onde cada pico inicia e termina.

O primeiro passo dessa rotina foi o célculo do sinal médio referente a
linha de base (BL), apds o processo de correcdo da linha de base, e o desvio
padrdo dessas medidas (S). Quando o sinal analitico € maior que BL+3S ou
menor que BL-3S uma variavel logica (FLAG) passa a ser verdadeira,
indicando o inicio do pico. A partir dai quando o sinal analitico estiver dentro do
intervalo BL£3S a variavel FLAG torna-se falsa novamente, indicando o fim do
pico FIA. Esse processo € repetido para os trés primeiros picos usados como

teste, sendo contados 0os numeros de pontos antes e apdés o maximo de cada
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um desses trés picos e o valor médio desse numero de pontos é utilizado
subsequentemente para definir onde inicia e termina o pico FIA.

A regido que define cada pico FIA foi encontrada, tornando os maximos
dos picos como referéncia , sendo o inicio do pico 66 pontos (46,2 s) antes do
maximo e o final a 53 pontos (37,1 s) apds o maximo, tendo cada pico um total
de 120 pontos. As leituras foram realizadas de 0,7 sem 0,7 s.

Objetivando melhorar a qualidade dos modelos por PLS [145] e a
velocidade dos célculos, realizou-se a tentativa de encontrar um nimero menor
de pontos, para cada pico FIA, que minimize os erros estimados de modelo.
Utilizando o Simplex [146] para encontrar 0 numero de pontos antes e apds o
maximo dos picos minimos para os célculos por PLS. Apés 25 testes
empregando a metodologia Simplex, para determinacdo de modelos, o ganho
na minimizacao dos erros na previsao foi de menos de 0,05% e o ganho no
tempo dos calculos por PLS foi de menos de 10 s, ndo justificando o emprego
de um nimero menor de pontos por pico FIA, jA que a otimizacao teria que ser
novamente realizada para cada nova calibracdo por PLS.

A determinacdo de zinco e niquel usando os perfis dos picos FIA com
leitura em 595 nm torna-se possivel principalmente devido as diferencas nas
cinéticas de retencéo e eluicdo dos dois ions metalicos, uma vez que num pico
FIA as informacdes sobre o zinco e o niquel estao totalmente sobrepostas.

A Figura 54 mostra os perfis dos picos FIA antes (a) e ap0s a correcao

da linha de base.
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Figura 54. Picos usados na calibracdo por PLS (a) antes e (b) ap6s a correcao

da linha de base.

A Figura 54 mostra que é impossivel notar as diferencas entre os perfis
dos sinais transientes relacionadas com as diferentes cinéticas de retencdo e
eluicdo do zinco e niquel.

As curvas da Figura 55 mostram os graficos dos loadings weights
calculados usando PLS1 (onde um modelo diferente é feito para um dos
analitos) para o zinco e para o niquel. Esse gréfico fornece informacgdes sobre
o perfil do pico FIA estimados para quando cada analito esta puro em solucao
[132]. Esse grafico ilustra mais claramente as diferencas nas cinéticas de

retencdo e eluicdo entre zinco e niquel.
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Figura 55. Perfis dos picos FIA para zinco e niquel baseado no primeiro

loading weight do PLS1.

O algoritmo para PLS2 (onde os dois analitos sdo modelados em uma
Unica etapa) obteve resultados mais satisfatorios que o PLS1, sendo o primeiro
empregado nos calculos. O numero de componentes 6timo foi estimado pelo
processo de validacédo cruzada completa (full cross-validation) e pelo valor da
soma residual quadratica (PRESS) calculado para cada componente.

O numero de componentes otimo encontrado pelo algoritmo
desenvolvido foi igual a 5, concordando com o numero de componentes
calculado empregando o programa The Unscrambler 6.0. Dois dos
componentes principais estdo relacionados com a presenca de dois ions

metalicos diferentes e outros fatores estdo relacionados com a nao linearidade
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ou outras condi¢Bes ndo especificas. A curva da Figura 55 ilustra o grafico de

PRESS versus o nUmero de variaveis latentes.
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Figura 56. PRESS versus o numero de componentes empregados.

