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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvida uma nova metodologia para a
determinacdo de fosforo em tonicos fortificantes baseada na sua titulagdo com
calcio que utiliza a fotometria de emissdo atdbmica em chama como técnica de
deteccédo. Para o desenvolvimento da nova metodologia, estudos das curvas de
titulacdo de solucdes-padrdo de fosforo por calcio em presenca de elevadas
concentracdes de ions sulfato foram realizadas e a titulagdo se mostrou um
procedimento viavel. Nestas condicgdes, a interferéncia do sinal do sulfato nas
analises de fosforo permanece constante e pode ser corrigida matematicamente.
Para a utilizacdo desta metodologia foi desenvolvido um titulador automatico
em fluxo-batelada automatico (TFBA) que permitiu reduzir o consumo de
reagentes, a intervencdo do operador, o custo e o tempo por anélise em
comparagdo com o metodo classico.

O TFBA foi aplicado na analise de tonicos fortificantes e os resultados
foram comparados com aqueles determinados pelo método do amarelo de
molibdovanadato de aménio e mostraram boa concordancia. O erro e o desvio
padréo relativos médios foram, respectivamente, 4,3% e 1,2% (n=7). O consumo
de amostra e do titulante utilizados por analise foram de aproximadamente 70uL
e 11,0 mL, respectivamente, com uma frequéncia analitica de 15 amostras por
hora.

Com base nos resultados a metodologia e o sistema desenvolvidos séo
alternativas viaveis e econdmicas para a determinacdo de fosforo em tonicos
fortificantes, com possibilidades de ser aplicado a outras matrizes, como

digeridos de plantas ou &guas residuais.

Palavras-chave: Titulador Automatico; Analise em Fluxo-Batelada; Foésforo;

Sulfato; Fotometria de Emissdo Atébmica em Chama.



ASTRACT

In this work was developed a new methodology for determination of
phosphorus in herbal tonic drinks, based on its titration by calcium, that uses atomic
flame emission photometry as detection technique. To develop the new methodology,
studies of titration curves of phosphorus standard solutions using calcium as titrant in
the presence of high concentration of sulfate ions were carried out and the titration
showed to be a viable procedure. On these conditions, the interference of the sulfate
signal in the phosphorus analysis is constant and can be mathematically corrected. To
use this methodology, it was developed a flow-bath automated titrator (FBAT) that
allowed to reduce reagents and sample consumption, operator intervention, cost and
analysis time when compared with the classical procedures.

O FBAT was applied on the herbal tonic drinks analysis and the results were
close to that ones yielded by the molibdovanadate method. The media relative error
and estimative of the standard deviation were 4.3% and 1.2% (n=7), respectively.
Sample and titration consumption were close to 70uL and 11.0 mL, respectively with
an analytical rate of 15 samples per hour.

Therefore, the use of the developed methodology and system is an economic
and viable alternative for the determination of phosphorus in herbal tonic drinks with
possibilities of to be applied in the phosphorus analysis in other kind of samples as

plants digests or residual waters, for example.

Crosswords: automated titrator; Flow-batch analysis; phosphorus; sulfate; Atomic

flame emission photometry.



CAPITULO |

“Feliz aquele que transfere o que sabe e
aprende o que ensina”

Cora Coralina.

1 — Introducio

Os nutrientes para os seres humanos sdo compostos por cerca de 40
substancias presentes nos alimentos, que sdo absorvidas no aparelho digestivo e
degradadas para formarem outras substancias essenciais para o organismo',
Essas novas substancias atuam como energeéticos (fornecendo energia para
diversas reacfes quimicas) e como componentes plasticos (substancias organicas
que participam da constituicdo do organismo), € mesmo gquando ndo atuam de
uma destas formas, as novas substancias ainda poderédo ser armazenadas. Alguns
nutrientes sdo considerados essenciais, dentre estes podem ser destacados: as
vitaminas, 0s minerais, 0s aminoacidos, alguns acidos graxos e 0s carboidratos.
Entre os nutrientes ndo-essenciais, existem os que auxiliam na sintese de outros
compostos importantes, apesar de que também podem ser obtidos da dieta. Estas
substancias podem ser divididas em dois grupos: 0S macronutrientes e 0S
micronutrientes.

Os macronutrientes sdo todos ingeridos na dieta regular, fornecem
energia e participam da sintese de substancias essenciais para o funcionamento
do organismo'?. Os principais macronutrientes sdo os carboidratos, as gorduras
e as proteinas. Os micronutrientes sdo: as vitaminas e 0s Varios sais minerais.

Os sais minerais exercem importantes fungdes fisioldgicas de carater
estrutural e metabolico. De acordo com a quantidade necesséria de ingestdo
diaria, estes nutrientes podem ser classificados em microminerais

(ou oligoelementos), ingeridos em quantidades menores que 100 mg-dia™, e em



macrominerais, ingeridos quantidades maiores que 100 mg-dia™. Na Tabela 1.1

s&o apresentados alguns minerais e suas quantidades requeridas por dia'.

Tabela 1.1 — Quantidades diérias de minerais requeridas pelo corpo humano.

Quantidades diarias

Minerais 1 1
mg-d ped
Célcio 1000,0
Fésforo 700,0
Magnésio 260,0
Ferro 14,0
Zinco 7,0
Flaor 4,0
Manganés 2,3
Cobre 900
lodo 130
Molibdénio 45
Cromo 35
Selénio 34

Dentro do grupo dos microminerais estdo alguns elementos como Cd,
Ni, Sn, V, Pb, Hg, Si, As, B, Li, Al; e outros que ndo possuem nenhum valor
nutritivo, sendo considerados agentes contaminantes dos alimentos e do
organismo. Ja o cobre, cromo, ferro, fldor, iodo, manganés, molibdénio, selénio,
e zinco, em quantidades adequadas, atuam em diversos processos fisiologicos. O
molibdénio, por exemplo, auxilia na fixacdo de ferro e é componente de
enzimas; o selénio atua na producdo de energia e atua como antioxidante
protegendo as membranas celulares em processos oxidativos.

No grupo dos macrominerais estdo o calcio, fosforo, potassio, sédio,
enxofre, magnésio e cloro. Estes elementos sdo essenciais na formacédo e
manutencdo ¢sseo-dental e na reducdo do desgaste 0sseo (Ca e P); no
funcionamento muscular e metabdlico (Ca, K, Na e Mg); no transporte de
impulsos nervosos (Ca, Na e K), nos equilibrios hidrico e eletrolitico (P, Na e

Cl) na composicéao de alguns aminoécidos, enzimas e coenzimas (Mg, S e P).



Uma dieta humana completa e balanceada deve conter nutrientes com
e sem valor energético em quantidades correspondentes as necessidades
fisiologicas do organismo. Suas demandas variam de acordo com as
caracteristicas fisioldgicas e com o estado do organismo, como: sexo, idade,
gravidez, lactacdo, etc.

O fosforo especificamente esta presente no corpo humano em
quantidades aproximadas de 800 mg em um adulto. Cerca de 85% do fosforo no
corpo humano encontra-se nos 0ssos e dentes, principalmente na forma de
hidroxiapatita, a uma razdo de 1:2 em massa, com o célcio. O fosforo restante
encontra-se nos musculos, figado, intestino, tecido nervoso (principalmente na
forma de ésteres organicos) e nos fluidos bioldgicos (forma de fons fosfato)'.

O fésforo é um elemento ndo metalico localizado no grupo 15 da
Tabela Periddica com numero atdmico 15 e peso atomico 30,97. Apresenta trés
is6topos (P¥, P** e P*?) sendo o P** 0 mais estavel e o P*? de alta toxicidade. Sua
participacdo na composicdo da crosta terrestre é de 0,12%. E encontrado na
natureza geralmente na forma de orto-fosfatos. Ocorre também como apatitas,
rochas fosfaticas, e fosforitas marinhas. Sua estrutura eletrbnica permite que
forme complexos com compostos organicos e que se combine com outros
elementos na forma de 4cidos, sais e dxidos'®'.

E relatado historicamente!”’ que em 1669, um alquimista aleméo,
BRAND, foi o primeiro a isolar o fésforo na urina de seres humanos. Em 1769,
GAHN, quimico sueco, descobriu a importancia do fésforo no organismo como
mineral essencial para os o0ssos. Em 1771, SCHEELE, encontrou grandes
quantidades de fésforo nas cinzas dos ossos. Mais tarde, SCHEELE e GAHN

descobriram que 0s 0ssos eram constituidos principalmente por fésforo e calcio.

1.1 — O Fosforo na Fisiologia Humana
O fosforo participa na formacdo e mineralizacdo da matriz dssea, no
alivio de dores provocadas pela artrite, no estimulo das contracdes musculares

3



incluidas nos musculos cardiacos, na assimilacdo das vitaminas B2 e B3 e
transmissdo dos impulsos nervosos. O fosforo, na forma de ions fosfato ou de
diferentes compostos organicos intra e extracelulares (ou a nivel de membrana
celular), atua também em muitas outras funcdes fisioldgicas™, como por

exemplo:

= metabolismo energético;
» ativacdo de reacdes em todas as areas do metabolismo;
» tampd&o intracelular e extracelular;

= estrutura e funcionamento da membrana celular.

O fosforo na forma de ions fosfato sdo essenciais para 0 metabolismo
dos carboidratos, lipidios e proteinas, funcionando como co-fator em varios
sistemas enzimaticos. Além disso, ele participa da composi¢do de substancias
com alto potencial metabdlico como, o ATP (trifosfato de adenosina),
principalmente, o GTP (trifosfato de guanina), o ITP (trifosfato de inositol) e
outros nucleotideos. Os fosfatos também desempenham um papel importante na
manutencdo do equilibrio acido-base no plasma e entre as células devido a
capacidade de tamponacéo do sistema HPO,*/H,PO,.

O fésforo encontrado no plasma esta em equilibrio ndo s6 com o0s
fosfatos inorgénicos (HPO42'/H2PO4') dos 0ssos e das células, mas também com

um grande nimero de compostos organicos resultantes do metabolismo celular.

1.2. Importancia do Fosforo na Dieta e no Metabolismo
Apesar de sua importancia e atuacdo em varias funcdes fisiologicas o
fésforo ndo tem recebido muita atencdo por parte dos nutricionistas, isto se deve,
principalmente, ao fato do mesmo estar presente em quase todos os alimentos

em quantidades consideraveis.



A Tabela 1.2 mostra algumas variedades de alimentos, bem como os

teores de fosforo encontrados’.

Tabela 1.2 — Quantidades de fosforo encontradas em 100 g de alimento.

Alimentos Quantidade de fésforo (mg-100g™)
Queijo 600-700
Peixes 200-300
Carnes 200
Ovos 200
Leite 100
Cereais 50-200
Frutas e hortaligas 20-100

Cerca de 55 a 70% do fosforo ingerido é absorvido na forma de
fosfato livre, porém a eficiéncia da utilizacdo de fésforo pode variar com o nivel
de ingestdo (aumenta em baixos niveis de ingestdo) e com o tipo de alimento!”,
A presenca de ions oxalato pode reduzir sua absorcao e o fésforo na forma fitica
(liquido xaroposo, derivado do inositol e do acido fosférico, abundante em
sementes oleaginosas, legumes e cereais — formula: CgHis04Ps) ndo €
imediatamente disponivel porque o intestino humano apresenta deficiéncia da
enzima fitase. Contudo, ainda ndo ha um mecanismo fisiolégico conhecido que
regule a absorcéo intestinal do fosfato no homem e o controle do uso de fosforo
no corpo parece ser regulado por variagdes na ingestao e por excrecao renal. Por
esta razdo, é necessario um funcionamento normal dos rins para manutencdo da
estabilidade interna, ja que, aproximadamente 70% do fosforo ingerido na dieta
encontra-se na urina. Um mau funcionamento renal causa, entre outras coisas,
atividade excessiva da glandula tiredide por acumulacdo de fésforo.

Segundo GUYTON e HALL™" a concentracio plasmatica de fosforo
inorganico no homem é, em média, de 4,0 mg-dL™. Esta concentracdo pode
variar de acordo com a idade, sexo, hora do dia, niveis hormonais e funcao

renal. Em criangas, as concentracdes plasmaticas sdo geralmente maiores que
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nos adultos (entre 5,0 e 6,0 mg-dL™). No entanto, as necessidades diérias'*

totais sdo maiores nos adultos, como pode ser visto na Tabela 1.3.

