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ABSTRACT

The performance of a small volume constant flow gra-
vity device, was tested for use in Flow Injection Analysis
(FIA). This feed device, based on the mounting known as a
Mariotte Flask, was tested with FIA titrations of high Dis-
persion Coeficient (D > 10). Under the experimental con-
ditions used, this FIA procedure can easily be adapted to
use in a teaching laboratory coupled to a low-cost LED
colorimeter.

The generati"on of gradient concentrations was done
using either a mixing chamber (V = 0.73 ml) or glass or
polyethylene tubes of variable length and internal diame-
ter. The procedure was tested using a classical FIA assay
of acidity in some commercial liquids. The results are com-
pared to those obtained using a peristalitic pump.

1. INTRODUCAO

Sistemas de alimenta¢fo de liquidos sfo muito usados
em laboratério, principalmente para cromatografia liquida.
Estes sistemas podem ser constituidos com base em desloca-
mento forgado do fluido (ex.: bomba peristdltica), ou por
vazdo restrita (ex: forga gravitacional)'~*. Dentre os sis-
temas de alimentagdo gravitacional, o método mais simples
e eficiente de se manter constante a vazio do liquido ¢ atra-
vés do estabelecimento de uma linha isobdrica no sistema,
introduzindo-se um tubo de vidro de pequeno didgmetro in-
terno no interior do liquido contido no reservatdrio. Esta
montagem, conhecida como Frasco de Mariotte, é contudo
pouco utilizada.

Considerando-se que a técnica de Anilise por Inje¢fo em
Fluxo, (AIF)**® requer, via de regra, vazGes de apenas al-
guns mililitros por minuto, que esta técnica ndo é operada
sob alta pressdo e considerandose ainda o alto custo das
bombas peristélticas e dos tubos de bombeamento, resol-
veu-se estudar o comportamento e a viabilidade de uso do
Frasco de Mariotte como sisterna alternativo de alimenta-
¢do em Andlise por Inje¢do em Fluxo. O sistema construi-
do foi testado em experimentos envolvendo titula¢do fo-
tométrica dcido-base em fluxo continuo e os resultados fo-
ram comparados com os obtidos com bomba peristiltica, de
acordo com Ruzicka et alii®»7*®.

A partir destes resultados sugeriu-se um procedimento
simples para a determinagdo da acidez total em produtos
comerciais, usando a titulaggo em AIF. O uso do Frasco de
Mariotte acoplado a um fotdmetro de baixo custo® torna

bastante atrativa a aplicagdo desta metodologia em labora-
torios de ensino.

PARTE EXPERIMENTAL

O sistema gravitacional de alimentagfo de liquidos cons-
truido é mostrado na Figura 1. A existéncia da linha isob4-
rica permite a construgdo de frascos com uma forma alon-
gada ¢ de pequeno didmetro interno, adequados para conter
pequenos volumes (ex: 50 ml), sem necessidade de se usar
procedimentos para contornar os inconvenientes do sistema
de alimentagdo gravitacional simples, tais como a constan-
te variagdo da altura do frasco, o uso de frascos com gran-
des diametros, etc.

As medidas de vazdo foram feitas pesando-se a massa de
dgua liberada pelo sistema em um tempo fixo de 120 se-
gundos, com escoamento livre por toda a linha (tubo de
polietileno CPF referéncia 90: o = 0,8 mm; £ = 200 cm).
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Fig. 1 Forma alongada do Frasco de Mariotte, usado como sistema
de alimentagdo em Analise por Injegdo em Fluxo, AIF.
(A): Modelo utilizado neste trabalho
(B): Modelo alternativo.

A montagem mostrada na Figura 2 descreve o sistema de
Anilise por Inje¢do em Fluxo para titulagdo em linha Gnica
utilizada para testar o comportamento do sistema de alimen-
tagdo gravitacional tipo Frasco de Mariotte. As titulagdes
foram feitas alimentando-se continuamente a cimara de
mistura com uma solugdo 1,00 x 10™*M de Hidroxido de
Sédio, contendo cerca de 1 x 10" 3% de Azul de Bromoti-
mol ou Fenolftaleina’+8, injetando-se 60 ul de solugdes de
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Fig. 2 Montagem para titulagGes em AIF (linha uinica), usando ali-
mentagdo §ravitacional (Frasco de Mariotte).
I: Injetorl ; L: Amostrador (Loop) de 60 ul; C: Camara de
Gradiente; D: Detetor; R: Registrador.

