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RESUMO

GUEZGUAN, Stefania. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2017.
Desenvolvimento de métodos analiticos para determinagao do gas fosfina. Orientador:
André Fernando de Oliveira. Coorientadores: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz e
Antdnio Augusto Neves.

A fosfina é um gas inflamavel, instavel e altamente toxico que é produzido pela hidrélise de
fosfetos metélicos como aluminio, manganés ou zinco. Quando o gas é produzido no
laboratério é utilizado a metodologia proposta pela FAO, no entanto na ultima década tem
sido introduzidos os principios da quimica verde o que suscita um interesse no uso de
metodologias com toxicidade reduzida além de propés um método analitico préatico para a
padronizacao de solugao gasosa de fosfina. No presente trabalho foi proposto um sistema
para producao de fosfina em escala laboratorial mais simples e controlado comparado com
o sistema tradicional. Além disso foram desenvolvidos trés métodos analiticos para a sua
determinagdo. O primeiro método desenvolvido foi o iodométrico. As condigdes
experimentais em que o método apresentou melhor resposta foi em um tempo de reagao
de 35 min. Foram obtidas figuras de mérito mostrando um valor de 0,99 como coeficiente
de determinagéo, limite de detecgéo (LoD) de 0,062 mL e de quantificagdo (LoQ) de 0,208
mL, em uma faixa analitica de trabalho no intervalo de 0,208 mL até 1,5 mL de fosfina. O
segundo foi um método espectrofotométrico baseado na descoloragéo do azul de metileno.
Foram estabelecidas condigdes experimentais de azul de metileno (40 umol L), na
presenca de Cu(ll) que atua no meio como catalisador, em pH 9,0, para obter a curva
analitica com coeficiente de determinagéo 0,90, LoD 0,79 mmol L-' e LoQ 2,62 mmol L,
em uma faixa analitica de trabalho no intervalo de 2,62 mmol L-' até 9,0 mmol L-'. O terceiro
método foi 0 método de analise de imagem baseado na avaliagdo do sinal analitico obtido
de uma imagem digital e foi otimizado para a quantificacdo de fosfina, pela obtengéo de
uma curva analitica com coeficiente de determinagéo de 0,99, LoD de 0,714 mmol L-' e LoQ
de 2,377 mmol L', em uma faixa analitica de trabalho no intervalo de 2,3 mmol L-! até 9,0
mmol L-'. Uma curva analitica foi construida para propor outra alternativa de
desenvolvimento de método em trabalhos futuros obtendo um coeficiente de determinagao
de 0,99, valores de LoD de 5,64 uL e LoQ de 18,77 pL, com uma faixa de trabalho de
5,64 uL até 100 pL.
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ABSTRACT

GUEZGUAN, Stefania. M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2017. Development
of analytical methods for the determination of phosphine gas. Adviser: André Fernando
de Oliveira. Co-advisers: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz and Antonio Augusto
Neves.

Phosphine is a flammable, unstable and highly toxic gas that is produced by the hydrolysis
of metal phosphides such as aluminum, manganese or zinc. When the gas is produced in
the laboratory, the methodology proposed by the FAO is used, however in the last one the
principles of green chemistry have been introduced, which provokes an interest in the use
of methodologies with reduced toxicity, besides proposing a practical analytical method for
the standardization of Gaseous phosphine solution. In the present work, a simpler and more
controlled system of phosphine production was proposed in laboratory scale compared to
the traditional system. In addition, three analytical methods have been developed for their
determination. The first method developed was the iodometric. The experimental conditions
in which the method presented the best response was at a reaction time of 35 min. We
obtained figures of merit showing a value of 0.99 as determination coefficient, detection limit
(LoD) of 0.062 mL and quantification (LoQ) of 0.208 mL, in an analytical range of work in the
range of 0.208 mL to 1.5 mL of phosphine. The second was a spectrophotometric method
based on methylene blue discoloration. Experimental conditions of methylene blue (40 umol
L") were established in the presence of Cu (11), which acts in the medium as a catalyst at pH
9.0, to obtain the analytical curve with determination coefficient of 0.90, LoD 0.79 mmol L-!
and LoQ 2.62 mmol L, in an analytical working range in the range of 2.62 mmol L' to 9.0
mmol L-1. The third method was the method of image analysis based on the evaluation of
the analytical signal obtained from a digital image and was optimized for the quantification
of phosphine by obtaining an analytical curve with determination coefficient of 0.99, LoD of
0.714 mmol L-* and LoQ of 2.377 mmol L, in an analytical working range in the range of 2.3
mmol L' to 9.0 mmol L-1. An analytical curve was constructed to propose another alternative
of method development in future works, obtaining a coefficient of determination of 0.99, LoD
values of 5.64 pL and LoQ of 18.77 yL, with a working range of 5.64 L to 100 pL.
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1. INTRODUGAO

A fosfina ou também conhecida como fosfeto de hidrogénio (PHs), € uma gas inflamavel,
instavel e altamente toxico que foi descoberto no final do século XVIII e tem sido usado amplamente
no setor agricola (CHAUDHRY, 1997; NATH et al., 2011). Ele é produzido pela hidrélise de fosfetos
metalicos como aluminio, manganés ou zinco (FLORAO et al.; 2004), para evitar a produco de pragas
infestaste que ajuda a diminuir significativamente perdas por estes agentes (CASTRO, OLIVEIRA,
LEITAO, 2002). No entanto a FAO desenvolveu uma metodologia para sua produc&o em laboratério
para medir o grau de resisténcia dos insetos ao fumegante (FAO, 1975), embora, com a introdugao
da quimica verde em 1991, se sugerem metodologias com toxicidade reduzida (DICLE; MELTEM,
2017), pode ser postulada uma outra metodologia em menor escala para diminuir a quantidade de
acido utilizada em cada producéo de solugéo gasosa de fosfina assim como a necessidade de ter um
método simples e util para a padronizagdo da mesma.

Entre as técnicas analiticas empregadas nos trabalhos reportados para a determinagao de
fosfina encontram-se a Cromatografia Gasosa nas pesquisas de Dumas (1964), Gassmann (1994),
Athié et al. (2001); Zhao et al. (2015) empregaram esta técnica usando uma fibra para a extra¢éo do
gas. Tem-se também a cromatografia gasosa acoplado a massas (GC - MS), utilizada na pesquisa
feita por Perz e colaboradores (2015), com variagbes nas condigdes cromatograficas. Um outro
trabalho com o objetivo de determinar fosfina foi desenvolvido por Castro, Oliveira e Leitdo (2002),
consistia em realizar leituras espectrofotométricas, ap6s da reagao do gas com uma solugao de nitrato
de prata para formar uma solugao de cor amarela, embora nenhum deste trabalhos faz uso de um
padrdo primario de fosfina, pelo que deve ser produzida experimentalmente como foi dito
anteriormente, que é um dos objetivos desenvolvidos no seguinte trabalho em que se pretende
otimizar o procedimento de producao e determinagao do gas fosfina.