A raiz da média dos erros quadraticos da previsdao (RMSEP, do inglés
Root Mean Square Errors of Prediction) calculada a partir das amostras
sintéticas, ndo utilizadas no processo de calibracédo, foi igual a 0,033 e 0,028
para o zinco e niquel respectivamente.

O método proposto permitiu uma drastica reducdo de consumo de
amostras (<lug de zinco por determinacdo) e de eluente (700 pL por
determinacao) minimizando a geracéo de descarte.

Pode-se realizar mais de 100 determinac¢fes de zinco e niquel mantendo

a sensibilidade , precisédo e exatidao dos resultados.
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A precisdo do método foi avaliada pelas replicatas realizadas nas
amostras sintéticas e o desvio padréo relativo foi menor que 5% em todos os
casos. Os resultados obtidos pelo método proposto foram comparados com os
obtidos por ICP-AES e concordaram com 95% de confiabilidade (teste t-
pareado). As concentracbes de zinco e niquel previstas para amostras

sintéticas sdo apresentadas na Tabela 7.

TABELA 7. Concentracbes de zinco e niquel calculadas para amostras

sintéticas em duplicata.

Zn, ug mL? Ni, ng mL?

Real Previsto Real Previsto
0.80 0.79 0.50 0.47
0.80 0.79 0.80 0.76
0.50 0.47 0.80 0.81
0.50 0.46 0.50 0.49

A faixa analitica de trabalho para determinacao de zinco e niquel foi de
0,30-1,0 ng mL*?, podendo ser estendida a partir da otimizacédo dos volumes
das solu¢des amostras empregadas.

O sistema possibilitou a determinacéo de até 43 amostras por hora, com

boa sensibilidade.
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VIII.3.3 - Conclusodes

O método proposto possibilitou a determinacdo simultanea de zinco e
niquel com comprimento de onda e vazao fixos com boa precisédo e exatidao.

O algoritmo desenvolvido para os célculos por PLS apresentou
resultados idénticos aos apresentados por programas de calibracdo
multivariada comerciais, possibilitando a determinacdo de zinco e niquel em
tempo real.

O sistema desenvolvido mostrou-se simples, ndo necessitando do uso
de valvulas solendides para o gerenciamento das solucées, nem sistema de

sincronizacdo com a bomba peristéltica.
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IX. POTENCIALIDADES E APLICACOES

Uma possivel aplicacdo das metodologias de analise desenvolvidas para
determinacdo de zinco em sistema FI-EFS empregando padrdo Unico é a
determinacdo indireta de oxidantes totais em solucdes, através da
quantificacdo do zinco liberado quando as solu¢gdes-amostra percolam uma
coluna redutora de Jones [147,148]. A coluna redutora de Jones consiste em
um tubo contendo amalgama de zinco, sendo que quando uma solucdo
oxidante a atravessa esses oxidantes sdo reduzidos e é liberado zinco(ll) da
coluna de Jones, que pode ser quantificado pelo sistemas FI-EFS descrito.

Dentre as potencialidades relacionadas ao sistema FI-EFS desenvolvido,
destaca-se 0 uso do método da adicdo padrao empregando uma Unica solucéo
de referéncia, baseando-se em injecdes sequlenciais do padrdo apos a inje¢ao
de uma aliquota da amostra. Outra possibilidade é o emprego do metodologia
das injecbes sequéncias em sistema FI-EFS aplicando metodologia
semelhante a adicdo padrédo, sendo que ao invés do padrdo séo realizadas
adicoes da amostra.

No sistema FI-EFS desenvolvido é possivel realizar titulacbes
espectrofotométricas de complexacdo, no qual a mistura entre o analito e o
titulante (mascarante) é realizada em linha por amostragem binaria, sendo a
concentracdo do analito relacionada com o volume do titulante necessario para
que o sinal analitico registrado seja nulo, e com a concentragéo do titulante.