dcido clorfdrico de concentragBes varidveis (8,00 x 107 M
a 1,00 x 10™ 'M) na linha do carregador (NaOH 1,00 x
x 107 *M, contendo o indicador). As solugdes diluidas de
NaOH e de HCl foram preparadas por dilui¢do de solugdes
estoque 0,1000M padronizadas'®. As injegGes foram feitas
através de um injetor tipo proporcional’ .
A reprodtigio das condi¢Bes experimentais usadas por
Ruzicka et alli”>® foi feita com uma bomba peristdltica Mi-
lan P-200 e tubos de bombeamento Technicon e os resulta-
dos foram comparados com os obtidos com o Frasco de Ma-
riotte.

As medidas de absorgio de luz foram feitas em um es-
pectrofotdometro Zeiss PM2A em 656 nm quando Azul de
Bromotimol era empregado como indicador ou em 560 nm
guando se usava Fenalftaleina. Estas medidas foram realiza-
das em uma cela de fluxo Zeiss de 80 ul de capacidade, com
um caminho 6ptico de 10 mm, mas poderfo ser também
efetuadas em celas construidas em acrilico e vidro®.

Os comprimentos de onda utilizados n3o correspondem
a0 méximo de absorgdo dos indicadores (Azul de Bromoti-
mol: 620 nm’ 8 ; Fenolftaleina: 555nm, para o croméforo
de cor rosa'?), mas como em titulaggo AIF a concentragio
da espécie de interesse ndo estd relacionada com a altura do
pico e sim com o chamado tempo de equivaléncia, Ateq™®,
este procedimento ndo interferird nas medidas e permitird
que estas experiéncias possam ser reproduzidas em um fo-
tometro de baixo custo, que usam Diodo Emissor de Luz
(do inglés: Light Emitting Diode, LED) como fonte lumi-
nosa®'®. Pasquini et al° descrevem uma montagem simples
e operacional, onde se usa um LED bicolor (vermelho/ver-
de) e um fotorresistor de sulfosseleneto de cddmio como
detector (do inglés: Light Dependent Resistor, LDR). Dada
a necessidade de comparag¢io de resultados entre o espectro-
fotometro e o fotometro®, obtiveram-se preliminarmente
os espectros de emissdo destes dispositivos (LED), para se
localizar precisamente os méximos de emissfo. Verificou-
se que a emissdo do LED vermelho tem A max em 656 nm e
que a emissdo no verde tem méiximos em 560 e 565 nm.
. Todos os registros foram feitos em um registrador potencio-
métrico Metrohm, modelo E478.

A dispersio do sistema AIF nas titulagSes em fluxo con-
tinuo foi gerada através de uma cimara de mistura (também
chamada cdmara de gradiente) de 0,73 ml de volume, cons-
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truida em vidro e com agitagdo magnética ou através de tu-
bos abertos de diferentes comprimentos e didmetros inter-
nos. Os tubos rigidos (vidro) foram mantidos na vertical,
com a base o mais préximo possivel da bancada, ¢ os tubos
ndo rigidos (polietileno), foram enrolados em um suporte
de 1 cm de didgmetro. Em ambos os casos as saidas foram
colocadas o mais proximo possivel da entrada da cela de
fluxo. O registro tipico de titulagOes 4cido-base realizadas
sob estas condigSes experimentais é mostrado na Figura 3.
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Fig. 3 Registro de uma titulagdo dcido-base, usando Cimara de Mis-
tura, Fotdmetro® e o Sistema de Alimentagdo Gravitacional
(Frasco de Mariotte).

Vazdo: 2,2 ml - min’l; Indicador: Azu! de Bromotimol
(1 x 1073%) contido na solugFo de NaOH 1,00 x 10™>M (car-
regador); At o q: intervalo de tempo (tempo de equivaléncia).

As comparagSes dos resultados obtidos foram feitas

. observando-se o comportamento das curvas -log CX contra

o tempo, At

eq’ &M segundos, de acordo com a equagio ge-
ral® -8,

Ate‘i= (V/t? * 1n10 - log(C%/CB *n)

onde At, =t,-t; =tempo de equivaléncia [parimetro ana-

litico(s)], ,

V =volume da cimara de gradiente (ml)

f = vazdo do carregador (ml - min~!).