O seguinte trabalho apresenta o desenvolvimento de trés métodos analiticos que sdo: o
método iodométrico, 0 método de Espectrofotometria na regido do visivel e um método baseado no
uso de imagens digitais e para padronizagéo e determinacdo deste analito, o qual foi produzido no
laboratério a partir de pastilhas de fosfeto de aluminio (PHOSTEK®) propondo um sistema em menor

escala comparado com o que é usado geralmente.



2. OBJETIVOS

21. Geral

o Desenvolvimento de métodos analiticos para determinagéo de fosfina.

21.1. Especificos

o Desenvolver um sistema para producdo em laboratério de gas fosfina a partir de
pastilhas comerciais de fosfeto de aluminio.

o Desenvolvimento e otimizagdo de método titulométrico para padronizagdo de
solugdes gasosas de gas fosfina preparadas em laboratério.

o Desenvolvimento e otimizacdo de método espectrofotométrico para determinacéo de
gas fosfina com azul de metileno.

o AdEquagao do método espectrofotométrico para determinagéo de gas fosfina com

azul de metileno para uso com imagens digitais.



3. REVISAO BIBIOGRAFICA

3.1. Fosfina

A fosfina ou fosfeto de hidrogénio (PHs), foi descoberto no final do século XVIII e tem sido
usado como inseticida fumegante, formicida e cupinicida de grdos desde a década de 1930
(CHAUDHRY, 1997; NATH et al., 2011), pois seu uso no afeta a viabilidade do grdo e seus residuos
nos produtos s&o escassos (REYNA; VAZQUEZ; GARCIA, 2012). Para seu uso como inseticida, é
necessario manter a concentragéo de fosfina em no minimo, 400 mg L por pelo menos 120 horas de
exposicao, independentemente da fase do ciclo de vida do inseto (PISSQ, 1993; MARTINAZZO et
al., 2000; DAGLISH et al., 2002; LORINI et al., 2011).

O fosfeto de hidrogénio (PHs), apresenta uma geometria piramidal, similar aquela da aménia
(Figura 1). Apresenta varios nomes técnicos, tais como fosfina, trihidreto de fésforo, e fosfane (PISSQ,
1993),

/P'l,
H™ | 'H
H

Figura 1. Estrutura Piramidal da Fosfina (PHs).

A fosfina € um gas incolor, com ponto de ebuli¢do igual a -88 °C, inflamavel a temperatura
ambiente, com poder redutor, € pouco solUvel em &gua, instavel quando exposto a temperaturas acima
de 100 °C, com um odor de alho ou peixe em decomposigdo, com uma densidade de 1,17 vezes a do
ar, o que lhe permite dispersar prontamente durante a fumigagéo (BANKS, 1975; NATH et al., 2011).

A fosfina é produzida pela hidrdlise de fosfetos metalicos como aluminio, manganés ou zinco
(FLORAO et al.; 2004) e tem classificagéo toxica de Classe | (ANVISA, 2008), causando em humanos,
efeitos colaterais afetando o sistema nervoso central, irritar os pulmdes, além de sintomas como
nauseas, vomitos, dorméncia e espasmos (BEQUISA, 2014; PERZ et al., 2015). Sua dose letal (DLso)
igual de 20 mg kg-' (SERVICIO DE SANIDAD AMBIENTAL, 2008).



3.1.1. Fosfeto de aluminio.

O fosfeto de aluminio (AIP) no Brasil para fins de inseticida & comercializado na forma de
pastilhas, pastas, comprimidos e tabletes com diferentes marcas, tais como GASTOXIN®,
PHOSTOXIN®, PHOSTEK®, PHOSPHINON®, CELPHOS®, e QUICKPHOS® (ANDRADE;
NASCIMENTO, 1984, FLORAO et al., 2004). O fosfeto de aluminio forma cristais cinza ou amarelos
e é utilizado usualmente no laboratério para a obtengéo de fosfina. O fosfeto reage facilmente com a
umidade do ambiente e na presenga de acidos sua reagdo se torna mais rapida (FAO, 1975;
SERVICIO DE SANIDAD AMBIENTAL, 2008). As equagdes quimicas que envolvem a decomposi¢ao

do fosfeto de aluminio s&o apresentadas.

AlP(s) + 3H(aq) — Aliag) + PHs(g) ()
ALl + Hy0qy = AIOHZ )+ HE, pKi 5,0 (2)
AlOHZ ) + Hy0) = AL(OH)3 () + Hiug pK2 5,1 (3)
Al(OH)3 (4 + Hy0gy = AL(OH)3aq) + Hiyg) pKs 6.5 (4)
Al(OH)3(aq) + Ho0qy = Al(OH)3(4q) + Hig pKs 7,0 (5)
Al(OH)3(5) = AL(OH)3(4q) -log So 75 (6)

Devido a acidez do aluminio e baixa solubilidade do seu hidroxido, esse Ultimo € muitas
vezes formado sobre a pastilha durante a decomposigéo do fosfeto de aluminio.

Geralmente, o fosfeto de aluminio é comercializado em forma de pastilhas de 0,6 ou 3,0 g,
contendo 57% do principio ativo. A pastilha requer de 24 até 48 horas para que seja liberada a maior
parte da fosfina. Esta reacdo comeca lentamente e vai se acelerando gradualmente, até a completa
reacdo do fosfeto de aluminio, porém, fatores como a umidade e a temperatura limitam o tempo de
reacdo. Isto quer dizer que a umidade do ar acelera a reagdo. Quando a temperatura e umidade do
local a ser fumigado forem elevadas, a decomposi¢ao da pastilha pode completar-se em menos tempo
se comparada as condicdes de temperaturas moderadas e baixa umidade. Enquanto o frio € 0 ar seco



tém efeito oposto, pela dificuldade de acontecer a reacéo de liberagao de fosfina e poderia sugerir-se
que néo fosse efetuado o expurgo. (KILLPHOS, 1995; BEQUISA, 2014; LORINI et al., 2015). O residuo
da pastilha (que inclui o hidroxido de aluminio) ndo é toxico nem irritante, e devido a seu baixo custo
resultou em seu uso em quase todos os graos negociados internacionalmente destinados ao consumo

humano.
3.2.  Sistema coletor do gas fosfina (SCF)

O sistema coletor do gas fosfina se mostra na Figura 2. Ele € usualmente usado em
laboratérios para a producao e coleta de fosfina a partir das pastilhas de fosfeto, com a que se mede
o0 grado de resisténcia dos insetos ao fumegante (FAO, 1975). Devido & natureza volatil, toxica e
instavel, a fosfina € produzida em laboratério apenas no momento do uso e toda manipulagdo deste

gas deve ser feita em capela de exaustao.
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Figura 2. Sistema coletor de fosfina (SCF) e tubo de dissolucéo de fosfina (TDF).