A automatizacao dos sistemas desenvolvidos pode ser melhorada pelo

desenvolvimento de rotinas que ajustem as condi¢cfes de andlise, como volume
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injetado do analito, a faixa de concentracdo dos analitos automaticamente,
possibilitando que o sistema tome decisfes.

Em relacéo a aplicacao do PLS para analise multicomponentes, uma das
maiores dificuldade foi o quantidade de solucbes de referéncia necessarias
para construcdo do modelo, exigindo muito tempo para o0 preparo dessas
solucbes a cada nova andlise objetivando ajustar o modelo as condi¢cdes
experimentais. Todavia, hoje em dia estédo disponiveis métodos quimiométricos
que permitem a recalibracdo do modelo com o0 uso de uma pequena
guantidade de solucdes de referéncia, permitindo o uso do mesmo modelo em
diferentes dias e condi¢cdes de analise, sem a necessidade da preparacéao de

um extenso numero de solugdes de referéncia [149-151].
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X. CONCLUSOES

O sistema FI-EFS desenvolvido mostrou-se extremamente versatil,
eficiente e preciso, possibilitando 0 seu uso em uma série de metodologias
diferentes de analise sem grandes alteracdes nas suas configuracdes.

Os estudos da dispersédo em sistemas FI-EFS levantaram novos
conceitos e elucidaram conceitos ja estabelecidos sobre o carater integrativo
inerente aos sistemas FI-EFS.

As metodologias de analise desenvolvidas para construcdo de curvas de
calibracdo empregando uma Unica solucao de referéncia em sistema FI-EFS
apresentaram boa precisdo e exatiddo a um nivel de 95% de confiabilidade.
Essas metodologias s&o originais e podem ser aplicadas a qualquer outro
sistema FI-EFS, empregando diferentes reagentes cromogéncos, suportes
sélidos e analitos na determinacdo em diferentes amostras.

O uso de técnicas como quimiométricas como o PLS, aliadas ao
conhecimento quimico do sistema, melhoraram a robustez das determinacdes
por FI-EFS, além de possibilitar a determinacdo multicomponentes

empregando equipamentos relativamente simples.
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ANEXO

Subrotinas gerais escritas em QuickBAsic 4.5

SUB Sincroniza

'Subrotina realiza a sincronizacao da bomba peristaltica com a injecao
'da amostra ou padrao.

sinalsinc = 0

'Aguarda ate que o interruptor esteja pressionado
DO UNTIL sinalsinc > 500

sinalsinc = Leitsinc(500) - 2048 'subtraindo o valor correspondente

a zero
LOOP 'Leitsinc (500) retorna o valor da
media

'de 500 leitura do canal da
inteface

'onde estd conectado o
sincronizador

'Aguarda ate que o interruptor nao esteja pressionado
DO UNTIL sinalsinc < 500
sinalsinc = Leitsinc (500) - 2048 'subtraindo o valor correspondente
a zero
LOOP

'Aguarda ate que o interruptor esteja pressionado
DO UNTIL sinalsinc > 500

sinalsinc = Leitsinc (500) - 2048 'subtraindo o valor correspondente
a zero
LOOP
SUB RegrLin (x(), n AS INTEGER, cang, clin, r)

'Subrotina que faz os calculos por regressao linear dos parametros
'duma curva de calibracao

xm = 0
ym = 0
FOR i = 1 TO n
xm xm + x (i, 1)
ym = ym + x(i, 2)
NEXT i
xm = xm / n
ym = ym / n
SXY 0
sxx = 0
FOR i = 1 TO n
sxy = sxy + (x(i, 1) - xm) * (x(i, 2) - ym)
SXX = SxX + (x(i, 1) - xm) ~ 2
NEXT i
cang = sxy / Sxx
clin = ym - cang * xm
SQreg = 0
SQtot = 0



FOR i = 1 TO n
SQreg = SQreg + (cang * x(i, 1) + clin - ym) ~ 2
SQtot SQtot + (x(i, 2) - ym) ~ 2

NEXT i

Rquad = SQreg / SQtot

r = SQR(Rquad)

