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MULTICOMMUTATION AND BINARY SAMPLING IN CHEMICAL FLOW ANALYSIS. SPEC-
TROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF PHOSPHATE IN NATURAL WATERS. A flow
system based on multicommutation and binary sampling process was developed to implement the
sample zone trapping technique in order to increase the spectrophotometric analytical range and
to improve sensitivity. The flow network was designed with active devices in order to provide
facilities to determine sequentialy analyte with a wide concentration range, employing a single
pumping channel to propel sample and reagents solutions. The procedure was employed to deter-
mine ortophosphate ions in water samples of river and waste. Profitable features such as an
analytical throughput of 60 samples determination per hour, relative standard deviation (r.s.d.) of
2% (n = 6) for a typical sample with concentration of 2.78 mg/LL were achieved. By applying the
paired f-test no significant difference at 95% confidence level was observed between the results

obtained with the proposed system and those of the usual flow injection system.
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1. INTRODUCAO

O processo de andlise quimica por injecio em fluxo (FIA)
foi proposto em 1975'. Ao longo destes anos tem demonstrado
grande sucesso, considerando-se que mais de 4.000 artigos ja
foram publicados por pesquisadores de virios paises®”.

A grande aceitagdo deste processo de andlise quimica deve-
se a simplicidade da instrumentacio e a versatilidade do
mddulo de andlise, possibilitando a implemencio de procedi-
mentos analiticos automdticos, utilizando instrumentos de bai-
xo custo. Neste sistema, as condi¢des de rea¢do podem ser
facilmente controladas e repetidas. Além disso, as reagdes qui-
micas ocorrem em um ambiente fechado, o que é uma vanta-
gem adicional, pois diminui os riscos de contaminagdo.

A andlise quimica por injecdo em fluxo tem como conceito
bésico a introdugdo da solugiio da amostra em um fluido car-
regador, que a transporta para o detector. Ao longo do percur-
so analitico pode receber reagentes e passar por etapas de
processamentos, tais como: extragio liquido-liquido®; pré-con-
centragio”; geracio de fase gasosa para separar o analito®; di-
luicio em linha’; didlise por membrana permedvel a gas®; etc.

A introdugdo reprodutivel da aliquota da solug¢do da amos-
tra no fluido carregador, ¢ um dos tatores bdsicos para garantir
bom desempenho dos sistemas FIA. Nos primeiros trabalhos,
foi empregada seringa hipodérmica’ e, com a evolugdo do pro-
cesso, outros dispositivos foram propostos para esta finalidade,

sendo empregados, em maior escala, o injetor comutador'’ ¢ as

vélvulas rotativas de 6 e 8 vias'!''%.

As vilvulas solendides de trés vias também tém sido em-
pregadas para este propdsito, as quais oferecem como vanta-
gem a possibilidade de um acionamento individual e sequencial,
enquanto que os demais dispositivos possuem comutacio soli-
déria'®. O emprego destas vélvulas permite que se altere facil-
mente o funcionamento do mdédulo de andlise sem alterar a
configura¢io do mesmo.

A multicomutac¢iio em sistema FIA associada & amostragem
bindria foi introduzida recentemente'® ¢ possibilita manipular,
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com boa precisdo, volumes da ordem de 5 pL. Este processo
foi empregado para desenvolver um procedimento para a de-
terminagdo sequencial de duas espécies quimicas de interesse,
utilizando o mesmo percurso analitico'®.

O conceito basico de multicomutagdo ¢ amostragem bindria
€ a inser¢do sequencial, no percurso analitico, de pequenas
aliquotas de amostra e dos reagentes. Assim, a reagdo quimica
para produzir o composto a ser detectado, tem inicio durante a
amostragem. Nos sistemas FIA usuais, o reagente € adicionado
a amostra apds a inser¢cdo no percurso analitico e portanto o
intervalo de tempo da amostragem ndo é aproveitado para o
desenvolvimento da reagdo. Em principio, em um médulo de
andlise baseado no conceito de amostragem bindria, tem-se um
melhor aproveitamento do tempo, o que pode resultar em au-
mento da velocidade analitica.