Fonte: (FAO, 1975).

Embora simples, e com uma trajetoria representativa na area agricola, com a introdugéo da
quimica verde cabe pensar em uma outra metodologia para a produgédo do gas e para padronizar a
solugéo gasosa formada, pois se pode pensar que parte gasosa contém exclusivamente a fosfina e
sua concentragao é calculada a parar da Equacao de Clayperon para gases ideais.



n(PHs) _ P M

|4 RT

PV = n(PH;)RT = c(PH,) =

Entretanto, dificuldades na compensagéo da presenga de vapor de agua e outros eventuais
gases dissolvidos, na determinagéo da presséo interna, dentre outros, pode tornar esse procedimento

bastante impreciso.
3.3. METODOS ANALITICOS.

3.3.1. lodometria

A lodometria € um método titulométrico redox baseado na oxidagao do analito pelo iodo
(OHLWEILER, 1974), sendo que 0 excesso desse reagente é titulado com tiossulfato. Devido a baixa
solubilidade do iodo, 0 método € realizado na presenga de excesso de ions iodeto, garantindo a
formacao do ion triiodeto, mais soluvel, mas com caracteristicas oxidantes similares do iodo. (VOGEL
etal., 1992) (Equacéo 8).

g +2¢7 235,  E°=621mV (8)

Muitas vezes, por questdes de praticidade, considera-se a concentragdo analitica dessas

duas espécies em solucao (Equacao 9).
c(l) = c(Iyeq) = 2] + [I3] ©)

Este método titulométrico é aplicado para a determinagdo de uma variedade de compostos,
como por exemplo, 0 oxigénio (GANACHAUD; WUNSCH, 2000; SONG et al., 2014), L-acido
ascérbico (DAVEY et al., 2000; HERNANDEZ; LOBO; GONZALES, 2006; VALENTE et al., 2011;
SHALLANGWA et al., 2014), ozdnio (STERGIOU; PRODROMIDIS; EFSTATHIOU, 2010), dentre

outros.



3.3.2. Espectrofotometria molecular

O termo "Espectrofotometria” € normalmente utilizado para a técnica que envolve a absorgdo
de radiacao eletromagnética por uma espécie quimica. (ANWAR et al., 2013). A espectrofotometria
molecular também é conhecida como espectrofotometria no UV/Visivel. O primeiro termo refere-se a
absorcao de radiagéo por elétrons em orbitais moleculares das espécies estudadas, em contraponto
a espectrofotometria atdmica, associada a orbitais atbmicos. O segundo termo refere-se ao uso dessa
regido de radiagdo, mas é menos adequado (embora comum), pois essa regido (UV/visivel) ndo é
usada exclusivamente por essa técnica analitica.

A espectrofotometria molecular € muito usada devido a robustez dos seus métodos
analiticos, custo relativamente baixo, de uso simples e sensivel o suficiente para muitas aplicacdes
praticas (NOBREGA; LOPES, 1996; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; ROCHA; TEIXEIRA, 2004;
SKOOG et al., 2006). As determinagdes espectrométricas o parte do espectro que se denomina luz
visivel s@o as ondas eletromagnéticas que sao visiveis pelo olho humano e ocupam uma pequena
parte do espectro, onde iniciam-se desde cerca 380 — 400 nm até cerca de 700 — 780 nm (LUCAS et
al., 1996; TORNQUIST, 2008) (Figura 3) A regido do ultravioleta (préximo) é usualmente considerado

de 190 nm a cerca 380 nm.
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Figura 3. Comprimentos de ondas na regiao do visivel.

Fonte: (TORNQUIST, 2008).

Sucintamente, o espectrofotémetro (molecular) é formado por uma fonte de radiagéo, um

monocromador para selegao de uma faixa adequada de comprimentos de onda (anterior ou posterior



ao compartimento da amostra), um compartimento para o posicionamento da amostra, e um

dispositivo para medir a intensidade de radiagao que atravessa a amostra (Figura 4) (HARRIS, 2003;

SKOOG et al., 2009).
Fon.te (Nje Monocromador
radiagdo

Figura 4. Esquema com partes fundamentais de um espectrofotometro

Amostra

A interagéo das espécies quimicas presentes na amostra com os fétons com energia definida
por seus comprimentos de onda, ocorre alterando o estado energético de elétrons dos orbitais LUMO
(Lowest Unnocuppied Molecular Orbital) para HOMO (Highest Ocuppied Molecular Orbital). A
quantidade de fotons com um determinado comprimento de onda absorvidos (em uma dada area, por
unidade de tempo) por uma dada concentragdo de uma espécie quimica ao longo de um caminho
dptico é descrito pela Lei de Beer-Lambert-Bouger (ou apenas Lei de Beer) (SCURI, 2002; HARRIS,
2003; SKOOG et al., 2009; ( OLIVEIRA et al., 2017).

O parémetro absorbancia é definido matematicamente de maneira a ser proporcional a
concentragéo no equilibrio da espécie absorvente da radiagdo monocromatica (Equacéo 10). Devido
a aditividade desse parametro, a Lei de Beer pode ser descrita para uma solu¢do contendo varias

espécies quimicas absorventes da radiagéo (Equagéo 11).

I
A; = —log—T 10)
I,
Sendo que
Ay = Z £,,:b[i] (11)
Onde,

Ay absorbancia no comprimento de onda A
lo intensidade da radiagdo monocromaética (no comprimento de onda A) que incide na amostra
It intensidade da radiagdo monocromatica (no comprimento de onda A) que emerge da amostra.