Tabela 1.3 — Idade do individuo e as necessidades diarias (mg) de fosforo e célcio.

Necessidades diarias(mg)
Idade (anos)

Célcio Fosforo

0,0-05 400 300
05-1 600 500
1-10 800 800
11-24 1200 1200
25-50 800 800
+51 800 800
Gravidas 1200 1200

As variagbes dos niveis de fosfato inorganico no plasma,
provavelmente contribuem na regulacdo nos 0ssos e na bioativacdo do
metabolismo da vitaminaD que passa de 250 HD; a 1,25 (OH),Ds. E
demonstrado que um aumento na ingestdo de fosforo de 500 a 3.000 mg dL™
reduz significativamente a concentracdo de formas ativas de vitamina D no
plasma, o que resulta na reducdo da absorcdo intestinal de calcio™. A
habilidade de adaptacdo para as flutuagcdes do teor de fésforo na dieta pode
depender da atuacdo dos rins para responder a condi¢do, incrementando ou

reduzindo a producéo de vitamina D na forma 1,25 (OH),Ds.

1.3 — Deficiéncia e Excesso de Fosforo no Organismo
Uma dieta pobre em fosforo pode provocar a hipofosfatemia (baixos
niveis de fosfato no sangue)'™®. A hipofosfatemia ndo é um disturbio raro, sendo
geralmente acompanhada por uma grande variedade de moléstias e por um
aumento da excrecdo urinaria de céalcio, magnésio e potassio. Este disturbio
ocorre tipicamente em casos de alteragbes no equilibrio com o calcio,
deficiéncia de vitamina D (raquitismo), hiperparatiroidismo, alcoolismo cronico,
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alimentacdo parenteral prolongada, desnutricdo em periodo de realimentacéo,
doencas degenerativas da idade e no envelhecimento, estresse e alimentacéo
desequilibrada.

A dieta ndo é a Unica causa de hipofosfatemia. E freqiiente seu
aparecimento em pacientes na fase pds-operatoria, principalmente no segundo
dia, devido principalmente a administracdo de glicose nos liquidos de
hidratacdo. O uso prolongado de antiacidos e laxantes quelantes de fosfato,
como o bicarbonato de sodio e os hidroxidos de aluminio e magnésio também
contribuem para a reducéo dos teores de fosforo sérico.

A hipofosfatemia produz blogueio da glicolise anaerébica (via de
Embden-Meyerhof) com a consequente diminuicao da sintese de ATP nos varios
tecidos do corpo e de 2-3 DPG (2-3 difosfoglicerato) nas hemécias'™!. O 2-3
DPG é sintetizado na hemacia e a sua funcdo é diminuir a afinidade da
hemoglobina pelo oxigénio ao nivel tissular, isto é, a sua presenca melhora a
oxigenacdo tissular. Quando os niveis de fosfato sérico estdo muito baixos,
ocorre a reducéo da sintese de 2-3 DPG, 0 que acarreta o surgimento da hipoxia
tissular (baixo teor de oxigénio nos tecidos) e pode provocar sintomas como
sensacdo de mal-estar geral com, astenia, anorexia, nauseas e vomitos.

Os sintomas apresentados por individuos com acentuada caréncia de
fosforo sao®:

= alteragdes no desenvolvimento e crescimento dos 0Ssos;
" raquitismo;
= piorréia;
» fadiga mental e fisica;
» fragilidade muscular;
= falta de apetite; debilidade;
» fragilidade (baixa atividade osteoblastica) e dores nos 0ssos.
Por outro lado, a ingestdo excessiva de fésforo (12 g-dL™), pode

conduzir a hiperfosfatemia (aumento do teor de fosforo no sangue), disfuncéo
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que pode ocorrer em pessoas com funcdo renal diminuida, e pode levar o

individuo a grandes desequilibrios de eletrélitos, podendo levé-lo a morte!'”.
Pelo exposto acima, é notdria a importancia da determinacdo deste

nutriente considerando-se todos os problemas causados pela deficiéncia ou pelo

excesso de fosforo na dieta.

1.4 — Métodos de Determinacao de Fosforo

1.4.1- Métodos Classicos
A determinacdo de fosforo pode ser realizada por diferentes métodos

classicos de analise.

= Métodos gravimétricos: o fosfato € diretamente precipitado como
pirofosfato de amonio, fosfato de magnésio e amonio hexahidratado —
NH;MgPO,6H,0, fosfomolibdato de amonio ou nitratopentamino

cobalto fosfomolibdato.

= Métodos volumétricos: baseados na titulacdo de fosfomolibdato de

amonio com hidroxido de sédio.

Os principais problemas associados a estas técnicas sdo aqueles
inerentes aos préprios métodos classicos de analise, por exemplo, sdo muito
lentos e trabalhosos. Devido a estes inconvenientes, métodos instrumentais, que
sdo mais sensiveis, tém sido propostos para a determinacdo de fosforo em
diversas matrizes. MCKELVIE et al'" (2000) relataram a base e a classificacdo
dos metodos instrumentais de anélise aplicados na determinacdo de fosforo em

amostras de agua, como apresentado a seguir.

1.4.2— Métodos Instrumentais

Segundo MCKELVIE et al"™ os métodos instrumentais mais

utilizados para determinacdo de fosforo podem ser englobados em dois grandes



grupos: 0s métodos baseados em técnicas eletroanaliticas e aqueles baseados em

técnicas opticas, conforme esquematizado abaixo.

Potenciométrica

Técnicas Eletroanaliticas Voltamétrica

Amperomeétrica

Espectrometria UV-Vis

L. oL Espectrometria de Absorcio Atdomica em Chama e com Geraciio de Hidretos
Técnicas Opticas

Espectrometria de Emissio Atdmica com Plasma Indutivamente Acoplado

Espectrofluorimetria e Quimiluminescéncia

1.4.2.1 — Métodos Eletroanaliticos

Em uma recente revisdo, ESTELA et al' (2005) observaram que os
métodos eletroanaliticos utilizados para determinacdo de fosforo possuem
geralmente sensibilidade inferior aos métodos dpticos. Segundo os autores:

= A potenciometria € normalmente aplicada de modo direto, com eletrodos
ion-seletivos que respondem diretamente ao fosforo presente em solucéo,
ou de forma indireta, por exemplo, utilizando-se um fio de cobre metalico
como eletrodo indicador que responde ao excesso de fons Cu?*, resultante
da reacdo do fosfato com os fons Cu** de uma solugdo. Estes métodos
apresentam um limite de deteccdo na faixa de 30 a 300 pg-L™ e séo
poucos sensiveis para determinacdo de fosforo em aguas.

= A voltametria, entre outras possibilidades, utiliza a reducdo de
heteropoliacidos a azul de molibdénio em um eletrodo de carbono para
determinar fosforo sem interferéncia de silicatos. Apesar do arranjo ser
conveniente e rapido, ele também apresenta sensibilidade inferior aos

métodos espectrofotometricos.



1.4.2.2 — Métodos Opticos

O método Optico mais utilizado e mais amplamente aceito como
metodologia oficial de analise de rotina para determinacdo de fosforo € o
método espectrofotométrico do azul de molibdénio. Este método é baseado na
reacdo (Equacio 1), em meio acido, de ions fosfato com ions molibdato para

formacéo do heteropoliacido 12-molibdofosférico (H,PMo,,0,,),

Hs;PO, + 12(MOO3) - H3PMo01,04 1)

seguida da reducdo desse produto por agente redutor (hidrazina, cloreto
estanhoso ou pelo acido ascorbico na presenca do catalisador tartarato de

antimonio e potassio hemi-hidratado, C,H,KO,Sb.1/2H,0, para formar o

complexo conhecido como azul de molibdénio (Equacio 2) de estequimometria

ndo bem estabelecida*"*

H3PMo0,,04 + Agente Redutor = Azul de molibdénio ?2)

O complexo azul de molibdénio formado possui uma cor azul intensa,
e a sua absorbancia no comprimento de onda de 660 ou 880 nm é proporcional a
concentracdo de fosforo presente nas amostras. Se algumas condicbes da analise
forem controladas (escolha adequada do comprimento de onda, obediéncia a lei
de Beer, pH, etc).

Um outro método espectrofotométrico alternativo ao método do azul

do molibdénio, porém menos sensivel, é 0 método do amarelo de molibdénio.

Este método se baseia na reacdo em meio acido do heteropoliacido 12-
molibdofosforico formado segundo Equagdao 1 e ions VO3, conforme a

Equaciao 3.

H3PMo01,040+ VO3 = Amarelo de molibdénio 3)
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Na determinacdo de fosforo empregando o método do amarelo de
molibdénio as medidas de absorbancia séo geralmente realizadas em 470nm.

Com o objetivo de ganhar maior sensibilidade, os dois métodos
espectrofotométricos acima tém sido modificados de modo a formar pares
i6nicos de intensa coloracdo, que sdo gerados pela reacdo do heteropoliacido 12-

molibdofosférico (Equagdo 1) com corantes tais como: verde de malaquita'® >,

[26] [27] [28]

rodamina B'™, cristal violeta'”"”, azul de metileno'™, etc. Vale citar como
exemplo, a reacéo entre o heteropolidcido 12-molibdofosférico e o ion verde de
malaquita (VM®) em meio é4cido para a formagdo do par idnico

{(VM"); (PM01,040)*}, dado pela Equacio 4 abaixo:
H3PM015,040 + 3IMV' > {(VM+)3 (PM012040)3_} + 3H" (4)

Apesar do sucesso dos métodos oOpticos de analise de fosforo estes
sdo, em geral, laboriosos, apresentam elevado consumo de reagentes e amostras,
baixa frequéncia analitica e alto custo por analise quando sdo realizados por
procedimentos manuais. Estes inconvenientes vém sendo superados quando os

métodos opticos sdo realizados por analisadores automaticos.

1.5 — Analisadores Automaticos

Os analisadores automaticos podem ser enquadrados em trés grandes
grupos:
= Analisadores Automaticos Discretos ou em Batelada (Batch);
= Analisadores Automaticos Robotizados;

= Analisadores Automaticos em Fluxo (Flow).
1.5.1 — Analisadores Automaticos em Batelada

Os analisadores automaticos discretos ou em batelada séo
caracterizados por usarem um recipiente individual para cada amostra e por este

ser transportado para o detector atraves de um sistema mecéanico, em geral, em
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forma de bandeja. Normalmente, a realizacdo das medidas é feita ap6s o
estabelecimento do equilibrio quimico e fisico entre analito e 0s reagentes,
objetivando alcancar a maxima sensibilidade.

Embora os analisadores automaticos em batelada possibilitem analises
com boa precisdo e exatiddo, € necessario que a cada amostra analisada, seu
recipiente seja esvaziado e lavado ou substituido e isto, consequentemente,
prejudica a velocidade analitica. Além do mais, estes analisadores sao, em geral,

complexos, envolvendo muitas partes moveis tornando-0s pouco versateis.

1.5.2 — Analisadores Automaticos Robotizados

Os analisadores automaéticos robotizados sdo caracterizados por
apresentar um braco mecanico (um robd) para execucao de operac@es analiticas.
A complexidade mecénica e o custo elevado fazem com que esses sistemas
possuam diversas limitacOes para realizacdo de analises automaticas. No
entanto, eles desempenham um importante papel em etapas preliminares do
procedimento analitico, como em tarefas que envolvam, por exemplo, a
manipulacdo de materiais toxicos ou explosivos. Entretanto, seu elevado custo
de manutencéo e aquisi¢do, complexidade mecénica e baixa velocidade analitica
sdo limitagbes que os tornam pouco atraentes para realizacdo de analises

automaticas, principalmente para analises de rotina.

1.5.3 — Analisadores Automaticos em Fluxo

Os analisadores em fluxo apresentam as caracteristicas de
processamento da amostra e reagente em fluxo continuo, seccionado ou nédo por
bolhas de ar. De uma forma geral, devido a quantidade crescente de analisadores
em fluxo desenvolvidos, a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada'®
(do inglés: International Union of Pure and Applied Chemistry — [TUPAC) tem

recomendado uma classificacdo de acordo com o processamento da amostra e/ou
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reagente(s) bem como da caracteristica basica de seu fluxo. Em uma outra
recomendacdo mais recente da IUPACR", foram incluidos os analisadores
automaticos que usam a multicomutacao.