END SUB



SUB autoscale (nam%, nvx%, x(), med(), std())

'Autor: Fabio Santos de Oliveira
'Data de construcao: 05/05/99
'Ultima modificacao: 22/06/99

a media
e divide pelo desvio padrao as colunas da matriz x
' Os parametros sao 0s seguintes:

' nam : numero de amostras

' nvx : numero de variavels independentes

' nvy : numero de variaveis dependentes

' npcs : numero de componentes principais (variaveis latentes)
! a serem utilizados

'ox : matriz para realizar o autoscaling

' med : vetor das medias das colunas de x

' std : vetor dos desvios padrao das colunas de x

FOR j = 1 TO nvx%

med (§) = 0
FOR i = 1 TO nam$%
med(j) = med(j) + x(i, 3)
NEXT i
med (j) = med(j) / nam%
std(j) = 0
FOR i = 1 TO nam$%
std(j) = std(3) + (x(i, J) - med(3)) * (x(i, J) - med(]))
NEXT 1
std(j) = SQR(std(j) / (nam% - 1))
FOR i = 1 TO nam$%
x(i, J) = (x(i, J) - med(3j)) / std(j)
NEXT i
NEXT
END SUB
SUB centrmed (nam%, nvx%, x(), med())

'Autor: Fabio Santos de Oliveira
'Data de construcao: 05/05/99
'Ultima modificacao: 22/06/99

Esta rotina realiza a centralizacao na media, subtrai a media
pelas colunas da matriz x
Os parametros sao 0s seguintes:

' nam : numero de amostras

' nvx : numero de variaveis independentes

' nvy : numero de variaveis dependentes

'  npcs : numero de componentes principais (variaveis latentes)

! a serem utilizados

'ox : matriz para realizar a centralizacao na media da matriz x
' med : vetor das medias das colunas de x

FOR j = 1 TO nvx%
med(j) = 0
FOR 1 = 1 TO nam%

Esta rotina realiza a normalizacao do dados (autoscaling), subtrai



med(j) = med(j) + x(i, 3J)
NEXT i
med (j) = med(j) / nam$%
FOR i = 1 TO nam$%
x(i, 3) = x(i, J) - med(3)
NEXT i
NEXT

END SUB

SUB centrmedpred (namp%, nvx%, x(), med())

'Autor: Fabio Santos de Oliveira

'Data de construcao: 05/05/99

'Ultima modificacao: 22/06/99

Esta rotina realiza a centralizacao na media das amostas para

previsao, utiliza a media das amostras de calibracao da matriz x
' Os parametros sao 0s seguintes:

' nam : numero de amostras

' nvx : numero de variaveis independentes

' nvy : numero de variaveils dependentes

' npcs : numero de componentes principais (variaveis latentes)
! a serem utilizados

'ox : matriz para realizar a centralizacao na media

' med : vetor das medias das colunas de x da calibracao

FOR 1 = 1 TO namp%
FOR j = 1 TO nvx%
x(1, J) = x(i, J) - med(J)
NEXT 7
NEXT i

END SUB

SUB cv (nam%, nvx%, nvy$%, npcsmaxs, x(), y(), ypred(), w(), t(), u(),
PO, g(), b(), press(), ss())

'Autor: Fabio Santos de Oliveira
'Data de construcao: 05/05/99
'Ultima modificacao: 22/06/99

Esta rotina realiza a validacao cruzada completa (cross-validation)
dos dados para calibracao
Os parametros sao 0s seguintes:

' nam : numero de amostras

' nvx : numero de variavels independentes

' nvy : numero de variaveils dependentes

' npcsmax : numero de componentes principais (variaveis latentes)

a serem utilizados

'ox matriz (nam x nvx) das variaveis independentes
'y matriz (nam x nvy) das variavels dependentes
't matriz (nam x npcs) dos scores de x