(i) b[i] absortividade molar da espécie i (no comprimento de onda A.)



b caminho dptico ou seja, distancia percorrida pelo feixe de radiacéo através da amostra

Entretanto, uma vez que nem sempre o analito é a espécie absorvente da radia¢do, mas sim
relacionada a ela pelas condigdes experimentais (estequiometria, equilibrios, etc.); e que a radiagao
utilizada em espectrofotdmetros ndo € monocromatica, mas sempre uma banda com largura de
comprimentos de onda, no minimo estreita o suficiente para uma aplicagéo pratica; e, por fim, que
outros fendbmenos dpticos ocorrem com o feixe de luz (refragdo, espalhamento de Rayleigh, etc.), a
curva analitica na espectrofotometria apresenta algumas diferengas em relagdo a Lei de Beer

(Equacéo 12).

f)*final I

Ainicia T
Al = —lOg lfiT =B+ zsa,i Ca,i (12)
IO,li

Ainicial

Onde i representa o analito i, S, € a sua sensibilidade analitica, ca;, a sua concentra¢éo
analitica e B considera a absorbancia de outras espécies quimicas absorventes existem na solugéo,
(com excecao daquelas relacionadas com os analitos), mas mantidas em concentragéo constante,
além de conter a compensacdo de outros efeitos Opticos, existentes também nas medidas das
solugdes de referéncia.

A sensibilidade analitica, portanto, considera, além das absortividades molares, fatores de
diluigdo e a estequiometria no equilibro que relaciona as concentragfes das espécies absorventes
como 0s analitos. Além dos processos quimicos que permitem estabelecer uma relagéo direta
(preferencialmente linear) entre a concentragdo de espécies absorventes da radiacdo e a
concentragéo do analito, a largura de banda influencia fortemente na linearidade e interferéncias do
método analitico, de maneira que deve existir um compromisso entre a largura da banda de absorgao
da espécie cromdfora e a largura da faixa de comprimento de onda do feixe de luz. De uma maneira
geral, quanto menor a largura de banda do feixe comparado com a largura da banda de absor¢éo,
maior a adEquacao do sinal a lei de Beer.

Os espectrofotdmetros comerciais, que utilizam redes de difragdo para a monocromagéo
(aqui uso como sinénimo de separagéo de faixas de comprimentos de ondas) e fontes continuas como

ldmpadas de deutério (para a regiéo do ultravioleta e eventualmente do visivel), de xendnio, ou de



tungsténio (para a regiéo do visivel apenas), apresentam larguras de banda entre 0,5 a 2 nm. Alguns
espectrofotometros de uso mais dedicado utilizam filtros de interferéncia (com bandas de 20 a 50 nm)

e aqueles portateis, que utilizam LED, por exemplo, podem ter larguras de banda de emissdo maiores).

3.3.3. Método de Analise de Imagens Digitais

O método de anélise de imagem digitais foi criado em 1931 pela Comisséao Internacional de
lluminacdo (CIE-Commision internationale de I'Eclairage) baseado em um modelo mateméatico
chamado CIE-RGB em que cada pixel possui trés valores os quais estdo baseados nas cores primarias
vermelha (R-red), verde (G-green) e azul (B-blue) (dai a sigla em inglés), no qual a partir das diferentes
possibilidades de combinagdes aditivas dessas cores sé@o representadas todas as outras cores do
espectro visivel (SANTOS , 2013). Assim, cada pixel utilizando esse sistema esta formado informagao
referente a cada uma dessas trés cores e a combinagao de diferentes intensidades dessas trés cores
permitem uma ampla gama de cores e tonalidades (SONKA; HLAAC; BOYLE, 1999; MIOT et al.,
2006).

Este sistema foi criado porque embora o olho humano seja perceptivo @ mudanca de cor ou
a combinagéo delas ndo da razdo qualitativa confiavel e nem quantitativa destas alteragdes numa
matriz determinada, isto porque o sistema nervoso humano ndo possui um mecanismo que possibilite
essa quantificacdo, entdo a imagem que vai chegar ao sistema visual humano é a imagem
complementar, quer dizer a fragao de luz que ndo é absorvida pelo objeto. A percepgdo de cor desta
forma explica-se porque cada olho humano possui uma grande quantidade de células nervosas, cerca
de 6 milhdes de cones e 120 milhdes de bastonetes. Os bastonetes ndo distinguem cores, eles apenas
s80 sensiveis a luz e s&o Uteis quando existe baixa luminosidade. Os cones s&do sensiveis as cores e
cada cone tem sensibilidade para detectar uma determinada faixa do espectro. Para os seres humanos
existem trés diferentes tipos de cones, conhecidos como cones vermelho, verde e azul (LEAO, 2005).
Ent&o, baseados nesse fato, 0 método RGB visa quantificar, qualificar e analisar estas mudancgas que
também € conhecido como método de analise de imagem e tem sido amplamente utilizado para
realizar analises quimicas uma vez que se apresenta uma mudanca de coloragdo comparando com
as solugbes de referéncia. Estas imagens s&o adquiridas ou produzidas por diversos aparelhos,
incluindo cameras digitais (dedicadas ou presentes em celulares), scanners, aparelhos de raios-X,

microscopios eletrénicos, aparelhos de ultrassom e radares, webcams, e outros dispositivos, e podem

10



ser manipuladas computacionalmente para dar informagdes sobre diferentes sistemas ou matrizes
(LUPETTI et al., 2005; GOMES, et al., 2008; LYRA et al., 2009).

Estes elementos Opticos sdo os responsaveis por gerar a sensagao de cor ao olho humano,
no entanto, os sistemas atuais cor digital ndo explicam todos os aspectos relacionados a cor vinculada
a percep¢do humana. Para isso, sao utilizados sistemas digitais diferentes para ajudar a descrever as
diferentes caracteristicas das cores e sua percep¢ao pelo ser humano, como por exemplo o sistema
RGB. Com o desenvolvimento tecnolégico associado a este método, cada vez tem sido mais utilizado
em diversas areas, principalmente para reconhecimento de padrdes, tanto na industria, na quimica,
medicina, agricultura, pesquisas espaciais, meteorologia, entre outras areas (SALES, 2012), inclusive
na quimica analitica, onde o seu uso também tem sido associado a intensidade de cor. Entre
aplicagdes deste método tem-se a determinagdo de metais em diversas matrizes, controle de
qualidade alimenticia e monitoramento ambiental (OLIVEIRA, 2012).

O processamento de imagens (obtengédo da imagem digital) esta apresentado na Figura 5.
Ele pode ser dividido pelo menos em quatro partes: (i)Captura (entrada); (i) Visualizagéo (saida); (iii)

Armazenamento e (iv) Processamento.

C.a’pmra

l

P — Imagem ) Comprenssdo
nbs — digital G— Amn amen b“

I

A B
Figura 5. Captura de imagem por dispositivos digitais. A sdo os tdpicos de processamento de imagem

e B séo os filtros coloridos que representam os pixels de uma imagem.

Fonte: (SCURI, 2002).