Os analisadores automaticos em fluxo podem ser classificados como:

= Analisador em Fluxo Segmentado;

» Analisador por Injecéo em Fluxo;

= Analisador em Fluxo Monosegmentado;
= Analisador por Injecéo Sequencial;

= Analisador em Fluxo Multicomutado;

= Analisador em Flow-Batch ou Analisador Fluxo-Batelada.

1.5.3.1 — Analise em Fluxo Segmentado

Estes analisadores sdo caracterizados pela interseccdo da zona da
amostra por varias bolhas de ar. Estas intersec¢des dividem o fluxo em pequenos
segmentos, proporcionando o estabelecimento do equilibrio quimico mais
rapidamente quando o reagente é adicionado a eles. SKEEGSPY (1957)
desenvolveu o primeiro trabalho empregando esta técnica, que recebeu o nome
de Analisador em Fluxo Continuo (do Inglés: Continuous Flow Analysis - CFA).
Hoje em dia estes sistemas sdo conhecidos como Analisador em Fluxo
Segmentado (do inglés: “Segmented Flow Analysis — SFA”)** Nesta técnica
a amostra e 0 reagente sdo transportados em direcdo a unidade de detecgédo na
forma de um bombeamento em fluxo continuo, sem segmentacéo por bolhas de

ar.

1.5.3.2 — Analise por Injecdo em Fluxo

Apesar de serem conhecidos varios trabalhos anteriores®? que
propuseram sistemas que se caracterizam dentro do grupo dos Analisadores por

Injecdo em Fluxo (do inglés: Flow Injection Analysis -FIA ), foram RUZICKA
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e HANSEN™?! que denominaram este sistema pelo acronimo FIA e
determinaram suas caracteristicas como sendo: injecdo da amostra em um fluido
carregador que transporta esta amostra em direcdo ao detector, sem a
interseccdo de bolhas de ar. A amostra passa por varios processos analiticos
necessarios a analise, durante o percurso em direcdo ao detector, porem como no
transporte a amostra sofre dispersdo, o equilibrio fisico e quimico geralmente
nédo é atingido. Portanto, a sensibilidade do método € menor do que a obtida em
um analisador robotizado ou em batelada. Estes analisadores tém sido usados

para implementar varios procedimentos analiticos, dentre os quais podemos citar

0[35-38] 8[39’40]

adicbes de padrd , titulacbe , exploracdo de gradientes de
concentracdo”®*" extraces por solvente! adicdo de reagentes por
confluéncia'**!, o emprego de zonas coalescentes (merging zones)™*!, de fluxo
intermitente (intermittent flows)***!  de reamostragem de zonas (zone-
sampling)*®,  de armazenamento de zonas (zone-trapping)*”, de

multilocalizac&o de detectores (multisite ou leaping detector)***! etc.

1.5.3.3 — Analise em Fluxo Monosegmentado

Os Analisadores Automaticos em Fluxo Monosegmentado séo
caracterizados pela interseccdo da zona da amostra entre duas bolhas de ar. Estas
bolhas minimizam a dispersdo da zona da amostra, permitindo longos tempos de
residéncia, e impedem a intercontaminacdo das amostras. PASQUINI e
OLIVEIRAP" (1985) desenvolveram o primeiro trabalho empregando esta
técnica, que recebeu o nome de Analise em Fluxo Monosegmentado (do Inglés
MonoSegmented Flow Analysis — MSFA). Estes analisadores aliam as boas
caracteristicas dos analisadores FIA (tais como boa reprodutibilidade e exatidao,
alta velocidade analitica, versatilidade, baixo consumo de reagentes e amostra e
baixo custo por analise) e dos analisadores segmentados por bolhas (alta

sensibilidade e menor intercontaminagdo com maior tempo de residéncia).
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Comparando com os analisadores FIA, os analisadores MSFA apresentam uma
maior freqiiéncia analitica em metodologias envolvendo reacfes lentas porque
eles permitem um maior tempo de residéncia da amostra, com baixa perda de
sinal analitico devido a dispersdo e com desprezivel intercontaminacdo. Por
exemplo, velocidades analiticas de 120 amostras h™ foram obtidas usando
tempos de residéncia de 5 minutos”™”. Os analisadores MSFA tém sido usados
em analise por extraces liquido-liquido™'!, em determinacéo do teor de analitos
gasosos em amostras gasosas" !, em analise clinica™ e em procedimentos de

adicBes de padrdo™ e titulacdes"*>*!, entre outras aplicacdes.

1.5.3.4 — Analise por Injecdo Seqiiencial

O conceito e as bases dos Analisadores por Injecdo Sequencial (do
inglés: Sequential Injection Analysis — SIA) foram propostos por RUZICKA e
MARSHALL" (1990). Nesses analisadores, geralmente, é usada uma valvula
multi-port (valvula SIA) responsavel por selecionar as solucBes (amostras,
reagentes, tampdes, etc) que serdo inicialmente aspiradas sequencialmente para
um reator (bobina, cAmara reacional, etc), onde se inicia a reagcdo e em seguida,
0 produto formado é bombeado para o detector. Essa abordagem é bastante
simples e permite combinar reagentes e amostra de forma muito flexivel. A
robustez é outra caracteristica de destaque com relacdo aos demais analisadores
em fluxo'®!. A principal desvantagem é a baixa velocidade analitica quando
comparados com outros analisadores automaticos em fluxo desenvolvidos para o
mesmo proposito analitico. Os analisadores SIA, devido as suas caracteristicas

de multitarefa, t&m sido usados para as mais diversas aplicacdes analiticas'®”'.

1.5.3.5 — Analise em Fluxo Multicomutado

O primeiro Analisador em Fluxo com Multicomutacdo (do Inglés:

Multicommutation in Flow Analysis — MFA) foi proposto por REIS et al.'"!
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(1994). Esse sistema caracteriza-se por usar valvulas solendides de trés vias para
fazer a insercdo da amostra, do reagente e do fluido carregador em uma maneira
multicomutada. O volume de amostra, reagente e o fluido carregador
introduzido no sistema MFA sdo definidos pelo tempo de abertura das valvulas
solendides de controle. Nesse procedimento cada valvula atua como um
comutador individual durante o processo analitico. A precisdo da amostragem
das solucdes depende do tempo de acionamento das valvulas e da pulsacdo da

[62,63]

bomba peristaltica. Em revisdes recentes , 0S autores apresentam varias

aplicacOes dos analisadores MFA, usando diferentes procedimentos analiticos.

1.5.3.6 — Analisadores em Fluxo-Batelada

Os Analisadores em Fluxo-Batelada (do inglés: Flow-Batch Analyser
— FBA) foram inicialmente propostos por Honorato et al'® (1999). Estes s&o
caracterizados principalmente pelo uso de valvulas solenoides e de uma camara
de mistura aberta e, também, por apresentarem caracteristicas intrinsecas
favoraveis dos diferentes Analisadores Automaticos em Fluxo e em Batelada.
Sendo assim, eles apresentam boa precisao e exatiddo, alta velocidade analitica,
baixo custo por anélise, baixo consumo, menor manipulacdo e contaminacédo de
reagentes e amostras, geracdo de pouco residuo para o meio ambiente, etc. De

uma maneira geral, os analisadores FBA apresentam as seguintes caracteristicas:

1. Usam valvulas solendides de trés vias para direcionar os fluidos e uma camara aberta
para mistura, reacdo, preparacdo de solucGes de calibracdo, adicdes de analitos,
exploracdo de gradientes de concentracao, etc, tornando esses sistemas robustos, simples
e de baixo custo de manutencéo;

2. Funcionam apenas sob rigoroso controle via microcomputador garantindo precisdo no
tempo de acionamento das véalvulas e conseqlentemente, nos volumes dos fluidos
adicionados na camara;

3. A adicdo da amostra, reagentes, solucdes padrdo, tampao, diluentes, indicadores, etc na
camara aberta séo feitas em fluxo usando um processo de multicomutagcdo simultanea

e/ou intermitente dos fluidos de acordo com o método analitico desenvolvido;
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4. A amostra é processada em batelada, assim, as medidas podem ser realizadas com a
maxima sensibilidade, pois os equilibrios fisico e quimico do processo analitico podem
ser obtidos e a dispersdo ou diluicdo da amostra pode ou ndo ocorrer;

5. A medida do sinal analitico é geralmente feita em fluxo, mas pode ser realizada
diretamente na camara aberta;

6. Métodos classicos bem estabelecidos sdo bem mais faceis de serem automatizadas usando
estes sistemas do que com outros sistemas de analise em fluxo;

7. S&o analisadores que conferem muita flexibilidade as metodologias, que podem ser
modificadas para se adaptar a um tipo de amostra. Por exemplo, pode-se trabalhar em
uma ampla ou curta faixa de concentracdo das amostras, mudando apenas os parametros
operacionais em seus softwares de controle;

8. Sao analisadores muito versateis (carater multitarefa) porque, sem alterar as
configuracdes fisicas do sistema, permitem, mudando apenas os parametros do software
de controle, a implementacdo de diferentes processos analiticos (titulacdo, adi¢bes de
analito, preparacdo de solucdes de calibracao, analises screening, etc);

9. Permitem explorar gradiente de concentragéo linear ou ndo linear das amostras e/ou dos
reagentes;

10. Como nos analisadores monosegmentados, as amostras podem residir no analisador por
longo tempo sem comprometer a velocidade analitica, tornando-os adequado para
metodologias analiticas envolvendo reacGes de cinética muito lenta;

11. Devido a associacdo das vantagens intrinsecas dos sistemas discretos (batelada) e dos
analisadores em fluxo, qualquer metodologia pode, em principio, ser implementada
usando um analisador Flow-Batch, ou seja, eles apresentam um carater de

universalidade.

Os analisadores FBA tém sido utilizados para implementar diferentes

S [64-67]

procedimentos analiticos tais como: titulagte , pré-tratamento da amostra

para ajusta-la ao pH'®®! ou a salinidade!” adequada do meio de anélise,

ol71:721

adicOes de analit , preparacéo de solugdes multicomponente para calibracéo

multivariada™7* e anélises screening '*”-"!.
A seguir apresentaremos um breve historico dos analisadores
automaticos em fluxo desenvolvidos para determinacdo de fésforo usando os

principais métodos opticos.
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1.6 — Analisadores automaticos para a determinacao de fosforo

O uso das técnicas Opticas acopladas aos analisadores automaticos em
fluxo proporcionou um grande avanco com relacdo aos métodos classicos e
métodos instrumentais manuais. A estes sistemas sdo atribuidas diversas
vantagens quando eles sdo comparados aos metodos ndo automaticos,
principalmente, o reduzido consumo de reagentes, amostras e descarte ao meio

ambiente, a baixa manipulacéo analitica, o baixo tempo e custo de analises, etc.

Analisadores automaticos SFA, comercializados pela Technicon
Instruments Corporation — Chauncey - New York com o nome “Technicon
AutoAnalyzer”, tém sido usados para a determinacdo de fosforo empregando
geralmente o método espectrofotométrico do azul de molibdénio desde 19607,
Hoje em dia, também podem ser encontrados comercialmente”” analisadores
automaticos FIA e SIA para determinacdo de fosforo empregando a mesma
metodologia. Inclusive, as determinacdes de fosforo empregando analisadores
automaticos SFA e FIA tém sido recomendado como método de referéncia pela

APHA (American Public Health Association)™"'.

MECOZZI et al.™ (1995) realizaram a anélise de fosforo em aguas
marinhas com SFA pela determinacdo do complexo de fosfomolibdato. Para
corrigir a baixa exatiddo obtida ao se utilizar a calibracdo pelo método dos
minimos quadrados que ndo considera as diferentes respostas das amostras e das
solugbes padréo, foi realizada uma calibracdo multivariada. O erro que surge do
efeito salino é corrigido por meio de um método de regressédo robusta (RRM)
que seleciona a faixa de salinidade onde a resposta analitica sé depende das
concentracdes de fosforo. Estes métodos de calibracdo séo especialmente Gteis

em analises onde o efeito de salinidade é particularmente relevante.

Com o objetivo de otimizar a performance e minimizar a interferéncia
de silicatos na anélise de fosforo, ZHANG et al.”””! (1999) desenvolveram um

analisador SFA. Os problemas associados a formacgéo de produtos coloidais no
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método do molibdato e a interferéncia de silicatos podem ser contornados
utilizando-se Sb como catalisador da reacdo do azul de molibdénio, pH final da
solucdo de 1,00 e mantendo-se uma relacdo [H'])/[Mo] em torno de 70, em

temperatura ambiente.