Cg = concentragdo original da amostra injetada (M)
Cpg = concentragdo do carregador (M), e

n = fator estequiométrico relacionado com a reagdo
quimica genérica A + nB% ABn

Esta equagdo € vdlida para titulagSes AIF em linha winica ou
em dois canais com vazGes idénticas’. Apesar de esta equa-
¢d0 matemitica representar a equagio de uma reta, deduzi-
da para o caso ideal de uma cimara de mistura, na pritica

‘podem-se observar desvios da linearidade em concentragdes

de amostra muito altas e muito baixas, porque o gradiente
de concentragdo gerado ndo é puramente exponencial, mes-
mo quando gerados ¢6m a cimara de mistura’. Esta mesma
equagdo matemdtica pode ser aplicada aos tubos de gradien-
te, nas mesmas condig6es experimentais usadas para a cima-
ra de mistura, mas os desvios da linearidade serdo maiores



porque nestes casos a mistura nfo € tio eficiente quanto a
obtida com a camara de mistura. Tubos abertos podem ser
usados eficientemente para a geragdo do gradiente de con-
centragdo nas titulagSes AIF de alta velocidade®, mas sob
condi¢Bes experimentais diferentes das usadas neste tra-
batho.

A partir das observagdes feitas através dos resultados ex-
perimentais colhidos, desenvolveu-se um procedimento sim-
ples para a determinagdo do teor total de dcido em vinagres
e vinhos, que pode ser extendido a outros produtos comer-
ciais.

Como a acidez destes liquidos comerciais pode ser prove-
niente de uma mistura de icidos e como a titulagdo espec-
trofotométrica direta em AIF de 4cidos fracos pode gerar
uma certa imprecisdo nos resultados (a formagdo de tampao
impede a variagdo abrupta da cor do indicador, resultando
em medidas menos precisas do At, ), resolveu-se adotar um
procedimento alternativo que envolve a titulagfo indireta
da concentragdo hidrogenidnica do meio, determinando-
se o excesso de base forte adicionada previamente ds amos-
tras. Tal procedimento elimina a necessidade do uso de ou-
tros procedimentos efou dispositivos mais complicados pa-
1a a determinagdo precisa do At, ., além de possibilitar uma
maior sensibilidade ao método. O preparo das amostras foi
feito como descrito na Tabela 1.

As curvas de calibragfo (-log CX vs Ateq)
minag¢des indiretas de acidez total dos liquidos analisados
foram obtidas injetando-se 60 ul de solugSes de NaOH de
concentragdes varidveis (2,00 x 10"2M 2 9,00 x 1072M) em
uma linha AIF alimentada com uma solugfo 5,00 x 107*M
de HCl contendo Fenolftaleina (1 x 10~3%), consideran-
do-se a equagdo matemdtica mencionada acima, quando
n = 1. O comportamento dos trés tipos de camara de dis-
persdo (cimara de mistura, tubo de vidro e tubo de polie-
tileno enrolado) foram testados, todos sob as mesmas con-
di¢des experimentais. As curvas de calibragdo para os trés
casos s3o mostradas na Figura 4.

TABELA |

Condi¢des experimentais usadas no preparo das amostras.

para as deter- ‘

Amostra V(ml) Vp(ml) V¢(ml)
Vinagre 5,00 10,00 100
Vinho Branco 25,00 4,00 50

V = Volume de amostra
Vp= Volume de NaOH 0,9783M
V¢ = Volume final da soluggo.
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Fig. 4 Curvas de calibragdo para as determinagdes indiretas da aci-
dez total em produtos comerciais. Amostras: solu¢Ses de
NaOH; Carregador: soluqao 5,00 x 107*M de HCI, contendo
Fenolftalefna (1 x 10~ %) como indicador; Detetor: Fotome-
tro; Vazdo: 2,2 ml * min
(A): Usando Cimara de Mistura (V = 0,73 ml)

(B): Usando Tubo de Vidro (=10,0 cm e ¢ =3,0 mm)

(C): Usando Tubo de Polietileno enrolado em um suporte de
¢=1cm (£=40,0cm e$,=2,0mm)

o e A indicam os resultados obtldos com bomba peristéltica e

com o sistema gravitacional, respectivamente,
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volume (mi)

RESULTADOS E DISCUSSAO

De um modo geral, a resisténcia da linha 3 vazdo de um
liquido nfo se constitui em um problema quando o fluido
é bombeado por deslocamento forgado, mas pode ser rele-
vante quando se usa dispositivos baseados na agfo da gra-
vidade.