Uma imagem digital pode ser entendida como uma matriz bidimensional cujos indices de m
linhas e n colunas identificam um ponto na imagem, sendo que os elementos dessa matriz digital

possuem um numero finito de estrutura e sé@o denominados de “elementos de imagem” ou pixels
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(GONZALES; WOODS, 2000). Cada pixel contém elementos dpticos que detectam a intensidade de
luz (em uma largura de comprimento de onda definido) (AZEVEDO; CONCI, 2003), e que séo
escalonados em um sistema digital, quando maior for o nimero de pixels melhor a qualidade da
imagem quando esta é ampliada (OLIVEIRA, 2012). A parte do sistema RGB que converte o sinal
analdgico em digital é chamado de Conversor Analdgico Digital (ADC) (SKOOG et al., 2006).

O modelo RGB ¢é representado por um cubo em coordenadas cartesianas, onde cada cor
primaria representa um dos eixos e assumem valores finitos que variam de zero (0) a um (1). Onde, o
valor um (1) corresponde a intensidade maxima com que a cor primaria pode ser representada no

gréfico e o valor zero (0) a intensidade minima (Figura 6).

A G
010
( ) verde (1.1,0) amarelo
branco(1.1.1)

ciano (0.1.1)
(0,0.0) preto (1.0.0) vermelho
R

azul (001)

(1.0.1) magenta
B

Figura 6. Cubo de modelo de cores RGB.
Fonte: (SANTOS 0., 2013).

No sistema RGB, para carregar as informacgdes digitais dos componentes vermelho, verde
e azul tradicionalmente era usado um ADC de 8 bit, embora, foram desenvolvidos ADC de 10 bit (1064
divisbes), 12 bit (4096 divisdes), 14 bit (16384), por mencionar alguns, o que permite uma melhor
resolucao dos sinais. Quando sao usados 8 bits (1 byte) para cada, isso significa que, os componentes
do sistema RGB s6 podem assumir 256 niveis discretos de intensidade, ou seja, o valor de cada
componente priméario sé pode ser medida de 0 a 255, onde 0 é auséncia de cor e 255 é a intensidade
maxima. Os valores intermediarios constituem um “degrade” de tons. Assim, para cada pixel sdo

utilizados 3 bytes e pode ter 16,7 milhdes (256 x 256 x 256) de possibilidade de cores do visivel
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diferentes. O pixel com valores de (R, G, B) iguais a (0, 0, 0) possui cor preta e com (255, 255, 255),
a cor sera branca.

Vale ressaltar que a quantidade de possibilidades de cores que o pixel no sistema RGB pode
assumir € muito maior que a quantidade de cores que o olho humano tem sensibilidade para distinguir.
E, mais importante, essas sensacdes de cores ndo significa, de maneira alguma, a sele¢éo de

comprimentos de ondas mais restrita.

3.3.4. Cromatografia gasosa (GC)

A cromatografia gasosa (GC) foi introduzida em 1952 por Martin e James (ABIAN, 1999;
KORYTAR; MATISOVA, 2002), e desde entdo tem sido amplamente utilizada por sua alta resolugao,
alta sensibilidade, sua capacidade para realizar anélises quantitativas e a rapidez de analise ainda em
baixas concentragdes nos diferentes tipos de amostras. O principio geral de GC é a separacao de
espécies quimicas na fase gasosa, devido a interacédo seletiva com outra fase. Levando em conta que
geralmente as amostras de interesse s@o misturas complexas, esta técnica esta entre os métodos
analiticos mais importantes e usados nas pesquisas de diferentes areas como quimica, petroquimica,
fragancias, farmacéutica e ambiental (NETO; NUNES, 2003; POZZOBON, 2011), pela facilidade com
que efetuam a separagéo a identificacdo e quantificagdo das espécies quimicas, podendo ser gases
e substancias volateis ou semivolateis, termicamente estaveis e com pontos de ebuli¢do de até 300
°C (BASTOS et al., 2009). Na Figura 7 é apresentado um esquema com algumas partes de um
cromatografo gasoso.

Nesta técnica, para garantir a vaporizagdo dos constituintes da amostra, o injetor e a coluna
sdo aquecidas a uma temperatura alta, sendo, como regra geral que temperatura de injecéo seja ao
menos 50 °C acima da temperatura de ebuligdo do componente menos volatil. A amostra vaporizada
é conduzida do injetor até o detector com ajuda da fase mével (gas de arrastre) (FLUMIGNAN, 2005).
Os principais gases de arrastre utilizados sao o Hélio, Nitrogénio, Hidrogénio e o Argonio, e dependem
do detector utilizado. Durante o deslocamento da pluma, a fase estacionaria interage seletivamente
com os componentes da amostra, por exemplo, por processos de particdo ou de adsorgdo
(dependendo da composigéo da fase estacionaria) realizando a separagdo (LANCAS, 1993; COLLINS;
BRAGA; BONATO, 1997).
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Figura 7. Diagrama Esquematico de um cromatégrafo gasoso: 1. Reservatério de gas; 2. Controles
de vazaolpresséao; 3. Injetor (vaporizador) de amostra; 4. Coluna cromatogréfica; 5. Forno da coluna;

6. Detector; 7. Amplificador e registro de sinal.

Um aspecto importante da GC é que pode ser hifenada a outras técnicas instrumentais, tais
como a espectrometria de massas (MS). Os primeiros acoplamentos GC-MS foram realizados no final
da década de 1950, entre 4 e 5 anos apds a introdugdo do GC por James e Martin. Entretanto, apenas
nas Ultimas décadas surgiram instrumentos comerciais com pregos razodveis e caracteristicas
técnicas convenientes para que ocorresse uma grande disseminagao do seu uso. Dentre as vantagens
desse acoplamento, pode-se citar o obtencdo de informagbes exclusivas e especificas sobre a
composi¢do quimica do analito, alta sensibilidade e é possivel também a quantificagdo (GOHLKE,
1959; ABIAN, 1999).

3.3.5. Planejamento de experimentos e optimizagdo de método

No inicio da década de 1970 surgiu uma area da quimica que na atualidade é conhecida
como quimiometria, que ¢ definida pela Sociedade Internacional de Quimiometria como “a ciéncia de
relacionar as mediges realizadas num sistema quimico com a aplicagao de métodos matematicos ou
estatisticos” (HIBBERT et al, 2009). Com o avango da tecnologia dos computadores e o
desenvolvimento de abordagens analiticas, os métodos quimiométricos tornaram-se uma ferramenta

util para obter mais resultados de analises e de maneira mais rapida (HUANG, et al., 2016), embora,
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em muitos casos, e tempo de desenvolvimento do método seja muito longo. Também faz parte do
escopo da Quimiometria o estudo dos planejamentos experimentais, de maneira a obter as
informacgdes necessarias para cada problema analitico com o menor nimero de experimentos, menor
tempo e menor consumo de reagentes ou producao de residuos.