RUZICKA E STEWART" (1975) foram quem, pela primeira vez,
publicaram um analisador automatico FIA para determinacdo de fdésforo pelo
método do azul de molibdénio em meio &cido utilizando acido ascérbico como
reagente redutor. Os efeitos de volume de amostra, comprimento e didmetro dos
tubos, altura de pico e velocidade de amostragem na determinacdo de fosforo em
digeridos de plantas em meio acido foram investigados e condi¢fes 6timas para
a analise por injecdo em fluxo foram descritas. Uma frequéncia analitica de 420
amostras por hora foi alcancada sem problemas de carryover e uma estimativa
de uma frequéncia analitica de até 700 amostras por hora foi estabelecida. O
sistema FIA se mostrou adequado para amostras de rotina apresentando
vantagens Obvias sobre os métodos automatizados e classicos quando se

comparam a freqiiéncia analitica, simplicidade, design e custo.

HIRAI et al.® (1980) desenvolveram um método FIA
espectrofotometrico para a determinacdo de orto e polifosfatos inorganicos,
como o difosfato e o trifosfato, baseado na formacao do 12-molibdofosfato. As
amostras foram determinadas numa frequéncia analitica de 45 amostras por hora

com desvio padréo relativo inferior a 1%.

MOTOMIZU et al.® (1987) propuseram um sistema FIA para a
determinacédo espectrofotométrica de fosforo como ortofosfato acoplada a uma
extracédo por solvente. A associacdo ionica formada entre molibdofosfato e verde
de malaquita foi extraida numa mistura de benzeno com 4-metil 2-pentanona
(1+2 v/v) e a absorbancia foi medida em 630 nm. Foi utilizado como fluido
carregador uma solucdo de acido sulfarico 5,0x10° mol-L. O fluido reagente

apresentava molibdato de amodnio, verde de malaquita e acido sulfurico. A
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freqliéncia analitica foi de 40 amostras por hora e as curvas analiticas para
anélises de aguas de rios apresentaram limite de quantificacdo de 30 ng-mL™ e
de 1,0 pg:-mL™ para injecdes de amostras de 300 e 10 uL respectivamente, com

limite de deteccdo de 0,1 ng-mL™.

YOSHIO NARUZAWA et al.®! (1988) desenvolveram um sistema
FIA para a determinacéo de silicatos, fosfatos e arsenatos utilizando uma coluna
de troca i6nica (TSK-gel SAX) empacotada para a separacdo em linha destes
ions. As determinagdes eram baseadas na reacdo do azul de molibdénio
utilizando o acido ascdrbico como reagente redutor. As absorbancias foram
registradas a 810 nm. Os efeitos da velocidade de fluxo, temperatura, e volumes
injetados foram estudados. As condigdes 6timas de analise foram fixadas em
0,25 mL min™ para o acido ascorbico, temperatura de reacdo de 95°C, e volumes
injetados de 300 uL. A concentracdo ideal para separagdo e determinagdo dos

trés fons se encontravam em torno de 10 mol-L™.

BENSON et al.’®™ (1994) desenvolveram um sistema de analise em
fluxo on-line para a determinacéo de fosforo em &guas naturais e aguas residuais
que utilizava um fotoreator UV e uma unidade de digestdo térmica em série. O
ortofosfato formado era detectado como azul de fosfomolibidénio depois de
filtracdo on-line. O sistema de analise permitiu testes de recuperacao de até 85%
do fésforo. Quando o método proposto foi aplicado a analise de fosforo em
aguas residuais, os resultados se mantiveram proximos daqueles obtidos com os
métodos de digestdo convencionais. A técnica permitia analise de 8 amostras por
hora com 4 replicatas, apresentou resposta linear na faixa de 0 a 18 mg.L™" e
limite de deteccdo de 0,15 mg-L™.

MARTELLI et al®! (1995) desenvolveram um sistema FIA para a
determinacdo sequencial de nitrogénio, fosforo e potassio em fertilizantes.

Como método Otico para determinacdo de fosforo foi empregado o método do

20



azul do molibdénio. Com este sistema automatico foi possivel realizar 75

analises por hora com desvios padrdes relativos (DPR) inferiores a 3%.

Um sistema polivalente de analises quimicas por injecdo em fluxo foi
proposto por NOGUEIRA et al.™! (1997) para a determinacdo de calcio,
magnésio e fosforo por espectrofotometria em digeridos acidos de plantas.
Utilizou-se como reagente colorimétrico a orto-cresolphtaleina-complexona
(CPC) para a determinacdo de calcio e magnésio, e molibdato ou vanadato de
amonia para a determinacdo de fosforo a um pH 10,5, com acido etileno-bis-
(oxi-etilenodiamino)-tetracético (EGTA) como agente mascarante para calcio e
magnésio. Limites de deteccdo de 0,10, 0,05 e 0,004 pg-L™ para calcio,
magnésio e fosforo, respectivamente, com desvios padrdo relativos (DPR’s)
inferiores a 0,02% foram obtidos quando comparados com a espectroscopia de
absorcdo atdmica. Freqléncias analiticas de 107 amostras por hora para a
determinacéo de fosforo e de 75 amostras por hora para calcio e magnésio foram
observadas.

LI et al.®™ (2002) desenvolveram um novo sistema FIA com deteccio
espectrofotomeétrica para determinar silicatos e fosfatos. A escolha do
comprimento de onda e dos efeitos da temperatura, do comprimento da bobina
reacional, das vazdes, das concentragOes de reagentes cromogénicos, entre
outros parametros, foram investigados. Neste método a concentracdo total de
fosfatos e silicatos e determinada com o auxilio de duas celas de fluxo. Na
primeira, o teor total de silicatos e fosfatos foi determinado como amarelo de
molibdofosfato e amarelo de molibdosilicato que absorvem em torno de 405 nm.
Apos esta determinacdo, e com a reducdo do amarelo de molibdofosfato, a
concentracdo dos silicatos € determinada numa segunda cela de fluxo. O fdsforo
¢ obtido por diferenca entre estes dois valores. A aplicacdo na determinacédo de
silicatos e fosfatos em aguas de caldeiras apresentou freqiiéncia analitica de 60 a

120 amostras por hora, com uma faixa de concentracdes de 0,05 mgL™” a
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22 mg:-L™" para silicatos e de 0,1 a 24 mg L™ para fosfatos. Os DPR’s para as
determinacdes foram inferiores a 1,3%.

VLESSIDIS et al.®” (2004) realizaram um estudo para a validacdo de
métodos FIA com deteccao espectrofotométrica e de métodos de digestdo para a
analise de fosforo total em aguas residuarias. Apos otimizacdo, foi observado
que o método que apresenta a faixa de analise mais larga (0-50 mg-L™) e com
possibilidades de extensdo, é o método do azul de molibdénio com acido
ascorbico. O método de digestdo com persulfato se mostrou mais adequado para
ser adaptado em linha em um sistema FIA, mas a sua sensibilidade diminui na
presenca de fosfato organico. A digestdo com persulfato adaptada a um sistema
FIA foi entdo utilizada para a analise de aguas residuarias apresentando uma boa
correlagdo com o método cléssico.

BUANUAM et al.™® (2006) propuseram um sistema FIA automatico
que explora o fracionamento dindmico on-line da amostra e a extracdo em
microcoluna de substratos sélidos do meio ambiente por injecdo sequencial para
a analise de fdsforo inorganico. Fosforo reativo inorganico foi determinado
espectrofotometricamente em extratos de solidos pela reacdo do azul de
molibdénio. O limite de deteccdo foi de 0,02 mg-L™ enquanto a faixa dinamica
se estendeu até 20 mg-L™.

MUNOZ et al.® (1997) determinaram ortofosfato pelos métodos do
vanadomolibdato, do verde de malaquita e do azul de molibdénio utilizando-se
um Unico analisador SIA. O método que apresentou melhor resultado foi o do
azul de molibdénio com DPR de 1,7%, limite de deteccdo 0,01 mg-L™ e faixa
dindmica até 4 mg-L™?, enquanto o verde de malaquita apresentou os piores
resultados com DPR de 18% e faixa dinamica até 0,4 mg.L™. A freqiiéncia
analitica para os trés métodos foi de 30 amostras por hora. Os autores observam
que nenhum dos métodos utilizados foi sensivel o suficiente para a determinacao

de fésforo em &guas naturais utilizando o sistema proposto.
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A andlise de fosforo total em alimentos foi realizada por OLIVEIRA
et al.’” (1998) utilizando-se um sistema de analise por injecdo em fluxo
sequencial com determinacdo espectrofotométrica. Este sistema envolvia o
preparo in-line da amostra cuja suspensdo natural era transportada com acido
nitrico através de uma bomba de digestdo home-made colocada dentro de um
forno de microondas onde o fluxo era paralisado para subsequiente digestao.
Apbs um determinado tempo de digestdo a amostra foi direcionada para a
deteccédo. O sistema foi aplicado na determinacédo de fésforo total em alimentos
utilizando espectrofotometria com azul de molibdénio. Segundo os autores, 0
sistema se apresentou muito robusto e permitiu medidas com DPR inferiores a
3% para a faixa de 20,0-400,0 mg-L™ de fsforo.

MAS-TORRES et al.”" (2004) propuseram um sistema SIA para a
determinacéo de ortofosfato em bebidas, aguas residuais e amostras de urina por
eletrogeracdo de azul de molibdénio a partir do complexo é&cido 12-
molibdofosforico utilizando eletrodos tubulares como detectores. O método se
apresentou linear até 20 mg:-L™* com DPR inferiores a 2,4%.

THEMELIS et al.” (2004) desenvolveram um sistema SIA para a
determinacédo direta de fosfato em amostras de urina com diluicdo on-line e
deteccdo fotomeétrica. A curva de calibracdo para o fosfato se apresentou linear
na faixa de 0,05x10° a 3x10° mol-L™", faixa esta que abrange o teor
normalmente encontrado de fosforo na urina. O coeficiente de regressao foi de
0,996 com desvio padrao relativo (DPR) de 3,9% para uma concentracdo de
1x10 mol-L™* (n=10). O sistema, quando aplicado a amostras reais, apresentou
valores de recuperacdo em torno 97,5% com frequéncia analitica de 30 amostras
por hora.

FRANK at al.”*! (2006) descreveram um sistema SIA adequado para a
determinacdo rapida do complexo de fosfomolibdato filtravel. O sistema foi
aplicado na determinacéo de fosfato em aguas costeiras com freqiiéncia analitica

de 270 amostras por hora e limite de deteccéo de 0,05 pmol L™.
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PASQUINI et al.”™ (1985) desenvolveram um sistema MSFA para a
determinacdo de fdésforo em urina cujas caracteristicas foram avaliadas na
auséncia de reagdes quimicas. O sistema proposto, que pode ser aplicado em
determinagdes que exijam longos tempos de residéncia, foi utilizado para a
determinacdo de amonia, fosforo e cromo, com limites de deteccdo 5, 20 e
3 ng-mL™ respectivamente a 99,7% de nivel de confianca. A freqiiéncia analitica
foi da ordem de 120 amostras por hora com precisdo em torno de 1%.

DINIZ et al.” (2004) empregaram um sistema monosegmentado para
a determinacdo de baixos teores de fosfato em aguas naturais. Neste sistema,
amostra e reagentes eram injetados simultaneamente em uma bobina reacional
de teflon onde eram homogeneizadas enquanto 0 monosegmento era bombeado
em direcdo ao detector fotométrico. O ion fosfato foi determinado a 650 nm
apos a sua reacdo com o molibdato e a associacdo do molibdofosfato formado
com o verde de malaquita. Em condi¢cbes Otimas de andlise, fosforo é
determinado numa faixa de concentracdo de 5-7,5 ng-L™ com limite de deteccio
de 0,7 ug-L™, coeficiente de regressdo de 0,9992 e freqiiéncia analitica de 72
amostras por hora.