''p matriz (nvx x npcs) dos loadings de x

' u matriz (nam x npcs) dos scores de y



' g matriz (nvy x npcs)
'ow matriz (nvx x npcs) dos pesos
' Db vetor (npcs x 1) dos coeficientes da regressao para os
! componentes do PLS
' press vetor (npcsmax x 1) da soma quadratica residual da
previsao
' ss matriz (nam x npcsmax) dos residuos quadraticos da
previsao
' xn matriz x sendo retirada uma das amostras por vez
' yn matriz y sendo retirada uma das amostras por vez
' xtest amostra retirada da matriz x
' ytest amostra retirada da matriz y
DIM xtest(l, nvx%), ytest(l, nvy%)
DIM xn(nam% - 1, nvx%), yn(nam%$ - 1, nvy%s)
FOR in% = 1 TO npcsmax$
press (in%) = 0
FOR ii = 1 TO nam%
n=20
FOR 1 = 1 TO nam%
IF 1 = ii THEN
FOR j = 1 TO nvx%
xtest (1, J) = x(i, 3J)
NEXT j
FOR j = 1 TO nvy%
ytest(l, 3j) = y(i, J)
NEXT
ELSE
n=n+1
FOR j = 1 TO nvx%
xn(n, Jj) = x(i, J)
NEXT
FOR j = 1 TO nvy%
yn(n, 3) = y(i, J)
NEXT j
END IF
NEXT i
CALL plscal (nam% - 1, nvx%, nvy$, in%, xn(), yn(), w(), t(),
u(), pO, a), b))
CALL plspred(l, nvx%, nvy%, in%, xtest(), ypred(), t(), w(),
pO, a0, b))
ss(ii, in%) = 0
FOR j = 1 TO nvy$
ss(ii, in%) = ss(ii, in%) + (ypred(1l, J) - ytest(l, 3J)) *
(ypred(l, j) - ytest(l, 3))
NEXT 7
press (in%) = press(in%) + ss(ii, in%)
NEXT ii
NEXT in%

END SUB



SUB outlier (nam%, npcsmin%, ss(), outl$())

numarg = FREEFILE

OPEN "f95.dat" FOR INPUT AS #numarqg
FOR i = 1 TO nam% - 1
INPUT #numarq, £95
NEXT i
CLOSE #numarqg

FOR i = 1 TO nam%
sumss = 0
FOR ii = 1 TO nam%
IF 1 <> ii THEN

sumss = sumss + ss(ii, npcsmin%)
END IF
NEXT ii
IF £95 < (((nam% - 1) * ss(i, npcsmin%)) / (sumss)) THEN
outl% (i) =1
ELSE
outl% (i) = 0
END IF
NEXT i
END SUB

SUB pcsmin (press (), nam$%, nvy$, npcsmaxs,

pressmin = press (1)
npcsmin% = 1

FOR 1 = 2 TO npcsmax$
IF pressmin > press (i) THEN

pressmin = press (i)
npcsmin% = 1i
END TIF

NEXT i
numarg = FREEFILE

OPEN "f75.dat" FOR INPUT AS #numarqg
FOR i = 1 TO nam% - 1
INPUT #numarqg, f£75
NEXT i
CLOSE #numarqg

DO
IF £f75 >= (press (i) / pressmin) THEN
pressminf = press (i)
npcsminf% = 1
EXIT DO
END IF
i=1+1
LOOP WHILE 1 <= npcsmin%

npcsmin%,

npcsminf%)



END SUB

SUB plscal (nam$%, nvx%, nvy$, npcss, x(), vy(O, w(), t0O, u(), pQO,
al), b0))

'Autor: Fabio Santos de Oliveira
'Data de construcao: 05/05/99
'Ultima modificacao: 22/06/99

' Esta rotina realiza a calibracao PLS para construcao do modelo
' Os parametros sao 0s seguintes:

' nam : numero de amostras

' nvx : numero de variaveis independentes

' nvy : numero de variaveis dependentes

'  npcs numero de componentes principais (variaveis latentes)
! a serem utilizados

'ox matriz (nam x nvx) das variaveis independentes

'y matriz (nam x nvy) das variaveils dependentes

' t matriz (nam x npcs) dos scores de x

''p matriz (nvx x npcs) dos loadings de x

' u matriz (nam x npcs) dos scores de y

' g matriz (nvy x npcs)