Um planejamento experimental, em especial planejamentos fatoriais, sdo planejamentos
desenhados para fornecer informagdes sobre quais variaveis de um sistema influenciam na resposta
do experimento e interagcBes entre as mesmas, utilizando um pequeno numero de experimentos
(MONTGOMERY, 1991). A desvantagem desse planejamento é que o resultado é muito dependente
da faixa de variagéo das variaveis e da suposi¢do de comportamento monétono naquele intervalo, ou
seja, que a resposta ird aumentar (ou diminuir) continuamente naquele intervalo de variagdo do
sistema.

O desenho de um planejamento fatorial de primeira ordem € um fatorial completo de dois
niveis (ou fracionario) (2), no qual cada fator é estudado experimentalmente em apenas dois
niveis. Por sua simplicidade e custo relativamente baixo, fatoriais completos sdo muito Uteis para
estudos preliminares ou nas Etapas iniciais de uma otimizagdo. No entanto, uma vez que apenas dois
niveis sdo utilizados, os modelos que podem ser ajustados a esses projetos sé@o um pouco restritos,
como j& discutido. Consequentemente, se um modelo mais sofisticado € requerido, como para a
localizag&o de um conjunto 6timo de condigbes experimentais, entdo deve-se recorrer a desenhos
para modelos de segunda ordem (designs de superficie de resposta), que empregam mais de dois
niveis de fator para permitir a montagem de um polinémio quadratico completo, o que serve para uma
analise mais efetiva dos efeitos das variaveis envolvidas no processo e, também, para a otimizagao
do mesmo. Usualmente é realizado um planejamento prévio dos experimentos antes da aplica¢do
desse tipo de planejamento, que inclui a escolha das variaveis (fatores) e dos valores que estas
assumirdo nas corridas experimentais (niveis). Em quimica analitica, os desenhos de superficie de
resposta mais utilizados sdo simétricos e descrevem um dominio esférico experimental (FERREIRA
et al., 2004; OLIVIER et al., 2007).
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4, PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Materiais e métodos

41.1. Reagentes

Tabela 1. Lista de reagentes utilizados

Reagente Marca
Acetato de Sodio (CH3COONa.3H20) Merk
Acido cloridrico (HCI) Merk
Acido sulfarico (H2SOx) Vetec
Amido soluvel Vetec
Azul de metileno Vetec
Borax (Naz2B407:10H.0)
Hidréxido de sddio (NaOH) Vetec
lodeto de potéssio (KI) Vetec
Sadio fosfato dibasico anidro (Na2HPOa4) Synth
Sulfato de cobre (ll) pentahidratado (CuSO4.5H,0) Dinamica
Tiossulfato de sodio (Na2S203) Vetec
Verde malaquita Sigma aldrich
Carbonato de sddio (Na2COs) Impex
Dicromato de potassio (K2Cr207) Vetec
Fosfeto de aluminio (AIP) PHOSTEK®

41.2. Producao de fosfina

Para a produgdo de fosfina foi utilizada a metodologia proposta pela FAO (1975) com
modificagbes (Figura 2, pag 5), utilizando pastilhas de 3,0 g do produto comercial PHOSTEK® (fosfeto
de aluminio), as quais reagiram com acido sulfurico 10 %v/v (H2SO), para a obtengdo do gas fosfina
(PHs) e com ajuda de uma seringa foram extraidas aliquotas do gas para serem injetadas no sistema
de estudo.
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4.1.3. Preparo de solugoes

Todas as solugdes foram preparadas com agua tipo Milli-Q, a partir de massas ou volumes
dos reagentes (Tabela 2 e 3) dissolvidos em um béquer, a solugdo foi transferida quantitativamente
para um bal&o volumétrico e completado o volume.

4.1.3.1. Solugoes utilizadas para o desenvolvimento do método iodométrico

Tabela 2. Descri¢do das solugdes preparadas para o desenvolvimento do método iodométrico

Quantidade do Voumem total

Solugao Formula Concentragao
reagente (mL)
Dicromato de potassio* K2Cr20y7 0,01 mol L1 29749 1000
Acido cloridrico HCI 6,0 mol L1 50 mL 100
lodeto de potassio** Kl 10% miv 50¢ 1000
Tiossulfato de sodio™*  Na2S2035H.0 0,01 mol L1 249¢ 1000
Amido soluvel**** CeH100s5 1% miv 1,09 100

* O regente foi seco em estufa por 3 horas.

** A solugéo foi mantida sob refrigeracéo a 4 °C em geladeira.

*** Para garantir a estabilidade da solug&o o pH da solucao foi ajustado na faixa de 9 e 10 pela adigao
de 0,1 g de Na2COs. Empregou-se agua destilada fervida e foram adicionadas 3 gotas de cloroférmio.
“*** Deixou-se ferver por 1 minuto, sob agitagdo e em caso da solugcéo apresentar turbidez realizou-
se uma filtragdo.

41.3.1.1. Padronizagao do tiossulfato de sodio (Na2S2030,01 mol L)

Para padronizar a solugdo de tiossulfato 0,01 mol L, foram adicionados 10 mL de K2Cr,07
(1103 mol L"), 10 mL de HCl e 5 mL de Kl (5% (m/V)) em um erlenmeyer de 125 mL resultando uma
solugéo de coloragdo marron. Titulou-se com a solugdo de Na>S,03 e quando a solugéo virou de
marrom para amarelo claro foi aquecido 1 mL da suspengéo de amido formando um complexo de cor
azul. Continuou-se a titulagéo até a cor azul desaparece-se.

A concentragao experimental da solugdo de Na»S»0s foi determinada pela Equagao 13. E o
fator de correcéo da solugao foi calcula como mostra a Equagao 14.
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c(Cr,0%37).V(Cr,027) (13)
V(S,05*7)

c(5,05°7) =6

_ Cexperimental (14)
fC - -

Cnominal

Em que:

fc & o fator de correcdo da solugdo de Na S;03

Cexperimental € @ concentragédo da solucéo calculada de acordo com a Equagéo 13

Chominal € @ concentragéo nominal de Na2S203, ou seja, aquela concentragéo desejada (0,01

mol L1, neste caso)

4.1.3.2. Solugoes utilizadas para o desenvolvimento do método espectrofotométrico e analise

de imagem.