MARUCHI e ROCHA"*! (2006) realizaram a determinac&o de fésforo
organico e inorganico por fracionamento da amostra de materiais de plantas.
Eles utilizaram procedimentos de pré-tratamento das amostras de modo a
transformar as diferentes espécies de fosforo em ortofosfato. Um sistema
monosegmentado com multicomutagdo foi utilizado para a determinagéo
espectrofotometrica do ortofosfato pelo método do azul de molibdénio. O
sistema apresentou como caracteristicas uma resposta linear na faixa de 0,5-
25 mg-L™, limite de deteccdo de 24 pg-L™ (99,7% de nivel de confianca)
coeficiente de variacdo de 3,5% (n=10) e uma freqiiéncia analitica de 38
amostras por hora.

KRONKA et al.”® (1996) determinaram seqiiencialmente amédnia e
ortofosfato em digeridos acidos de plantas utilizando um sistema multicomutado
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e amostragem binaria, baseado nos métodos do azul de indofenol e do azul de
molibdénio, respectivamente. O sistema de analise em fluxo e os hardwares
associados foram controlados por microcomputador utilizando um software
escrito em QuickBasic. Os DPR’s para a analise de aménio e de fésforo foram
2,0% e 1,5%, respectivamente (n=8). Os dados para a analise de fosforo foram
comparados com os fornecidos por ICP-OES e os de amonia com os obtidos por
titulacdo classica da amonia com hidréxido de sodio e ndo apresentaram
diferencas significativas para um nivel de confianca de 95%. Uma freqiiéncia
analitica de 80 amostras por hora foi verificada para o sistema.

KRONKA et al.””! (1997) desenvolveram um sistema em fluxo
multicomutado com amostragem binaria para implementar a técnica de zone
trapping a fim de estender a faixa analitica e melhorar a sensibilidade. O
procedimento foi empregado na determinacdo de ions ortofosfato em aguas
residuais e de rios. O sistema permitiu alcancar uma freqiiéncia analitica de 60
amostras por hora com DPR de 2% (n=6) para concentracdes tipicas de amostra
de 2,78 mg:L™.

ROCHA et al.”® (2001) propuseram um sistema multicomutado com
amostragem binaria e deteccdo espectrofotometrica para a determinacdo de
anions em amostras de agua utilizando uma valvula de trés vias controlada por
computador. As amostras de agua foram utilizadas como fluido carregador e 0s
reagentes cromogénicos foram adicionados de modo intermitente permitindo a
determinagéo sequencial de nitrato, nitrito, cloreto e fosfato, com ou sem 0 uso
de uma coluna de troca idnica em linha para a concentracdo das espécies. A
concentracdo em linha de determinadas espeécies era realizada durante a analise
da outra. Sob estas condi¢Oes, o procedimento pode ser usado para amostras
contendo 30-300 ug-L™ N-NO,, 0,1-1 mg-L™* N-NOs’, 1-10 mg-L™ CI" e 0,05-2,5
mg-L™ P-PO,*. Os limites de deteccdo observados foram 6 pg-L™ N-NO,,
40 ug-L™* N-NOg, 400 pg-L™ CI' e 30 pgL* P-PO,*, com um nivel de
confianca de 99,7%.

25



FERNANDES et al.”®! (2002) desenvolveram um sistema de anélise
em fluxo para a determinacdo simultanea de aménia e fosfato em aguas de rios a
nivel de ug-mL™ com uso de um fotdmetro a base de um diodo emissor de luz
(do inglés: Light Emitter Diode — LED) de baixo custo. Para a determinacgéo de
fésforo, o sistema se baseou na reacdo do azul de molibdénio e &cido ascorbico,
enquanto, para a determinacdo de amonia foi utilizada a reacdo da amonia com
hipoclorito e acido salicilico. A utilidade do sistema foi verificada na analise de
aguas naturais onde foi alcancada uma freqiiéncia analitica de 112
determinacdes por hora, com DPR de 1,1% e 0,7% (n=6) e limites de detec¢éo
de 7,0 ng-L™" e 17,0 pg-L™* para amdnia e fosforo respectivamente.

WU et al."™ desenvolveram um sistema “Lab-on-valve operado no
modo de injecdo micro sequencial que utiliza 0 método do azul de molibdénio
para a determinacdo espectrofotométrica de fosfato em &gua. O fosfato foi
determinado na faixa de 1,0 a 30,0 ug-L™* com r = 0,9997.

AMORNTHAMMARONG et al." (2005) desenvolveram um
sistema all-injection analysis no qual o detector foi localizado dentro do loop do
sistema de modo a reposicionar 0 detector a qualquer momento. O sistema foi
aplicado na determinacdo espectrofotométrica de fésforo em solo e extratos de
sedimentos utilizando o método do azul de molibdénio. Neste sistema, o efeito
Schlieren se apresentou como um problema podendo gerar sinais negativos ou
mesmo gerar uma leitura positiva ndo esperada para um branco.

Além das técnicas espectrofotométricas que utilizam, em sua maioria,
0 método do azul de molibdénio para a determinacéo de fosforo, outras técnicas
analiticas tém sido propostas.

Métodos de analise em fluxo com deteccdo fluorimétrica tém sido
proposto por OSHIMA et al."*®! (2005). Os métodos espectrofotométricos de
fluorescéncia possuem sensibilidades e seletividades melhores que o0s

espectrofotometricos UV-Vis. [Essas caracteristicas sdo inerentes da
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Fluorescéncia, 0 que motiva 0 uso destes métodos automaticos em fluxo para
automatizar esses metodos.

MORAIS et al.'"™ (2005) revisaram os principais métodos
quimiluminescentes aplicados na analise em fluxo de fosforo comparando as
diversas técnicas em fluxo (FIA, SIA, multicomutacdo, FIA com multisiringa,
etc) com deteccdo quimiluminescente. Segundo os autores, a determinacdo de
fosforo em nivel de tracos é a mais importante caracteristica associada a este
tipo de anélise, pois as mesmas tendem a apresentar limites de deteccdo muito
mais baixos do que aqueles apresentados pelas técnicas espectrofotométricas em
batelada ou em fluxo. Estes limites sdo alcancados em razdes das seguintes
caracteristicas:

- melhoria da seletividade por realizacéo de tratamento de amostras in-line
tais como separacdo fisica e reagdes quimicas;

- boas condicdes de reprodutibilidade do tempo de reacéo, pH, temperatura,
forca ibnica;

- minimizacdo do consumo de reagentes e producéo de efluentes;

- monitoracgao das rapidas reac¢6es quimiluminescentes, pois a cela de 3 fluxo
é localizada muito préximo do detector;

Métodos de radioluminescéncia em fluxo também tém sido propostos
para a determinacdo de fésforo. LEACH et al."® desenvolveram um sistema
FIA para a determinacdo de fosforo pelo método do amarelo de molibdénio. Os
autores observaram que as fontes de radioluminescéncia sdo alternativas viaveis
para estas determinacOes. Pela adequada selecdo do radioisétopo e do meio de
cintilicdo, as caracteristicas espectrais e temporais da fonte podem ser escolhidas
independentemente. Assim, uma boa fonte radioluminescente pode gerar limites
de deteccdo semelhantes aqueles obtidos pelos métodos de deteccdo que
utilizam as lampadas convencionais. No trabalho realizado, os limites de
deteccdo de ambas as fontes foram da mesma magnitude (0,4 mg-L™Y),

entretanto, a faixa dinamica do método radioluminescente foi duas vezes
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superior ao do método convencional. Assim, fontes de radiacdo luminescente de
baixa atividade sdo alternativas as lampadas convencionais na determinacéo de
fésforo.

Nos sistemas de determinacdo de fdsforo analisados, nédo foi
observada nenhuma metodologia para a determinacdo titulomeétrica de fosforo
com célcio que utilize um fotémetro de emissdo atdmica em chama (FEAC)
como técnica de deteccdo, principalmente para analises de fésforo em matrizes
com elevada concentracdo de ions sulfato.

Segundo BAKER e JOHNSON!"*! os anions fosfato promovem uma
reducdo do sinal de emissdo do célcio na chama devido a formacdo de
compostos refratarios, provavelmente o pirofosfato de calcio (Ca,P,0O;) em
chama. Estes pesquisadores investigaram a estequiometria das reacOes
envolvendo o célcio e fosforo e verificaram que a relagdo estequiometrica entre
estes ions é de 1:1. Também, foi observado que o ion sulfato forma um refratario
com o calcio com razdo estequiométrica 1:2 de modo que a sua influéncia na
resposta analitica deve ser considerada.

A Figura 1.1 foi elaborada a partir dos resultados apresentados no
estudo de Baker e Johnson e nos mostra que, quando uma solucdo de calcio é
titulada com anions sulfato (curva em azul escuro), ocorre uma diminuicdo do
sinal analitico de emissdo do célcio na chama até um ponto em que a relacéo
estequiometrica Ca:S na solucdo é de 1:2. A partir deste ponto, novos
incrementos de anions sulfato na solugdo nao alteram o sinal de emissédo do
calcio. Esta queda de sinal € relacionada a formacdo do refratario CaS,0; na
chama. Da mesma forma, anions fosfato, quando adicionados a solucdo de
calcio (curva em vermelho), provocam alteragdes no sinal de emissdo deste
cation. Entretanto, a queda na resposta analitica do calcio € muito mais intensa

para este anion.
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Segundo o grafico da Figura 1.1, o sinal analitico do Ca sendo
titulado pelo fosfato estabiliza quando a razdo estequiométrica se torna 1:1. Esta

diminuicdo de sinal é relacionada a formacéo do refratario Ca,P,0-.
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Figura 1.1 — Influéncia dos anions fosfato e sulfato nos sinais de emissdo de calcio em

fotometria de emissdo atdmica na chama.

Baker e Johnson também analisaram a influéncia no sinal de célcio na
presenca dos dois anions (curvas em cor de rosa e azul claro).

Quando uma solucdo de calcio é titulada por sulfato na presenca de
fosfato (curva cor de rosa), observa-se um aumento do sinal analitico. Este
aumento ocorre devido a competicdo entre os anions sulfato e fosfato pelo célcio
na chama. Com isto, ions fosfato, que provocam quedas intensas de sinal
analitico, passam a ser substituido por ions sulfato, que provocam quedas mais
brandas do sinal analitico. Assim, & medida que a concentracdo de sulfato tende
a superar a concentracao de fosfato, a curva analitica tende a se estabilizar num
nivel de sinal semelhante aquele obtido para solucGes de célcio sem a presenca
de fosfato. Entretanto, pode-se observar que o sinal analitico se apresenta

deslocado para niveis inferiores ao obtido com a solucdo sem fosfato. Da mesma
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forma, quando solucBes de calcio em presenca de sulfato sdo tituladas com
fosfato, a medida que a concentracdo de fosfato aumenta, aumenta a competicao
destes ions pelo calcio. Assim, devido a substituicdo do sulfato pelo fosfato,
observa-se uma queda mais intensa no sinal analitico do calcio na chama. Com
adicbes de fosfato em niveis de concentracdo superiores a do sulfato a
estabilizacdo do sinal ocorre no mesmo patamar da curva analitica de uma
solucéo de célcio pura, sem presenca de sulfato. Assim, diferentemente do caso
anterior, ndo existe um deslocamento da curva analitica devido a presenca de
sulfato, quando o calcio se encontra em solugdes com niveis de concentracao de
fosfato superiores a de sulfato.

E importante observar deste estudo, portanto, que mesmo que as
concentracdes de ions sulfato sejam muito superiores as de fosfato, o sinal
analitico de calcio sofrera influéncia do fosfato na solugdo. Este comportamento
torna possivel a titulacdo de fosfato por calcio, mesmo na presenca de ions
sulfato. Também, observa-se que, devido a interferéncia de ambos os anions no
sinal do calcio ndo € possivel observar com clareza a relagcdo estequiométrica de
1:1 ou de 1:2 observada nas curvas de titulacdo do calcio pelos anions
separados, 0 que ¢ esperado.

Considerando-se o0 exposto e a inexisténcia de trabalhos que utilizem a
deteccdo por FEAC para a titulacdo de fosforo por ions céalcio, desenvolveu-se
neste trabalho um titulador em fluxo-batelada automatico (TFBA) para a
determinacdo de fdésforo em tonicos fortificantes por fotometria de emissdo
atbmica em chama. Amostras de tonico fortificante foram escolhidas por
apresentarem elevada concentracdo de ions sulfato, possivel interferente neste
tipo de anélise.