Observou-se entretanto que o sistema de alimentagfo
gravitacional do tipo Frasco de Mariotte, nas condi¢fes ex-
perimentais descritas, apresenta um desempenho bastante
satisfatorio para uso em Anilise por Injegdo em Fluxo, mes-
mo operando com uma linha de conexdo (do frasco ao inje-
tor) de operagdo (do injetor ao lixo) com alguma resisténcia
3 vazdo (tubos longos e de pequeno didmeuro intemo). No
presente caso, usando-se uma linha de conexdo de 200 cm
de comprimento ¢ 0,8 mm de didgmetro interno ¢ queda li-
vre, pode-se controlar a vazdo do liquido com boa precisio,
modificando-se a linha isobdrica por variagdo da altura do
frasco (Figura 5; ajuste “‘grosseiro”), ou por deslocamento
do tubo de vidro interno (Figura 6; ajuste “fino’’). Na lo-
calidade de Campinas, para uma variagio de altura entre a
linha isobdrica e a extremidade do tubo de conexio de
(1,0 £ 0,1) m, encontrou-se. uma vazdo de (2,81 = 0,04)
ml « min~!, calculada a partir de dez medidas experimentais

. independentes, a (25,0 + 0,1)°C. Constatou-se também a

independéncia da vazfo com a altura da coluna de liquido
acima das linhas isobaricas localizadas a 60, 100, 140 e 180
cm da extremidade de saida do liquido do tubo de conexdo
(Figura 5).

O sistema de alimentagfio gravitacional tipo Frasco de
Mariotte, além de manter a vazio precisa e constante, é
isento de pulsagBes. Teoricamente as vazdes de sistemas
de queda livre podem ser ajustadas desde que a resisténcia
total da linha (linha de conexfo mais a linha de operagfo)
seja menor que a forga exercida pela coluna de liquido. En-
tretanto, este inconveniente pode ser contornado colocan-
do-se os frascos a uma altura relativamente grande (ex:
2,0 m) e regulando-se a vazdo total com uma valvula de agu-
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Fig. 5 Variagdo do volume de liquido liberado pelo sistema gravita-
cional em fungdo do tempo. H ¢é a variagdo da altura entre a
linha isobarica e a extremidade do tubo de conexdo. Coefi-
ciente de Correlagdo: r =0,9999, para todas as retas.
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Fig. 6 Variagdo da vazdo em funcgdo da altura, H, por deslocamento
do tubo interno do Frasco de Mariotte. Coeficiente de Corre-
lagdo, r = 0,9999. H tem o mesmo significado descrito na fi-
gura 5.
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Fig. 7 O comportamento do sistema gravitacional (Frasco de Ma-
riotte) comparado com o da bomba peristdltica. Titulagdo
AIF em linha tnica de HCl com NaOH 1,00 x 10~3M conten-
do Azul de Bromotimol (1 x 10'3%) como indicador, usando
Fotdmetro® e Camara de Mistura.
Vazdo: 2,2ml « min~*. Os resultados sio compardveis com os
da referéncia 8. o e A indicam resultados obtidos com bomba
peristiltica e com o Frasco de Mariotte, respectivamente.

lha, construida em Teflon ou Nylon. O maior inconveniente
que se pode ter seria o procedimento de carga e recarga do
sistema, mas isto nfo é tdo significante ao se considerar o
seu custo. '

O desempenho deste sistema gravitacional foi compa-
rado com o da bomba peristaltica em titulagSes de gra-
diente através da técnica de Anilise por Inje¢do em Fluxo
(AIF)>"®. Nas condigdes experimentais descritas, o sistema
AIF é operado com altos valores de Coeficiente de Disper-
s30 (D > 10)°*° e com tempo de residéncia relativamente
elevado (30-90 s). A pequena varia¢io (constante) obser-
vada na Figura 7, que compara especificamente o compor-



tamento da bomba peristdltica com o do sistema gravita-
cional, foi atribuida a uma possivel diferenga na vazio da
bomba com relagdo ao Frasco de Mariotte, pois aquela ndo
foi medida com o mesmo rigor que a do sistema gravita-
cional.

Por outro lado, como a varidvel relacionada com a con-

—log C§
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Ateql(s)
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centragio é o tempo, pode-se facilmente comparar os re-
sultados obtidos através de aparelhos de diferentes quali-
dades, tal como um espectrofotdometro e um fotdmetro
simples de baixo custo®!®!5:%6 A figura 8 demonstra que
que a qualidade dos resultados praticamente independe da

. qualidade de instrumentagdo e do indicador utilizados.
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Fig. 8 Titulagdo AIF em linha inica de HCl com NaOH 1,00 x107>M, usando bomba peristéltica e cimara de mistura,

Vazio: 2,2ml « min 1

(A): o e Asdo resultados obtidos obtidos com o fotémetro? e com o espectrofotometro (A=656 nm), respecuva.mente
(B): 0 e A sdo resultados obtidos com Azul de Bromotimol e Fenolftaleina, respectlvamente usando o fotdmetro® como detetor.
Os indicadores estdo contidos no carregador. Concentragdo dos Indicadores: 1 x 10~ 3.