Tabela 3. Descri¢éo das solugdes preparadas para o desenvolvimento do método espectrofotométrico

e de analise de imagem

Numero CAS Quantidade do Volume total
Solugao ] Concentragao
[férmula reagente (mL)
Azul de metileno 61-73-4 1,0 mmol L 319,9 mg 250
Verde malaquita 569-64-2 1,0 mmol L 364,9 mg 250
Cobre (II) CuS04.5H,0 1,0 mmol L1 24,97 mg 100

Solugbes de azul de metileno e verde malaquita em menores concentragdes foram
preparadas a partir da diluicdo de aliquotas da solu¢do estoque (10 mmol L-1). Para evitar a
degradacao do corante o frasco que contem a solugéo devia estar recoberto em papel aluminio e ser

mantido num lugar escuro.

41.3.21. Solugcdes tampao

Todas as solugdes tampao foram preparadas com agua tipo Milli-Q (tipo 1) e a partir de

massas ou volumes dos reagentes (Tabela 4) dissolvidos em um volume de agua em um béquer. O
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pH foi ajustado utilizando-se solugbes de NaOH 1,0 mmol L-* e HCI 1,0 mmol L-!. A solugéo foi

transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL e completado o volume.

Tabela 4. Descri¢do das solu¢des tampé&o preparadas

Tampao Formula Concentragdo Quantidade do reagente pH
Acido cloridrico HCI 6,0 mmol L 50 mL ~2,0
Acetato CH3COONa.3H.0 20 mmol L1 272,16 mg 4,5
Fosfato Na2HPOq4 20 mmol L1 287,0 mg 7,0
Borax NazB;07:10H0 20 mmol L 763,74 mg 9,0
Hidréxido de sodio NaOH 5,0 mol L1 20,20 ¢ ~12

4.2. Desenvolvimento do trabalho experimental

4.2.1. Sistema de producgao de fosfina em escala laboratorial

O procedimento descrito para produzir fosfina em escala laboratorial (Figura 2, pg. 5)
apresenta algumas dificuldades, tais como, colocar a pastilha dentro do funil, 0 que pode ocasionar
perda do analito ja que esta em contato direto com o acido; ou mesmo a necessidade de desmontar
todo sistema para trocar a pastilha. Por isso, com o proposito de evitar a perda de gas e reduzir o
volume do acido gasto, na Figura 8 se mostra uma nova proposta de montagem para a obtengéo de
fosfina em menor escala e mais controlada. O diagrama esquematico apresentado utiliza as condicdes
definidas por (OLIVEIRA, 2017a) onde a Etapa no fim de cada seta considerada que o processo
descrito j& foi finalizado.

Assim, a Etapa 1 é uma seringa que contém &cido H2SO4 (10%V/v) que tem funcéo de injetar
a solucéo no sistema como € representado pela Etapa 2. Este processo acaba na Etapa 3 que é uma
seringa de vidro que tem uma pastilha de AIP que reage com o &cido para liberar o gas fosfina que é
transportado por uma mangueira (Etapa 4) até um frasco de armazenamento (Etapa 5). Por Ultimo
uma outra mangueira (Etapa 6), esta conectada no sistema que permite a extracdo de aliquotas do
analito com ajuda de uma seringa representada pela Etapa 7.

O sistema mostrou-se muito pratico para a producdo do gas fosfina, sendo bastante simples
o inicio do trabalho, a troca de pastilhas e menor consumo de acido.
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Acido sulfdrico PH3
(10% VIV) @ 5
Pastilha de
fosfeto @
7
A B

Figura 8. Sistema produtor e coletor de fosfina em menor escala. 3A. Montagem usada no laboratorio.
3B. Diagrama esquematico do sistema em que: 1) é o injetor de &cido; 3) seringa com pastilha de
fosfeto de alumino e produtor de fosfina quando entra em contato com o &cido; 5) o coletor de fosfina

e 7) o extrator de fosfina.

4.2.2. Método iodométrico

O método iodométrico foi utilizado para a padronizacao de fosfina e cada teste foi realizado
por triplicata (item 4.2.2.1 e 4.2.2.2) em um frasco de vidro (Figura 9), em que era adicionado um
volume determinado de HCI 6 mol L', K2Cr207 0,01 mol L' e KI 5% (m/v). Deixou-se reagir 10 minutos
em escuro para a formagao dos ions triodeto em excesso e logo disso adicionadas aliquotas de

fosfina. Finalmente a solugao era titulada com a solugdo padronizada de NazS;0s3,

Figura 9. Frascos de vidro com capacidade volumétrica de 20, 30 e 50 mL utilizados no

desenvolvimento do método iodométrico.
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4.2.2.1. Estudo dos fatores que influem na reagao de iodo com fosfina

O estudo dos fatores que influenciam na reagéo do iodo com fosfina foi realizado a partir de
experimentos piloto onde eram avaliadas variaveis como a concentragdo de Kl, capacidade
volumétrica do frasco em que era feita a reagéo e o tempo de reagéo.

O estudo foi desenvolvido com um planejamento de experimentos multivariaveis tipo fatorial
22 com ponto central, onde as duas variaveis de estudo foram volume de iodeto de potassio e o tempo
de reagao na presencga de 0,0 1,0 3,0 e 5,0 mL de fosfina. Os parametros do planejamento (variaveis)
estdo representados na Tabela 5, enquanto que o conjunto de experimentos do planejamento de

experimentos esta descrito na Tabela 6.

Tabela 5. Variaveis experimentais do planejamento fatorial 22 com ponto central. Volume de iodeto de

potassio KI 5% viv (X1); tempo de reagdo em minutos (X2)

Variaveis -1 0 1
Xi| Va(mL) 2 3 4
X2| t(min) 5 10 15

Tabela 6. Valores codificados e decodificados do planejamento fatorial 22 com ponto central. Volume

de iodeto de potassio KI 5% v/v (X1); tempo de rea¢éo em minutos (Xz).

Variaveis experimentais
No. Experimentos | Valores codificados | Valores decodificados
Xi X2 Vki(mL)  t(min)
1 -1 -1 2 5
2 -1 1 2 15
3 1 -1 4 5
4 1 1 4 15
5 0 0 3 10
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4.2.2.2. Estudo cinético

O comportamento cinético da reagao de oxi-redugao entre o triiodeto e a fosfina foi estudado
para identificar em que ponto a reagdo atinge o equilibro. Isto foi avaliado o tempo de reagéo da
solucao de KI 5% (m/v), HCI 6 mol L1, e K2Cr.07 0,01 mol L', com diferentes aliquotas do gés fosfina
(0.5,1.0, 1.5, 2.0) mL.

O método foi validado obtendo as figuras de mérito faixa analitica, limite de quantificagéo e

de deteccao e avaliagdo da precisao.