O TFBA foi desenvolvido de modo a apresentar as seguintes
caracteristicas dos analisadores automaticos: simplicidade, robustez,
versatilidade, flexibilidade, baixo custo operacional e instrumental, elevada

freqiiéncia analitica, menor contato ambiente/analito, menor ingeréncia do
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operador e, conseqientemente, menor susceptibilidade a erros inerentes ao
processamento das amostras. Evidentemente, que as demais caracteristicas dos
analisadores FBA discutidas na Se¢do 1.5.3.6, sdo também inerentes ao sistema

aqui desenvolvido.

1.7 — Objetivo
Neste trabalho é proposta uma nova metodologia para a determinagéo
titulométrica do teor de fosforo em tonicos fortificantes por fotometria de
emissdo atdmica em chama usando um titulador em fluxo-batelada automatico e
calcio como titulante. A metodologia proposta tem como objetivo tornar-se uma
alternativa viavel e econdmica para a quantificacdo de fésforo em amostras que

apresentem elevada concentragéo de sulfato.

1.7.1 — Objetivos Especificos
Parar a verificacdo da viabilidade do método proposto, 0s seguintes

objetivos especificos foram tracados:
- Estudar o comportamento das curvas de titulacdo de fosforo com célcio na
presenca de elevadas concentracOes de sulfato e verificar a sua viabilidade para
a determinacéo de fosforo por calcio em matrizes ricas em sulfato;
- Desenvolver um sistema de titulacdo automatizado em fluxo-batelada adaptado
a um fotdmetro de emissdo atdmica em chama para a deteccdo de sinais de
calcio que se correlacionem ao contetdo de fosforo em amostras sintéticas e
reais (tonicos fortificantes);
- Desenvolver um software de controle do sistema de titulagdo automatizado e
de aquisicdo de dados do detector fotometrico;
- Elaborar um procedimento analitico automatizado que torne viavel a analise de
fosforo por célcio na presenca de ions sulfato em amostras de tdnicos

fortificantes.
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CAPITULO II

“Tudo que esta no plano da realidade ja foi
sonho um dia”.

Leonardo da Vinci.

2 — Experimental

2.1 — SolugOes Padrao, Reagentes e Amostras

Para a preparacdo das solugGes e amostras foram utilizados reagentes
quimicos de grau analitico (P.A) da marca Merck. Agua deionizada fornecida
por um sistema deionizador Mili Q Plus, 18 MQ cm foi sempre utilizada no
preparo das solucgoes.

O método do amarelo de molibdovanadato de aménio foi utilizado
como método de referéncia para a analise de fosforo. Para tanto foi preparada
inicialmente uma solucdo de molibdato de aménio ((NH4)sM0QOy4) 5% (m/v),
dissolvendo-se 26,55 g do sal tetrahidratado em agua deionizada e completado o
seu volume para 500 mL. Em seguida uma solucédo 0,25% (m/v) de vanadato de
aménio (NH,VO3) foi preparada pesando-se 1,25 g do sal e dissolvendo-se em
cerca de 250 mL de &gua deionizada quente. Apds atingir a temperatura
ambiente, 175 mL de acido nitrico concentrado foi adicionado e o volume
completado para 500 mL com agua deionizada.

Uma solucdo estoque de fésforo de 1000 mg-L* foi preparada
pesando-se 2,195 g de fosfato monobaésico de potassio (KH,PO,4) previamente
seco em estufa a uma temperatura de 120°C. O fosfato seco foi dissolvido em
uma aliquota de 4gua onde foram colocados 5 mL de &cido sulfarico 5 mol-L™.
Em seguida, seu volume foi aferido para 500 mL com &gua deionizada. Nesta
solucdo, a concentracdo de sulfato foi de 0,05 mol L™ o que equivale a

1600 mg-L™ de enxofre.
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Solucdo de &cido sulfarico 0,05 mol-L™* foi preparada para ser
empregada na diluicdo do estoque durante o preparo das solucdes padrdo de
fésforo.

Padroes de fosforo nas concentracbes 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e
25,0 mg-L™* foram preparados para a construcdo de curvas de titulagdo através
de dilui¢Bes da solucéo estoque de fosforo.

Para as analises no TFBA, foi utilizada sempre uma solugdo padrao de
Ca”* na concentrago de 50,0 mg:L™, usada como titulante de fésforo, preparada
a partir de uma solugao estoque de 1000 mg-L™* de Ca?* *1l.

As amostras de ténico fortificante foram adquiridas em farmacias da
cidade de Jodo Pessoa-PB. Devido a sua elevada concentracdo de fosforo
(1475 mg-L™"), as mesmas foram diluidas por solucdes de écido sulfdrico

0,05 mol-L™*, de modo a se obter concentracio de fosforo proxima de 20 mg-L™.

Tabela 2.1 — Composicéao dos tonicos fortificantes analisados por 15 mL de amostra.

Componentes Teor
Sulfato ferroso heptaidratado 12,49 mg
Acido fosférico 69,99 mg
Extrato glicélico de aloe perryi 0,015 mL
Extrato glicélico de commiphera myrrha 0,0015 mL
Extrato glicélico de myristica fragrans 0,030 mL
Extrato glicélico de cinnamomum zeylanicum 0,15 mL
Excipiente g.s.p. 15,0 mL

Nas analises realizadas, considerou-se que a unica fonte de fésforo foi
0 acido fosférico. Como pode ser observado, na composi¢cdo do tonico
fortificante analisado, 0os outros componentes se apresentam em teores muito
baixos. Os componentes que poderiam apresentar um teor de fosforo
significativo sdo os extratos alcoolicos de materiais vegetais. Destes, 0 extrato
glicdlico de cinnamomum zeylanicum é 0 componente que se apresenta em
maior quantidade (0,15 mL/15mL de tonico = 1% v/v). Entretanto, como pode
ser observado pela Tabela 1.2, a quantidade de fésforo em materiais vegetais e
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animais ndo chega a ser superior a 1%. Assim, o teor de fésforo proveniente

deste extrato e presente no ténico fortificante pode ser desconsiderado.

2.2 — Materiais e Equipamentos

O TFBA desenvolvido para determinacdo de fdésforo em tdnicos
fortificante € composto de um fotdmetro de emissdo atbmica em chama (FEAC),
um microcomputador (MC), uma interface de controle e aquisicdo de dados,
uma camara de mistura (CM), uma bomba peristéltica (BP), quatro véalvulas
solenoides (VS) e um acionador de vélvulas (AV).

Para melhor compreensao do espaco fisico e da aparelhagem utilizada,
cada um destes materiais e equipamentos serdo descritos em detalhes nas

proximas secoes.

2.2.1 — Analisador Titulador Fluxo-Batelada - TFBA
A Figura 2.1 apresenta o sistema TFBA desenvolvido para determinar
fosforo em tonicos fortificantes por FEAC. Cada componente do TFBA sera

descrito em mais detalhes nas proximas secoes.

Figura 2.1 — Fotografia do TFBA para determinacdo de fosforo em tdnicos fortificantes por

FEAC. AV = Acionador de Valvulas; CM = Camara de Mistura; VS = Valvulas Solendides;
BP = Bomba Peristaltica; FEAC = Fotometro de Emissdo Atdmica em Chama.
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2.2.1.1 — Fotdmetro de Emissdo Atomica em Chama
As medidas de emissdo foram realizadas empregando-se um
Fotometro de Emissdo Atdmica em Chama, Figura 2.2, da marca Digimed,
modelo NK — 2004, acoplado ao um microcomputador, Pentium Il 850Mhz,

através de uma interface comercial.

Figura 2.2 — Fotdbmetro de Emissdo Atdmica em Chama.

2.2.1.2 — Microcomputador

Para controle, aquisicdo e tratamento dos dados utilizou-se um

microcomputador Pentium 11 850Mhz.

2.2.1.3 — Interface de Controle e Aquisicao de Dados
O cartdo PCL-711 da PC-LabCard (Advantech), Figura 2.3, é uma
interface de controle e aquisicdo de dados programavel acoplavel a um slot ISA
(do inglés: International Standard Architecture) do microcomputador.
A interface PCL-711 é constituida de um sistema de chaves que
permite definir o endereco base a partir do qual os demais elementos séo
acessados, um conversor analégico/digital (AD) responsavel pela transformacao

da informacao analogica gerada pelo FEAC em uma linguagem interpretada por
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microcomputadores (digital), um conversor digital/analdgico (DA) responsavel
pela transformacdo da informacdo digital em um sinal analdgico, um circuito
integrado (CI) que permite selecionar até 8 diferentes sinais analdgicos (canais)
a ser lido pelo AD, dois CI’s que permitem controlar, seja enviando (saida
digital) ou recebendo (entrada digital) bits de controle, até 16 dispositivos. Para
0s casos de medidas de sinais analdgicos baseados no tempo, essa interface
possui um CI programavel comercialmente conhecido como 8253. O CI 8253 é
conectado a interrupcdo do microcomputador para que a cada intervalo de tempo
programado por software uma interrupcdo seja gerada e o A/D realize um

conversao.

Figura 2.3 — Interface PCL-711.

O AD de 12 bits realiza uma conversdo a cada 25us e pode ser
configurado por software para trabalhar em 5 (cinco) diferentes faixas: + 5V
(ganho 0), £2,5V (ganho 1), +1,25V (ganho 2), £0,625V (ganho 3) e
+0,3125 V (ganho 4). O DA de 12 bits realiza uma conversao a cada 30 us e
pode ser ajustado por jampeamento para trabalhar nas faixasde0a+5Ve0Oa
+10 V.
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2.2.1.4 — Camara de Mistura

Para promover uma melhor homogeneizacdo entre 0s reagentes e
amostras, durante o processo de titulacdo, o TFBA utiliza uma camara de
mistura (CM). Esta foi confeccionada por um cilindro de PTFE (Teflon) com
um volume interno de aproximadamente 2,0 mL, contendo em seu interior, uma
barra magnética (BM) de 3 mm x 6 mm, cuja rotacdo é proporcionada sob a
acao de um agitador magnético, da marca Hanna Instruments, modelo HI 190M.
Na Figura 2.4 é apresentado um diagrama esquematico da camara e suas
dimensdes.
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Figura 2.4 — Diagrama esquematico da Camara de Mistura.

2.2.1.5 — Bomba Peristaltica
Uma bomba peristéltica (BP), da marca Ismatec, modelo MCP 78002-
00 foi utilizada para propulsionar os fluidos para a camara de mistura e para o
sistema de deteccdo. Esta utilizou tubos de Tygon com didmetro interno de 1,14
mm e tubos Teflon com 0,8 mm de didmetro interno usados nas linhas de

conducdo destes fluidos. A bomba peristéltica foi equipada com cinco canais de
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bombeamento com controle digital de direcdo e velocidade (rpm) sendo

controlada pela porta serial rs232 do microcomputador.

2.2.1.6 — Valvulas Solendides

Para intercalar e selecionar 0s volumes de amostras, reagentes e agua
a serem introduzidos na camara de mistura foram usadas quatro valvulas
solendides three-way (VS), da marca Cole Parmer, mostrada na Figura 2.5.
Estas valvulas foram controladas pelo microcomputador atraves de um

acionador de valvulas construido no laboratorio.

Figura 2.5 —Véalvulas solendides three-way.

2.2.1.7 — Acionador de Valvulas

Um acionador de valvulas (AV), que é um driver de corrente foi
desenvolvido para controle de abertura e fechamento das valvulas solenoides
através de um sinal digital enviado pelo microcomputador. Este acionador pode
ser visualizado através da Figura 2.6 e seu circuito eletrdnico € mostrado na

Figura 2.7.

Figura 2.6 — Imagem do acionador de valvulas.
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As valvulas solendides sdo acionadas a partir do nivel l6gico (1/0) de
um dos bits enviados pelas linhas de comunicacdo de uma das portas paralelas
da interface de controle e aquisi¢do de dados. Os circuitos de acionamento séo
programados para serem ativados através do recebimento de um bit (nivel l6gico
alto) em suas entradas. Este bit ativa o driver de corrente enviando um pulso
elétrico de 12 V, que depois cai a 10,5 V, com uma corrente de 150 mA,
apresentando assim, poténcia suficiente para abrir as valvulas solenoides. A

queda de tensdo aumenta a vida util das valvulas.
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Figura 2.7 — Circuito eletrénico do acionador de valvulas solendides.