' w matriz (nvx x npcs) dos pesos

''Db vetor (npcs x 1) dos coeficientes da regressao para os

componentes do PLS

'CONST dimnam = 40, dimnvx = 150, dimnvy = 10, dimnpcs = 30

'DIM x(dimnam, dimnvx), y(dimnam, dimnvy)
'DIM t (dimnam, dimnpcs), p(dimnvx, dimnpcs)
'DIM u(dimnam, dimnpcs), g(dimnvy, dimnpcs)
'DIM w(dimnvx, dimnpcs), b (dimnpcs)

DIM o (nam%, npcs$)

ERASE w, t, u, p, g9, b
FOR in = 1 TO npcs$%
FOR 1 = 1 TO nam%

u(i, in) = y(i, 1)
NEXT i
cn% = 0
DO

IF cn% >= 1 THEN
FOR i = 1 TO nam%
'Variavel temporaria para verificar a conversao de t
o(i, in) = t(i, in)
NEXT i
END IF
'Calculo dos pesos
'w=X"'*u/ (u'*u)

wn = 0
FOR j = 1 TO nvx%
w(j, in) = 0
uquad = 0
FOR i = 1 TO nam$%
w(j, in) = w(j, in) + x(i, J) * u(i, in)
uquad = uquad + u(i, in) * u(i, in)
NEXT i
w(j, in) = w(j, in) / uquad
wn = wn + w(j, in) * w(j, in)
NEXT j

wn = SQR(wn)
"w=w/| |w] |



FOR j = 1 TO nvx%
w(j, in) = w(j, in) / wn
NEXT 9
'scores do bloco X
't=X*w/ (w'*w)
FOR i = 1 TO nam$%

t(i, in) = 0

wquad = 0

FOR 7 = 1 TO nvx%
t(i, in) = t(i, in) + x(i, 3J) * w(j, 1in)
wquad = wquad + w(j, in) * w(j, in)

NEXT 7

t(i, in) = t(i, in) / wquad

NEXT i

'loadings do bloco Y
'gEX W/ (W R w)

agn = 0
FOR j = 1 TO nvy$%
g(j, in) =0
tquad = 0
FOR i = 1 TO nam%
q(j, in) = q(j, in) + y(i, j) * t(i, in)
tquad = tquad + t(i, in) * t(i, in)
NEXT 1
a(j, in) = g(j, in) / tquad
an = gn + g(j, in) * g(j, in)
NEXT 3
an = SQR(gn)
'a=q/ | Iql |
FOR j = 1 TO nvy$%
a(j, in) = g(j, in) / an
NEXT 7

'scores do bloco Y
lqu*q/(q'*q)
FOR i = 1 TO nam$%

u(i, in) = 0

qgquad = 0

FOR j = 1 TO nvy$%
u(i, in) = u(i, in) + y(i, J) * a(j, in)
gqquad = gquad + gq(j, in) * g(j, in)

NEXT 7

u(i, in) = u(i, in) / gquad

NEXT i

'Confere a convergencia de t
IF cn% >= 1 THEN

dl = 0
FOR i = 1 TO nam$%
dl = dl + (t(i, in) - o(i, in)) * (t (i,
NEXT i
dl = SQR(d1)
ELSE
dl =1
END IF
cn% = cn% + 1

IF cn% = 50 THEN EXIT DO

LOOP WHILE dl1 > .000001
pn = 0

'loadings do bloco X
"p=X't/ (t'*t)

FOR j = 1 TO nvx%

tquad = 0

in)

- O<j—l

in))



FOR i = 1 TO nam%

p(j, in) = p(Jj, in) + x(i, J) * t(i, in)
tquad = tquad + t(i, in) * t(i, in)
NEXT i
p(j, in) = p(3, in) / tquad
pn = pn + p(j, in) * p(j, in)
NEXT
pn = SOR (pn)
'p=p/ | Ipl |