O mdédulo de andlise para implementar a amostragem bin4-
ria, € constituido por um conjunto de vdlvulas solendides de
trés vias, configuradas para efetuar a introducgdo da amostra e
dos reagentes no percurso analitico, formando, a partir do pon-
to de inser¢do, uma sequéncia bindria. Pequenas fragdes das
solu¢des da amostra e do reagente sdo inseridas, alternadamen-
te, no percurso analitico. O tempo de acionamento das valvu-
las e a vazdo de bombeamento determinam o volume de cada
alfquota. A inser¢dio das solugdes da amostra e dos reagentes
no percurso analitico pode ser manipulada, empregando-se
apenas um canal de bombeamento. Em um sistema FIA usual
¢ necessdrio um canal de bombeamento para cada solugéo.

Em sistemas FIA, nfo é necessdrio completar a reagéo para
se obter medidas com boa precisdo. Esta caracteristica pode
ser empregada para ajustar a magnitude do sinal analitico a
faixa operacional do detector, desde que o mddulo de analise
proporcione meios para este ajuste. Isto pode ser facilmente
conseguido, empregando-se procedimentos analiticos baseados
no processo de multicomutagio'®. Entretanto, quando a amos-
tra é muito diluida, € necessdrio que a reagdo se complete, para
que se possa alcancar um melhor limite de detec¢do. Quando
fato desta natureza ocorre e a reacdo quimica possui cinética
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lenta, deve-se aumentar o intervalo de tempo de residéncia da
zona da amostra no percurso analitico. Um dos recursos usa-
dos para esta finalidade é a técnica de parada de fluxo'®!?
(stopped flow).

A determinagio de ortofosfato em dguas de rios é muito
importante em estudos envolvendo a qualidade da dgua, sendo
que a faixa de concentracdo varia dependendo do indice de
polui¢iio. O método de determinagdo baseado na reacdio com
molibdato de amoénio e redugdio com dcido ascorbico ou cloreto
estanoso, em geral, é o mais utilizado'®'”. Um intervalo de
tempo, superior a 2 min, € necessdrio para completar a reagdo,
portanto, para amostras muito diluidas, o médulo de andlise
deve proporcionar meios para que o tempo de residéncia da
amostra no percurso analitico seja desta ordem.

Recorrendo-se aos recursos oferecidos pelo processo de
multicomutacdo e amostragem bindria, pretende-se desenvolver
um médulo de andlise em que se possa ajustar, por “software”,
o tempo de residéncia da amostra no percurso analitico. Assim,
associando-se esta facilidade a cinética de reagdo do fon ortofos-
fato com molibdato de aménio, pretende-se desenvolver um pro-
cedimento automdtico, para determinar este analito em uma
ampla faixa de concentragdes. Espera-se determinar ortofostato
em dguas naturais e dguas poluidas com residuos domésticos,
sem modificar a estrutura do médulo de andlise.

2. PARTE EXPERIMENAL
2.1. Solucdes de reagentes e amostras

Todas as solugdes foram preparadas a partir de reagentes de
grau analftico usando dgua destilada-desionizada.

Solugdo de molibdato de aménio 1,0% (m/v) foi preparada,
dissolvendo-se 5,0 g do composto em 500 mL de dgua.

Solugdo de dcido ascdrbico 1,0% (m/v) foi preparada, dis-
solvendo-se 1,0 g do composto em 100 mL de dgua. Esta so-
lugio foi preparada diariamente.

Solugdo estoque de ortofostato 1000 mg/L foi preparada,
dissolvendo-se 1,098 g de KH,PO4 em 250 mL de dgua.

Solugdes padrio de ortofostato de 0,10; 0,20; 0,40; 0,60;
0,80 e 1,00 mg/L e de 1,00; 2,00; 4,00; 6,00; 8,00 ¢ 10,00 mg/
L e 0,014 mol/L em HNO; foram preparadas a partir da solu-
¢do estoque de 1000 mg PO /L.