Uma fonte de alimentacdo de + 12V, cujo circuito eletrbnico €
mostrado na Figura 2.8, foi construida para fornecer os niveis de tenséo e

corrente adequada para o funcionamento dos drivers.
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Figura 2.8 — Circuito eletronico da fonte de alimentacéo para o acionador de valvulas.
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2.2.1.8 — Diagrama de Fluxos do Sistema
Para um melhor entendimento do TFBA desenvolvido para

determinacéo de fosforo, um diagrama de fluxo é apresentado na Figura 2.9.

Figura 2.9 — Diagrama simplificado do TFBA — Vca, Ve, V2o € Vp = Vélvulas Solendides
do Célcio, Fosforo e da Agua respectivamente; CM = Camara de Mistura; AM = Agitador
Magnético; FEAC = Fotdémetro de Emissdo Atdémica em Chama; AV = acionador das
Vélvulas; MC = Microcomputador.

No diagrama acima, observa-se o controle do acionador de valvula e
aquisicdo dos sinais produzidos pelo FEAC através do microcomputador. E
possivel ver também que nesta configuracdo, titulante, amostra e agua estdo
sendo bombeadas em fluxo intermitente enquanto agua esta sendo aspirada
continuamente para o detector.

Através do microcomputador, as valvulas solendides podem ser
acionadas de maneira adequada para 0 bombeamento dos fluidos em direcdo a

camara de mistura para a tomada dos sinais.

2.2.2 — Software de Gerenciamento

Para controle e aquisi¢do dos sinais analiticos, um ““software” escrito
em linguagem gréfica visual LabView®5.1 foi desenvolvido. Este software

possui um painel interativo (Figura 2.10) permitindo assim que operadores com
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pouca experiéncia em analise possam realizar as determinacdes sem grandes

dificuldades.
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Figura 2.10 — Interface gréfica para controle do sistema e aquisicéo de dados.

O “software” controla as etapas operacionais do sistema
desenvolvido, tais como: tempo de abertura e fechamento das valvulas,
aquisicdo dos dados através da interface e tratamento estatistico dos sinais.

Atraves do painel principal o analista pode receber orientacdes e
acompanhar todo o processo da andlise através de caixas de didlogo, além de
poder controlar todos os parametros do sistema, facilitando as etapas de
otimizacdo. Os dados sdo gerados através de graficos e sdo armazenados na
forma de arquivos de texto. Ao acessar a janela do software, Figura 2.10, o
analista escolhe as valvulas e o tempo de abertura para cada uma delas.

Uma tela contendo o codigo fonte do programa criado, Figura 2.11,
mostra alguns dos comandos graficos do algoritmo desenvolvido.

Como os volumes adicionados na camara de mistura sédo diretamente

proporcionais ao tempo de abertura das valvulas, e estes volumes variam de

41



acordo com a vazao utilizada em cada canal, todo o procedimento do analisador

titulador sera descrito usando sempre o termo tempo em vez de volume.
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Figura 2.11 — Codigo fonte do “software” do TFBA para Determinacdo de Fosforo em
Ténicos Fortificantes por FEAC.

2.3 — Metodologia de Analise

Para que a titulacdo de fésforo pelo TFBA utilizando célcio como
titulante fosse possivel, foi necessario realizar um estudo preliminar do
comportamento das curvas de titulacio de fosforo (P-PO,*) por célcio na
presenca de sulfato. A utilizacdo de ions sulfato € necessaria nas solucdes
padrdo de fosfato, pois as amostras de tdnicos fortificantes analisadas
apresentam este anion em sua composicao.

Para realizar as curvas de titulacdo, solucbes padrdo de diferentes
concentracdes de fosforo foram preparadas em meio 4cido com concentracao de
sulfato constante. Estes padrbes foram titulados por uma solucdo padrdo de
calcio. Com as curvas obtidas para os diferentes padrdes, o0 comportamento da
curva de titulacdo de fésforo por célcio em presenca de sulfato foi observado e

uma correcdo matematica foi elaborada e aplicada, entéo, as curvas de titulacédo
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de amostras reais de tonicos fortificantes, para corrigir o deslocamento do ponto

final (PF) de titulacdo observados nos estudos de Baker e Jonhson!'%],

2.4 — Procedimento Analitico
O procedimento analitico é realizado em quatro etapas; medida do
sinal do branco, enchimento de canais, drenagem-limpeza e titulacao.
Inicialmente, todas as valvulas estdo desativadas, neste modo a solucdo padrédo
de calcio, de fosforo e de agua encontra-se em fluxo intermitente, fazendo com

que estes retornem aos seus respectivos recipientes, como mostra a Figura 2.12.

Figura 2.12 — Configuracdo inicial do sistema. Todos os fluidos estdo sendo bombeados
continuamente e retornando a seus respectivos recipientes enquanto a agua € aspirada pelo
fotbmetro para a aquisicdo do sinal do branco (SB).

2.4.1 — Etapa da Medida do Sinal de branco
Antes de iniciar a etapa de titulacdo, o titulante, a amostra e a agua sao
bombeados de forma intermitente, conforme a Figura 2.12, enquanto o FEAC
aspira agua continuamente para a aquisi¢do do sinal do branco (SB). O sinal do

branco € a média de 500 sinais de leitura.

2.4.2 — Etapa de Enchimento dos Canais

Nesta etapa, as valvulas da agua (Vhy0), da amostra ou padrdo de
fosforo (Vp) e de célcio (V¢,) sdo acionadas durante um tempo de 5 s, para que

as conexdes entre as valvulas e a cdmara de mistura sejam completamente
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preenchidas. Este intervalo de tempo deve ser suficiente para garantir o
preenchimento de todos os canais. Esta etapa deve ser sempre executada quando
outra amostra for analisada. Logo apdés, deve ser feita a Etapa de Drenagem-

Limpeza da cdmara de mistura usando processo descrito na Secéo 2.4.3.

2.4.3 — Etapa de Drenagem-Limpeza

Para a realizacdo do procedimento da Drenagem-Limpeza, foi feito
um planejamento dos tempos de acionamento das valvulas para cada etapa,

mostrado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Tempos de acionamento das valvulas durante a etapa drenagem-limpeza.

Tempo de abertura das valvulas (s)
Etapas
tca thoo tp to
0 0 0 10 Drenagem da CM
0 10 0 0 ]
Limpeza da CM
0 0 0 20

Apls a Etapa de Enchimento dos Canais, sempre é efetuada uma
etapa de Drenagem esvaziando o conteldo remanescente na camara de mistura e
logo apds uma etapa de Limpeza.

Na etapa de Drenagem da camara, a valvula do detector (Vp) €
acionada de acordo com o tempo de abertura tp (Tabela 2.2), de forma que todo
0 conteudo encontrado na camara de mistura seja aspirado (passando pelo
detector) para o descarte.

Na etapa de Limpeza da cAmara, a valvula Vo é acionada de acordo
com o tempo de abertura tyo (Tabela 2.2), permitindo que a camara seja
preenchida com quantidade de agua suficiente para promover a limpeza de
forma eficiente, em seguida é feito o esvaziamento total (drenagem) da camara

acionando a valvula Vp durante tp.
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O procedimento de Drenagem-Limpeza da cdmara de mistura é
realizado entre cada amostra analisada, prevenindo possiveis intercontaminacdes

em um processo de analise.

2.4.4 — Etapa de Titulacao
Uma vez registrado o sinal do branco (SB) é realizada a Etapa de
Titulacdo. Para a obtencdo dos pontos referentes ao processo de titulagcdo
proposto neste trabalho, as valvulas Vc,, V20 € Vp s80 acionadas de acordo com

0s tempos de abertura tc,, thoo € tp predefinidos, conforme a Tabela 2.3.

Tabela 2.3 — Tabela com os tempos de acionamento das valvulas no processo de titulacao.

Tempo de Acionamento das Valvulas

PONTOS tca (S) thoo (S) tp (S)
01 0 20 10
02 1 19 10
03 2 18 10
04 3 17 10
05 4 16 10
06 5 15 10
07 6 14 10
08 7 13 10
09 8 12 10
10 9 11 10
11 10 10 10
12 11 9 10
13 12 8 10
14 13 7 10
15 14 6 10
16 15 5 10
17 16 4 10
18 17 3 10
19 18 2 10
20 19 1 10
21 20 0 10
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Na aquisi¢cdo do primeiro ponto da curva de titulacdo, as valvulas
V20 € Vp s80 acionadas simultaneamente durante os intervalos de tempos tyyo €
tp (Tabela 2.3) fazendo com que aliquotas de adgua e do padrdo de fésforo sejam
bombeadas para a cdmara de mistura atingindo sempre um valor de volume
previamente fixado (constante) pelos tempos de abertura (via tela principal do
software) de cada uma das valvulas. Para este primeiro ponto, ndo ha adicdo do
padrdo de calcio. Apos estes intervalos de tempos, as valvulas Vo € Vp S0
desativadas, e a mistura agua-amostra € homogeneizada por um periodo de 5 s
antes que esta solucdo seja introduzida no sistema nebulizador do FEAC
(aquisicao dos sinais). Apos a homogeneizacdo, a valvula Vp é acionada por 25
s. Durante este tempo, a solugéo é transportada ao detector e, assim que o sinal
méaximo for atingido, faz-se o registro do sinal analitico. O inicio da leitura do
sinal do patamar € sempre realizada 10 s apds a abertura da valvula Vp. Cada
ponto da curva analitica € uma média de 50 leituras do patamar (Figura 2.13). O
tempo de 25 s (tep) garante que todo o conteldo na camara seja aspirado

(passando pelo FEAC) para o descarte (Figura 2.13).
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Figura 2.13 — Processo para a obtencdo dos pontos da Curva de Titulacéo.
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Para aquisicdo do segundo ponto da curva de titulacdo, as valvulas
Vca Voo € Vp sdo acionadas simultaneamente durante os intervalos de tempos
tca, thoo € tp. Pode ser observado pelos os valores de tempo da Tabela 2.3 que as
aliquotas adicionadas na camara de mistura foram planejadas de forma que o
volume total da solugéo resultante permaneca sempre constante.

Os pontos subseqtientes da curva de titulagcdo sdo obtidos de maneira
analoga ao descrito acima, mudando-se apenas o intervalo de acionamento das
valvulas de acordo com o planejamento da Tabela 2.3. Ao término de todo o
processo de titulagdo, antes que uma nova amostra seja inserida para analise
foram efetuadas as etapas de Drenagem e Limpeza de todo o analisador titulador

usando o processo descrito na Se¢do 2.4.3.
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CAPITULO III

“O ser, o ter e o fazer sdo como triangulo,
no qual cada lado serve de apoio para 0s
demais. Nao ha conflito entre eles”.

Shakti Gawain

3 — Resultados e Discussoes
3.1 — Estudo da Precisdo dos Volumes adicionados na Camara

de Mistura

Inicialmente foi realizado um estudo da precisdo na adicdo dos
volumes na camara por unidade de tempo empregando-se quatro diferentes
vazdes: 2,0; 2,5; 3,0 e 3,5 mL-min™ no intuito de se obter um baixo consumo de
reagentes e amostras, como também uma boa velocidade analitica e precisdo nas
medidas. Com o auxilio de uma balanca analitica com precisdo de £ 0,1 mg,
foram determinadas as massas correspondentes ao volume adicionado na camara
de mistura com um incremento de 0,1 s no tempo de abertura da valvula até um
tempo total de 2,0 s.

Para melhor visualizacdo dos desvios encontrados em cada medida de
volume foram construidos graficos onde sdo plotados na ordenada os desvios
padréo relativos percentual (EDPR%) das massas medidas (10 replicatas), e na
abscissa, o tempo de acionamento da valvula no intervalo de 0 a 2,0 s com
incrementos de 0,1 s. Os resultados sdo apresentados na Figura 3.1. A média
dos EDPR’s para as vazoes 2,0;2,5;3,0 e 3,5 foram, respectivamente, 1,2; 0,75;
0,88 e 0,53%. Assim, vazbes proximas a 3,5 mL min™ foram utilizadas no

TFBA, por apresentarem o menor desvio.
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Figura 3.1 — Curva do desvio padréo relativo percentual (DPR%) de 10 replicatas adi¢Ges de
volumes na cdmara de mistura realizadas empregando tempos de acionamento da valvula
solendide em incrementos de 0,1 s nas vazdes de 2,0; 2,5; 3,0 e 3,5 mL-min™.