FOR j = 1 TO nvx$%
p(j, in) = p(j, in) / pn

NEXT j
'Correcao dos pesos e scores
't=t*|lpl|
FOR i = 1 TO nam$%
t(i, in) = t(i, in) * pn
NEXT i
'w=w*||pl|
FOR j = 1 TO nvx%
w(j, in) = w(j, in) * pn
NEXT 7
b(in) = 0
ttquad = 0

'Coeficientes da regressao
'b=u'*t/ (t't)
FOR 1 = 1 TO nam%

b(in) = b(in) + (u(i, in) * t(i, in))
ttquad = ttquad + t(i, in) * t(i, in)
NEXT i

b(in) = b(in) / ttquad
'residuos do bloco X
'X=X-t*p'
FOR j = 1 TO nvx%

FOR i = 1 TO nam$%

x(i, J) = x(i, 3) - (£(i, in) * p(J, in))
NEXT i
NEXT 7
'residuos do bloco Y
'Y=Y-b*t*q'

FOR j = 1 TO nvy$%
FOR 1 = 1 TO nam%
y(i, 3) = y(i, §) - ((b(in) * t(i, in)) * q(j, in))
NEXT i
NEXT j
NEXT in
END SUB

SUB plspred (namp$%, nvxs, nvy$, npcsps, xpred(), ypred(), tp(), w(),
pO, al), b))

'Esta rotina realiza os calculos do PLS para previsao
'de amostras com concentracao desconhecida

'namp : numero de amostras desconhecidas

'nvx : numero de variavels independentes

'nvy : numero de variaveils dependentes

'npcsp : numero de componentes principais (variaveis latentes) a serem
! utilizados

'xpred : matriz de variaveis independentes

'ypred : matriz de variaveis dependentes

'w : matriz (nvx x npcs) dos pesos determinada na fase de
treinamento



'p : matriz (nvx x npcs) dos loadings de x determinada na fase de

! treinamento

'qg : matriz (nvy x npcs) dos loadings de y determinada na fase de
! treinamento

'b : vetor (npcs x 1) dos coeficientes da regressao para os
componentes

! do PLS determinado na fase de treinamento

'tp : matriz de scores de xpred

'CONST dimnamp = 40, dimnvx = 150, dimnvy = 10, dimnpcsp = 30
'DIM xpred(dimnamp, dimnvx), ypred(dimnamp, dimnvy)

'DIM w(dimnvx, dimnpcs), p(dimnvx, dimnpcs)

'DIM g(dimnvy, dimnpcs), b (dimnpcs)

'DIM tp(namp%, npcsps%)

ERASE ypred, tp

FOR in = 1 TO npcsp%

FOR k = 1 TO namp% 'scores de
xpred
tp(k, in) = 0
FOR j = 1 TO nvx%
tp(k, in) = tp(k, in) + xpred(k, J) * w(j, in)
NEXT j
NEXT k
FOR j = 1 TO nvx%
FOR k = 1 TO namp%

Xpred(k, j) = Xpred(kl j) - (tp(kl ln) * p(jl ln))
NEXT k
NEXT 7
FOR i = 1 TO nvy$%
FOR k = 1 TO namp% 'previsao
ypred(k, i) = ypred(k, i) + (b(in) * tp(k, in) * q(i, in))
NEXT k
NEXT i
NEXT in
END SUB
SUB recentrmed (nam%, nvx%, x(), med())

FOR i = 1 TO nam$%
FOR j = 1 TO nvx%

x (1, j) = x (i, j) + med(j)
NEXT 7
NEXT i
END SUB
SUB rescale (nam%, nvx%, x(), med(), std())

FOR i = 1 TO nam$%
FOR j = 1 TO nvx%
x(1i, J) = (x(i, J) * std(j)) + med(])
NEXT 7
NEXT i



END SUB
SUB scale (namp%, nvx%, x(), med(), std())

FOR 1 = 1 TO namp%
FOR j = 1 TO nvx$%
x(1, J) = (x(i, 3) - med(3)) / std(3)
NEXT 9
NEXT i

END SUB