As amostras de dgua foram coletadas em garratas de polieti-
leno e acidificadas, adicionando-se 1 mL de dcido nitrico con-
centrado, para ter concentragdo final em torno de 0,014 mol/L.
A determinag¢io do analito foi efetuada no dia da coleta. Foram
selecionadas 02 dreas de coleta, sendo uma ao longo do rio
Piracicaba a partir do ponto de despejo dos residuos domésti-
cos da cidade e a outra a partir do ponto de descarte de eflu-
entes de uma usina de actcar e dlcool da regido.

2.2 . Equipamentos

Espectrofotdmetro Femto 432 equipado com cela de fluxo
com volume interno de 180 pL e passo dtico de 13 mm.

Microcomputador 386, equipado com uma interface PCL
711 - S (American Advantech Corp).

Bomba peristaltica Ismatec, modelo MP 13 R, equipada com
tubos de tygon e interface para controle externo de rotagdo por
“loop” de corrente.

Interfaces eletronicas para controle da velocidade da bomba
peristdltica, sincronizagdo da amostragem com a pulsagdo da
bomba ¢ acionamento das vilvulas solendides'?.

Médulo de andlise constituido por 5 vélvulas solendides de 3
vias, bobinas de reagiio feitas de tubo de polietileno, tendo cada
uma 100 cm de comprimento e didmetro interno de 0,8 mm.

3. Descri¢do do médulo de andlise.

O médulo de andlise foi desenvolvido, levando-se em con-
sideragdio as caracteristicas da reag¢io quimica envolvida e o
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diagrama de tluxo é mostrado na figura |. Inicialmente, todas as
valvulas estdo desligadas e o fluido carregador estd passando
continuamente pelo percurso analitico, através de B;. O ciclo de
andlise inicia-se quando o microcomputador aciona as vélvulas
V\, Vi, V3 e Vg, de acordo com o diagrama de tempo mostrado
nesta figura, Estas vdlvulas ao serem acionadas, permitem a in-
troducdo de pequenas fragBes das solugdes da amostra e dos
reagentes no percurso analitico, formando a partir do ponto de
jungdo (x), uma sequéncia terndria, que corresponde as aliquotas
das solugdes da amostra, do molibdato de amdnio e do 4dcido
ascorbico (R, A, R»), conforme indicado no modelo da figura 2.

Cal |R, A R,

DET
o

T, TA, TA,

TZ

Ty

T4

T, 1 —

Bobina B, Bobina B,

Figura 1. Diagrama de fluxo do mdidulo de andlise. Cu = carregador
da amostra; A = amostra; Ry = molibdato de amonio 1,0% (mn/v); R,
= dcido ascirbico 1,0 % (m/v); By e Ba = bobinas de reagdo de tubo
de polietileno, 100 cm de comprimento, 0,8 mm de didmetro interno;
DET = espectrofotometro (640nm); D = descarte; V,;, Va, Vy, Vie Vs
= vdlvulas solendides de 3 vias .T), Ty, ..., Ts = intervalos de tempo
de acionamento dus vdlvulas V,, V..., Vs; Tay e Tay = intervalos de
tempo para leitura dos sinais correspondente as zonas de amostras
dos percurso analiticos By e Bs, respectivamente.