3.2 — Estudo da Faixa de Trabalho

Um estudo da faixa linear de trabalho foi realizado. A faixa de
concentracdes de 0-50 mg L™ foi escolhida com base nas caracteristicas do
FEAC. A curva analitica obtida para analise de padrbes de calcio nesta faixa de
concentracdo se encontra na Figura 3.2. Nesta faixa de concentracdo o célcio
responde linearmente com um coeficiente de regressao linear de 0,9968.

Considerando-se uma relacdo estequiometrica de 1:1 dos compostos
de calcio com fdsforo na chama, as amostras reais foram submetidas a um
processo de diluicdo mudando-se os niveis de fésforo existentes nos recipientes
de 1480 para 20 mg:-L™, valor de concentracdo dentro da faixa escolhida para os

padrdes de célcio.
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Figura 3.2. Curva analitica para padrdes de célcio na faixa de 5 a 50 mg L™ obtidas num
FEAC.

Inicialmente, o TFBA foi aplicado na analise de solugdes padrdo de
fosforo na faixa de concentracdes de 5,0 a 25,0 mg:L™. O objetivo foi analisar o
comportamento das curvas de titulacdo e verificar a possibilidade de titular
fosforo em matrizes com elevada concentracédo de sulfato.

Considerando-se que as solucdes padrdo de fdsforo apresentam
concentracdo inicial C°% (mol-L™) e que sdo bombeadas durante o tempo tp (S)
para a cdmara de mistura com uma vazao ve (L-s™) a quantidade (mol) de fésforo

na camara de mistura pode ser determinada segundo a Equacéo 5:
Np = C°:tp-Vp (5)

onde n, € a quantidade de materia de fosforo.

Da mesma forma, a quantidade de célcio bombeada para a cAmara de
mistura, considerando-se a concentracdo inicial de calcio, C°c, (mol-L™"), o
tempo de adicdo de célcio tc, (S) e uma vazdo vea (L-s™), pode ser calculada pela

Equacéo 6:

Nca = C°catcaVea (6)
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Na chama, a reacdo entre célcio e fosforo segue a relagédo
estequiometrica 1:1, de modo que a quantidade de matéria de célcio e fosforo

que reagem devem ser iguais, ou seja, np = nNc,. Deste modo, pode-se escrever:
C®tpr Vp = C®catcaVea (7)

Considerando-se a Equacdo 7 e conhecendo-se os valores dos
parametros presentes nesta equacdo, é possivel se determinar teoricamente 0s
tempos de adicdo de célcio necessarios para titular o fosforo (ponto final de

titulacdo, PF) dos diversos padrdes de fosforo, como mostra a equagéo a seguir:
tca = (C°ptp-Vp)/(C°caVea) (8)

Para realizar a titulacdo, uma solucédo padrao de fésforo foi bombeada
por 10 s para a camara de mistura e o tempo de adicdo de calcio foi variado de 0
até um valor superior ao tempo necessario para alcancar o PF de titulacéo,
indicado pela Equacéo 8.

Para se determinar o PF nas curvas da Figura 3.3, foram realizadas
duas regressoes lineares com os dados experimentais (Tabela 3.1) da curva de
titulacdo. A primeira foi realizada com os quatro pontos mais préximos da
mudanca de inclinacédo da curva de titulacdo e a segunda, com 0s quatro pontos
localizados logo ap0s a mudanca de inclinacao.

As equacdes matematicas para estas duas curvas foram utilizadas,
entdo, para se determinar o ponto onde as duas curvas se interceptam (tc,), que é
0 PF de titulacdo. A Tabela 3.1 apresenta os diversos PF’s de titulacdo obtidos
pela aplicacdo da Equacao 8 (tca tecrico) € Pelas curvas de titulacao (tca observado),

apresentadas na Figura 3.3.
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Figura 3.3 —. Curvas de titulacdo de diferentes solugcdes padrdo de fésforo por calcio a
50,0 mg L™. Concentracdes de fosforo: 5,0 (a); 10,0 (b); 15,0 (c) ; 20,0 (d) e 25,0 () mg L™

Como pode ser observado, o PF’s obtidos pelas curvas de titulacdo se
encontram, em todos os casos, com valores superiores aos calculados. Este
comportamento j4 era esperado como determinado por Baker, L. H. Johnson!*%!
e apresentado na Figura 1.1. Nesta figura (curva azul), quando se titula

0,001 mol-L™" de calcio na presenca de sulfato, a estabilidade de sinal que
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deveria ser alcancada para uma concentracdo de fosfato de 0,001 mol L™
(estequiometria Ca:P de 1:1) foi deslocada para proximo de 0,0015 de fosfato,

valor acima do esperado.

Tabela 3.1 — Resultados (em valores de mg-L™) na determinacéo de fésforo (P) em solugdes
padréo de 5-25mg L™ de P-PO,, usando o titulador TFBA. Os parametros de titulagdo foram:
Cca=50,0mg LY vea=32mL st tp=10s; vp=3,9mls™.

Padrdes de fosforo C (mg L™) tca, teorico () tca observado (5)
5 1,8 3,1
10 3,0 5,3
15 41 7,1
20 5,2 9,9
25 6,4 12,1

O efeito de deslocamento do PF de titulagdo observado para as
solugBes padrdo e causado pela presenca de sulfato nas amostras de fosforo pode
ser corrigido ja que existe uma correlacdo entre tc, teorico (tca, teerico), Calculado
pela Equacdo 8, e tc, observado (tca observado), determinado pelas curvas de
titulacdo, como mostra a Figura 3.4.

De acordo com os dados presentes na Tabela 3.1, pode-se determinar

que os PF’s observado e tedrico seguem a relacédo descrita pela Equacéo 9:
1:Ca, observado — 2,O*tCa, tedrico ~ 077004 (9)

Assim, a Equacdo 9 foi utilizada para corrigir os valores de PF
determinados pela Equacéo 8. Para o calculo do PF para as titulagdes de fosforo

em elevadas concentrac6es de sulfato devera se utilizar a Equacéo 10

tea = (2,0-Cotp Vp)/(CocaVea) - 0,7004 (10)
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Figura 3.4 — Curva de calibragéo utilizada para correcdo do PF de titulag&o.

Assim, as concentracbes de fosfato em amostras reais pode ser
calculada rearranjando a Equacéo 10 para:

COP = ((COCa'VCa) (tCa + 0,7004))/(2’0'VP'tP) (11)

Apos as anélises das solucdes padréo, sete amostras de lotes diferentes
de tbnicos fortificantes foram analisadas utilizando o TFBA e o método de
referéncia (método do amarelo do molibdovanadato).

As amostras de tonicos fortificantes analisadas apresentam uma matriz
com elevada concentragéo de sulfato, interferente potencial na analise de fosforo
com calcio pela FEAC. Estas amostras foram diluidas com solucdo de acido
sulfarico 0,05 mol L™ para que a concentracdo de fosforo se mantivesse na faixa
de 0 a 50 mg L™ e a de sulfato se mantivesse muito superior ao valor maximo
desta faixa. As determinacdes foram feitas sempre em quintuplicatas e o0s
resultados sdo apresentados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Resultados (em valores de mg L™) na determinacdo de fosforo em tonicos
fortificantes, utilizando o TFBA e 0 método de referéncia com os respectivos desvios padrao.

Amostras (tonicos fortificantes) Método de Referéncia Titulador FBA
A 199+0,2 199+04
B 19,2+0,3 20,1+0,3
C 199+0,2 20,2+ 0,4
D 19,0+ 0,2 18,8+ 0,4
E 199+0,2 18,8+ 0,1
F 20,2+0,2 18,7+ 0,2
G 19,6 £0,1 20,1+ 0,1

Observa-se na Tabelas 3.2 uma boa concordancia dos resultados do
método de referéncia com o TFBA. O erro relativo médio (Eg) e o desvio padrédo
relativo medio (DPRM) para as determinagfes realizadas com o TFBA foram
4,3% e 1,2%, respectivamente. Observe-se que, apesar da elevada concentracdo
de sulfato nas amostras analisadas, os erros se mantiveram relativamente baixos.

O tempo de titulacdo de cada amostra com o TFBA foi estimado em 4
minutos, o que permite efetuar 15 titulagcdes por hora. O consumo de amostra ja
diluida e de titulante em cada titulacdo TFBA foi de aproximadamente 70,0 uL e
11,0 mL para cada um deles.

Desta forma, a nova metodologia desenvolvida € uma alternativa
viavel para a andlise de fosforo em amostras de tdnicos fortificantes utilizando-
se célcio como titulante e um fotémetro de emisséo atbmica em chama como
detector. Foi possivel se determinar a concentragdo de fosforo com baixos erros
mesmo na presenca de concentragcOes elevadas de sulfato, um forte interferente
do sinal de célcio na chama. Mesmo fornecendo bons resultados com
simplicidade, robustez, versatilidade, flexibilidade e baixo custo operacional e
instrumental, é possivel melhorar estes resultados com pequenas adaptacdes no
sistema. A simples modificacdo na forma de adicdo do titulante na camara de

mistura, por exemplo, utilizando-se a exploracdo de gradientes de concentragédo
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torna possivel melhorar a freqliéncia analitica e, a titulacdo de concentragdes
mais elevadas de fosfato, pode tornar o efeito da incerteza na medida destas
concentragdes menos pronunciado. Ainda pode ser verificada a possibilidade
deste analisador determinar fosforo em outros tipos de amostras (plantas,
farmacos, produtos agricolas, dentre outros).
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CAPITULO IV

"Nunca ande pelo caminho tracado, pois ele
conduz somente até onde os outros foram™.

Alexandre Graham Bell

4 — Conclusoes

Neste trabalho foi desenvolvida uma nova metodologia para
determinacédo de fosforo em tonicos fortificantes baseada na titulagdo por célcio
utilizando fotometria de emissdo em chama como técnica de deteccdo. Para o
desenvolvimento da nova metodologia, estudos das curvas de titulacdo de
solugbes padrdo de fosforo por célcio na presenca de elevadas concentragdes de
fons sulfato foram realizadas e a titulagdo se mostrou um procedimento viavel na
analise de fosforo. Para a utilizacdo desta metodologia foi desenvolvido um
titulador automatico em fluxo-batelada que possibilita a realizacéo de titulagdes
de maneira pratica, com baixo consumo de reagentes e amostras, alem de
permitir que operadores com pouca experiéncia possam realizar as analises sem
grandes dificuldades.

Com o sistema desenvolvido e utilizando-se a metodologia proposta,
foi possivel realizar titulagbes automaticas de fosforo em tonicos fortificantes
com uma unica solucéo padrédo de célcio, o que permitiu reduzir o consumo de
reagentes, a intervencdo do operador, o custo e o tempo por analise em
comparac¢do com o método classico.

O tempo de andlise necessario para determinacdo de fdésforo em
tonicos fortificantes é de cerca de 4 minutos, o que significa uma freqliéncia
analitica de 15 amostras por hora. Os volumes da amostra diluida e do titulante
utilizados por analise foram de aproximadamente 70,0 uL e 11,0 mL

respectivamente. Os resultados utilizando o TFBA, atraves da titulacdo por
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fotometria de emissdo em chama, estiveram sempre em boa concordancia com
aqueles obtidos através do método de referéncia. O Eg foi de 4,3% e o DPRM de
1,2%.

Pelo exposto neste trabalho, pode-se concluir que o sistema
desenvolvido apresenta elevada versatilidade e robustez, podendo ser aplicado a
outras determinagdes sem grandes mudancas na sua configuracdo e aplicacdo em
outras técnicas de deteccdo. Assim, a metodologia e o sistema desenvolvidos séo
alternativas viaveis e econdmicas para a determinacdo de fosforo em tonicos

fortificantes, com possibilidades de ser aplicado a outras matrizes.

4.1 - Propostas de Trabalhos Futuros

Como propostas de continuidade do trabalho, pretende-se:
- Modificar o software do TFBA de modo a implementar um procedimento de
exploracdo de gradientes de concentracdo do titulante, para desta forma,
aumentar a frequéncia analitica;
- Implementacdo, no software de aquisi¢do e controle desenvolvidos, de rotinas
para execucdo de titulacdes totalmente automaticas e de célculos estatisticos
para tratamento dos dados no préprio programa, tornando-o mais completo.
- Aplicar a metodologia desenvolvida para analise de fosforo em outros tipos de
matrizes, como, por exemplo; digeridos de plantas, farmacos ou agricolas.
- Realizar calibracdo multivariada para determinar os contetdos de calcio,

fésforo e sulfato amostras diversas.
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