TABELA I

Avaliacio do comportamento dos tubos como geradores de gradiente de concentragio em titulagdes AIF
em linha tinica. Vazdo do carregador (NaOH + indicador): 2,2ml *+ min™! ; Detetor: Fotometro® ;
LED: Vermelho (A = 656nm); Indicador: Azul de Bromotimol, 1 x 107> %.

Dimensdes Intervalo das curvas analiticamente ttil (parte reta) **)
¢;(mm) 2(cm) Bomba Peristéltica Sistema Gravitacional
-log C At q(s) -log C At, as)
A:TUBOS DE VIDRO
2,0 20,0 ™ ™ 2,10-1,00 10-55
30 30 1,60—1,00 20-39 ™ ™
30 6,0 1,60—-1,00 25-53 1,40—1,00 2545
30 10,0 2,10-1,20 2048 1,50-1,00 30-55
3,0 12,0 1,55-1,00 33-78 1,40-1,00 33-63
40 10,0 1,35-1,00 45-78 1,40-1,00 30-63
50 6,0 * *) *) @)
B: TUBOS DE POLIETILENO ENROLADOS (¢ =1 cm)
1,8 30,0 2,10-1,10 19-33 2,00-1,00 20-34
20 40,0 1,50-1,20 37-42 1,50-1,10 34-40
20 50,0 * *) (*) *)

(*) Nio se obteve intervalo de reta nas curvas levantadas.

(**) Usando a equagdo At,

q=(V/D+ 1n10- log(C 9/Cp * m)
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Assim, o emprego de fotdmetros de baixo custo facilita
a introdugdo deste tipo de experiéncias em laboratério de
ensino. Ainda mais, no caso especifico das titulagSes AIF,
ndo hd necessidade de calibragfo prévia do aparelho e/ou
a transformagdo de escalas de Voltagem, Transmitincia ou
Altura de Pico em Absorbancia, porquanto o pardmetro
medido, Ateq, nio depende prioritariamente destas varid-
veis. Isto permite, pois, uma leitura direta dos resultados.

Apesar de ndo serem tfo eficientes quanto a cimara de
mistura, sob as condi¢Bes experimentais descritas neste tra-
balho, tubos abertos também podem gerar o gradiente
de concentragdo necessrio para se efetuar as titulagGes
AIF®"!% Tubos de vérias dimensdes foram testados e os re-
sultados agrupados na Tabela 2. O intervalo analiticamente
util das curvas obtidas (parte reta das curvas -log COA Vs

Aty ,) é um pouco mais restrito quando a alimentagdo de

liquido é feita através do sistema gravitacional, mas as di-
ferengas ndo sio tio marcantes, ainda mais considerando-
se o custo de aparelhagem convencional. Sob as condigGes
experimentais empregadas, o comportamento dos tubos
de polietileno praticamente independe do sistema de ali-
mentagdo utilizado, mas a precisdo dos resultados é menor
(valores de At, q mais reduzidos).

A partir destas observagdes determinou-se a acidez to-
tal de alguns liquidos comerciais, através do procedimen-
to descrito na parte experimental. Os teores de acidez fo-
ram encontrados através das curvas de calibragfo mostra-
das na Figura 4 (Tabela 3). Os resultados sio os mesmos
para qualquer cimara de gradiente (cdmara de mistura ou
tubos), usando tanto a bomba peristdltica como o Frasco
de Mariotte.

TABELA Il

Determinacfio do teor total de dcidos em alguns lfquidos
comerciais, usando titulagio AIF em linha tGnica.
Vazio do Carregador (HCI 5,50 x 10~*M + Fenolftalefna
1 x 1072%): Vazdo: 2,2 ml + min~! ; Detetor = Fotometro®

(LED verde)
Amostra Encong:g; (%)Usual II;Z
Macawenzater | sy | 0409 19

* Valor declarado (r6tulo) = 4,2%.
Valor obtido por titulagdo icido-base convencional = 4,3%
(ref. 17).
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