R,AR,R, AR,

Figura 2. Modelo da dispersdo miitua na interface das aliquotas das
solugdes. Em a, A, Ry e Ry = aliquotas du solugdo da amostra,
molibdato de aménio e dcido ascdrbico, respectivamente, represen-
tando um ciclo de amostragem. Em b, é representado dois ciclos de
amostriagem efetuados na mesma sequéncia de a, sendo o volume de
cada aliquota metade do volume do caso anterior.
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A implementacio de um sistema com estas caracteristicas,
requer o emprego de um programa dedicado, desenvolvido
considerando-se as caracteristicas da reagdo quimica envolvida
e do médulo de andlise. O programa para executar este proces-
so, foi escrito em Quick BASIC 4.5, seguindo a ldgica de
execucdo mostrada na figura 3. Quando o mesmo € inicializado,
o microcomputador solicita os valores correspondentes as vari-
dveis de controle: duracdo dos acionamentos das vdlvulas en-
volvidas no ciclo de inserg¢dio; niimero de repeti¢des do ciclo
de insercdo; nimero de replicatas; vazdes de bombeamento; e
o intervalo de tempo de residéncia da zona da amostra em cada
bobina de reagdo (B1, B,). Além disso, pergunta se o inicio da
etapa de amostragem, deve ser sincronizado com a pulsagfo da
bomba peristiltica'. Uma vez fornecidos estes dados, o
microcomputador assume o controle do processo analitico, efe-
tuando a sequéncia de acionamentos das valvulas de acordo
com o diagrama de tempo mostrado na figura 1.

Entre com as varidveis
de controle

N
[ Aciona Vg l
J._—

Coloque amostra
ou padrao

I

| Faz a amostrageml

i

I Lé o sinal ]

Completou as
repeticoes?

Terminou a
andlise?

Figura 3. Fluxograma do “software” controle do médulo de andlise.

O volume de cada fracdo das solugdes inserido no percurso
analitico € proporcional a vazio de bombeamento € ao tempo
de acionamento das respectivas vdlvulas. O niimero destas fra-
¢oes define o volume da aliquota das solugdes da amostra e
dos reagentes utilizados em cada ciclo de andlise.

Uma vez terminada a etapa de inser¢fo das aliquotas das solu-
¢cOes da amostra e dos reagentes, espera-se um intervalo de tempo
pré-determinado para que a zona da amostra esteja contida na
bobina B;. Em seguida, aciona-se a védlvula Vs, desviando o flu-
xo carregador (C,) através da bobina B; e, em consequéncia, a
zona da amostra permanece em repouso na bobina Bj.

Mantendo-se a vdlvula Vs ligada e acionando-se, novamen-
te, as vilvulas V| V; V3 e V4, obedecendo a sequéncia anteri-
or, insere-se na bobina B; uma zona da amostra e reagentes
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semelhante ao descrito para o ciclo de amostragem anterior.
Desligando-se estas vdlvulas e mantendo Vs acionada, a solugio
carregadora transporta esta mistura para a cela de fluxo, onde ¢é
efetuada a deteccdo espectrotofométrica. Apds o registro do si-
nal, desliga-se a vdlvula Vs, a solugio carregadora volta a fluir
através da bobina B,. A zona da amostra que estava em repouso
nesta bobina, é transportada para a cela de fluxo, onde é efetu-
ada a detecc¢iio. Nesta etapa, a velocidade de rotagdo da bomba
peristdltica foi aumentada de 2 para 3 mL/min, para diminuir o
intervalo de tempo necessdrio ao deslocamento da zona da amos-
tra para o descarte (D). Em seguida, é restabelecida a vazio
inicial (2 mL/min) e as vdlvulas V;, V, , V3 e V4 sio acionadas
novamente, iniciando-se outro ciclo de anilise.

Empregando esta estratégia, obtém-se duas leituras da mes-
ma amostra, cuja diferenga em magnitude ¢ fungio do tempo
de residéncia da zona da amostra no percurso analitico esta-
belecido em cada ciclo de andlise. Entdo, para estudar o efei-
to do tempo de repouso da zona da amostra no desenvolvi-
mento da reagdo, o tempo de residéncia da amostra em B toi
mantido em 50 s e variou-se o tempo de residéncia em B, de
50 a 160 s.

Ao terminar o nimero de replicatas estabelecido, o micro-
computador pergunta se deseja trocar de amostra, caso afirma-
tivo, aciona as vdlvulas V| e V; pelo tempo programado para
trocar de amostra, inciando em seguida novo ciclo analitico.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A formagdo do dcido molibdofosférico e sua redugido com
dcido ascérbico requer um intervalo de tempo em torno de 140 s
para completar a reagiio'®!”. Em sistemas FIA este intervalo de
tempo pode ser considerado longo, pois o tempo de residéncia
da amostra no percurso analitico, em geral, é menor que 60
segundos. Entretanto, quando a amostra é muito diluida, € ne-
cessdrio que a reaglio se complete, entdo para aumentar o tempo
de residéncia da amostra no percurso analitico, foram propostos
as técnicas de parada de fluxo e fluxo intermitente?*?!. Muitas
vezes, a faixa de concentragdo das amostras é muito variada,
necessitando que algumas sejam analisadas novamente, estabe-
lecendo-se outro tempo de residéncia no percurso analitico.

O modulo de andlise proposto neste trabalho compreende
dois percursos analiticos e possibilita que se estebeleca, por
software, o intervalo de tempo de residéncia da amostra em
cada um dos percursos analiticos®?!,

A vazdo do carregador foi estabelecida em 2 mL/min e as
bobinas de reagdo foram fixadas em 100 cm (0,5 mL), portanto
o tempo de transito da zona da amostra era 15 s. Em um mé-
dulo de andlise baseado no processo de amostragem bindria,
o tempo de trinsito é praticamente igual ao tempo de residén-
cia da parte central da zona da amostra, portanto apenas um
pequeno percentual da reagdo se completa até alcangar a cela
de fluxo

No médulo de andlise da figura 1, o tempo de residéncia
da amostra pode ser maior do que o tempo de trinsito, acio-
nando-se a vdlvula Vs em intervalos de tempo pré-estabeleci-
dos. Testes preliminares indicaram que um tempo de residén-
cia de 50 s, possibilitava que aproximadamente 50% da rea-
¢do se completasse, sendo suficiente para trabalhar com amos-
tras na faixa de | a 10 mg/L de fosfato. Este intervalo de
tempo foi mantido constante para o percurso analitico defini-
do pela bobina de reagdo B, (Fig.l1). No caso do percurso
analitico compreendido pela bobina B,, o fluxo era mantido
durante 50 s para garantir que toda zona da amostra fosse
descartada, antes que se iniciasse o deslocamento da amostra
retida em B . Nestas condig¢des, o sinal analitico correspondia
aproximadamente a 50% do valor obtido quando a reagdo se
completava. Manteve-se fixo este valor para a bobina B; e
variou-se os tempos de residéncia em B; de 50 até 160 s e os
resultados sdo mostrados na figura 4.
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Figura 4. Efeito do tempo de residéncia da amostra na magnitude do
sinal. A= absorbincia. Curva B obtida com a bobina de reagdo B,
(Fig.1} com tempo de residéncia de 50 s. Curva C obtida com a bo-
bina de reac¢do B, variando-se o tempo de residéncia. Vazdo = 33,3
UL/s; tempos de amostragem = 0,4 s para as solugies da amostra e
do molibdato de amdnio; e 0,2 5 para a solugdo de dcido ascdrbico.
Foi usada uma solugdo 10 mg/L do ortofosfato.

Analisando-se esta figura, observa-se que no intervalo
de 50 a 140 s, obteve-se uma resposta praticamente linear
em fung¢do do tempo, sendo que a magnitude do sinal ana-
litico teve um aumento em torno de 100%. Portanto, pode-
se aproveitar este recurso para ajustar a magnitude do si-
nal a faixa operacional do instrumento em funcdo da con-
centracdo das amostras.

Nos sistemas FIA usuais, em geral, o reagente ¢ adicionado
a zona da amostra por confluéncia, enquanto no sistema pro-
posto as aliquotas de amostra e do reagente sdo inseridas
sequencialmente, portanto as condi¢des de mistura sdo com-
pletamente distintas. As bobinas de reagcdo B, e B, tinham di-
dmetro interno de 0,8 mm, assim cada microlitro de solugdo
ocupava um espago de 2 mm. Portanto, o volume das aliquotas
da amostra e dos reagentes pode ter um efeito marcante sobre
a homogeneizacio da mistura, afetando as condig¢des de reagdo
e a estabilidade do sinal analitico. O melhor resultado foi en-
contrado com tempos de amostragem de 0,5; 0,5; 0,2 s para
amostra e para os reagentes R; e Ry, respectivamente. A vazio
de bombeamento foi fixada em 33,3 pL/s, entdo, em cada
ciclo de acionamento das vélvulas V|, V,, V3, e V4, aliquotas
de solucdes com volumes de 16,7 uL. da amostra e do reagente
R e de 6,7 pl. do reagente R,, eram inseridos no percurso
analitico (B, ou Bj).

Para amostras tendo concentra¢des na faixa de 0,1 a 1,0
mg/L, o intervalo de tempo de residéncia no percurso analitico
foi estabelecido em 120 s e foram programados 12 ciclos con-
secutivos de amostragem. Assim, o volume da zona de amostra
foi de 481uL, preenchendo praticamente toda a bobina de re-
acdo (500 uL). Com este recurso, a perda de sinal causada pela
dispersdo da amostra no carregador foi minimizada. Para a faixa
de concentracio de | a 10 mg/L, diminuiu-se pela metade o
volume da zona da amostra (240 pL), programando-se 6 ciclos
de amostragem, sendo que o respectivo tempo de residéncia
foi mantido em 50 s na bobina B,.

No presente trabalho, para amostras na faixa de concentra-
¢bes de 0,1 a 1,0 mg/L, a zona da amostra compreendia um
volume de 480 pL ( 200 pl de amostra, 200 pL de molibdato
de amdnio e 80 pPL de dcido ascérbico) e era inserida no per-
curso analitico em um intervalo de tempo de 14,4 s. Assim, a
reacdo quimica no interior da primeira aliquota de amostra
inserida no percurso analitico, estava se desenvolvendo hi 14 s,
quando a etapa de amostragem era encerrada. Em um sistema
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FIA usual, somente apds a inje¢do, o reagente ¢ adicionado &
amostra. Considerando-se o intervalo de tempo para encher a
al¢a de amostragem, entdo se a amostra tivesse um tempo de
residéncia de 120 s, o periodo de andlise seria superior a 130 s.
Deve-se considerar que a alga de amostragem precisa ser lava-
da com a solugdo da amostra e, que para alcangar alta sensi-
bilidade, o comprimento deve ser igual ou maior que o do
percurso analitico.

Uma vez definidos os parimetros de operagdo das duas fai-
xas de concentragdes, foi determinado o {on ortofosfato em um
conjunto de amostras de dguas do rio Piracicaba e de seu aflu-
ente, o rio Piracicamirim. Os resultados sdo mostrados na tabe-
la 1. A exatiddo foi averiguada empregando o método FIA
usual?, e aplicando-se o teste-t pareado, nio se verificou dife-
renca significativa ao nivel de 95% de confiabilidade. Tam-
bém, foram conseguidas outras caracteristicas analiticas impor-
tantes tais como: velocidade analitica de 60 determinagdes por
hora; consumo de reagentes por determinagio, 200 pL de
molibdato de aménio e 80 pL 4cido ascérbico; e desvio padrao
relativo de 2,0% (n=12). Para amostras na faixa de concentra-
¢io de 1 a 10 mg/L, o consumo destes reagentes diminuem
pela metade.

Tabela 1. Determina¢do de ortotfosfato em amostras de dgua.

Amostra Sistema proposto FIA usual*
(mg PO/L) (mg PO4M/L)
01 0,21 £ 0,03 0,2410,02
02 0,07 + 0,01 0,08+0,01
03 0,11 = 0,04 0,08+0,03
04 0,80 = 0,05 0,81%0,04
05 0,51 £ 0,09 0,42+0,07
06 1,65 £ 0,16 1,77+0,09
07 1,34 £ 0,03 1,29+0,02
08 2,61 + 0,06 2,58%0,04
09 3,57 £ 0,38 3,16x0,09
10 4,17 £ 0,13 4,28%0,10
* Ref. 22.
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