4.2.3. Método espectrofotométrico

As medidas espectrofotométricas foram realizadas com um espectrofotometro USB200
Ocean Optics e/ou Agilent 8453, com resolucdo espectral de cerca de 1 nm, caminho 6tico de 1 cm e
utilizou-se cubeta de vidro. As leituras de pH foram feitas no pHmetro Hanna pH 21 pH/mV e as
medidas de massa em balanga analitica marca Shimadzu AUY 220.

Foram estudados corantes com comportamento redox como azul de metileno e verde
malaquita, na presenca de cobre (ll), no comprimento de onda de 663 nm para o azul de metileno e
618 nm para o verde malaquita.

O comportamento cinético, influéncia do pH e das concentragdes de tampao e do corante
foram avaliados também por planejamentos multivaridveis. O método foi validado obtendo-se as

figuras de mérito descritas para o método iodométrico, além da sensibilidade analitica.

4.2.4. Método de analise de imagem (RGB)

Para 0 método de analise de imagem foi utilizado um sistema simples (Figura 10) que
consistiu em ter um suporte de plastico preto com dimensées: 11cm x 7,5¢cm x 3,5¢cm (comprimento x
largura x altura), em que foram feitas duas aberturas para colocar as cubetas (uma com o analito e a
outra com o branco), fixando-as com uma base de papeldo. Na parte de tras do suporte preto foi
adequada uma webcam (Hardline, China) com corre¢do do branco para a obtengdo de imagens
conectando-a ao computador por USB.
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Figura 10. Sistema ilustrativo para obten¢éo de imagens digitais em que 1. Suporte para cubetas; 2.

Cubetas para colocar amostra; 3. Webcam; 4. Fonte de luz.

A projegao das imagens coletadas foi feita com ajuda do software /ICCA no sistema operativo
Linux, que por sua vez esta subdividida em trés secdes: 1. Projecdo da imagem; 2. Controles para

analise da regido e 3. Quantificagéo do sinal da cor (Figura 11).

- !i__‘

Figura 11. Projecdo da imagem no sistema ICCA com o corante azul de metileno em que A representa

a regido do analito, B o branco, C na auséncia da incidéncia de luz e D a regido da luz incidente.
4.2,5. Cromatografia gasosa

As analises para identificacdo dos componentes da amostra foram feitas em um
cromatografo a gas GC — MS Agilent, modelo 7820A GC, acoplado a um espectrometro de massas,
modelo 5977B MDS. A inje¢éo foi realizada manualmente com auxilio de uma seringa gastight ou
fibra. As condigdes de analise foram: injetor a 150 °C, pressao de 2.2psi, vazao de 0,6 mL min-,
coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura de filme), da Phenomenex
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(USA), modelo HP — 5MS (apolar, 5% fenil, 95% metilpolisiloxano), temperatura isoterma de 40 °C,
tempo de corrida 3 min, gas de arrastre N, detector a 250 °C, injecdo de 10 pL até 400 pL, com
monitoramento no modo SIM e SCAN.

As analises cromatogréaficas foram realizadas em um cromatografo a gas Shimadzu, modelo
GC-2014 com detector por ionizagdo em chama (FID) e com inje¢gdo manual com as seguintes
condigdes cromatogréaficas: temperatura do injetor 200 °C, detector a 200 °C, temperatura da coluna
constante em 100°C, tempo de corrida 3 min, vazdo de 1,0 mL min-', gas de arrastre N2, coluna capilar
de silica fundida (30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espessura de filme), da Phenomenex (USA), modelo

HP - 5MS (apolar, 5% fenil, 95% metilpolisiloxano), injecao de 10 pL até 100 L.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Método iodomeétrico

5.1.1. Metodologia para quantificagao de fosfina.

O método de titulagdo iodométrica indireta foi utilizado para a determinagéo do nimero de mols
de fosfina num sistema determinado. O procedimento (Figura 12), foi feito executando um
planejamento fatorial 22 com ponto central como esta descrito na Tabela 6 (item 4.4.2.1). Em um frasco
de vidro (Etapa 11), pela mistura de 4 mL de K2Cr.070,01 mol L', 4 mL de HCI 6 mol L' (ou “1:1") e
KI 5% (v/v) e fosfina (0,0 1,0 3,0 e 5,0 mL) Etapas 8, 9, 10 e 12 respectivamente.

Todo o dicromato oxida o iodeto em excesso formando-se o iodo e ions triiodeto (complexo do
iodo com iodeto) quando deixou-se reagir por 10 min. Foram adicionadas aliquotas de fosfina em
diferentes volumes (Etapa 12), para logo a solugao ser titulada como um solugdo padronizada de
Na>S203 (Etapa 14) na presenca do indicador ou suspensé@o de amido (Etapa 13), que devido a
presenca do iodo (molecular, I2) forma um complexo amido-ls de uma cor azul e que desaparece no
ponto final da titulagdo (VOGEL et al., 1992). As etapas com numeragdo 1 a 7 foram descritas

anteriormente na metodologia proposta para produgao de fosfina (Figura 2, pg. 20).
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Apos 10 min é
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Figura 12. Diagrama esquematico por Etapas para a quantifica¢cdo do numero de mols de fosfina pelo

método iodométrico.

Quando ¢é realizada uma titulagao iodométrica, a relagao estequiométrica estabelecida no
ponto de equivaléncia entre as espécies quimicas, permite que seja feita a quantificagdo do numero
de mols de fosfina adicionados (Etapa 12) ao meio reacional (Etapa 13).

As equagdes quimicas 15 a 21 descrevem 0s processos ocorridos no meio reacional
(incluindo as semi-reagdes) no método iodométrico. E interessante lembrar que, devido &
concentragéo elevada de iodeto no meio, o aduto triiodeto (I3) predomina em solugdo, quando
comparado ao iodo (l2), mas seu potencial elétrico padrao é bastante préximo daquele para o iodo,

além de ser mais soluvel.

Iitagy +2€~ =3l E° =621 mV (15)
I2aq) + I(_aq) = 13_(aq) (16)
Na25203(s) — ZNaZ'aq) + 5203 ?a_q) (17)
5,05 qu> +2e 5 25,0, fa‘q) (18)
K2Cr307(aq) = 2K(qy + Cra07 (0 (19)
Cry07 Gy = Criony (20)
PH3(gy + 4H,0q) = H3P04(qq) + 8e™+ 8H(+aq) (21)
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O iodo (e por consequéncia, o triiodeto) € produzido estequiometricamente a partir da
oxidagao do iodeto pelo dicromato de potassio, que € um padrao primario. A quantidade de iodo que
nao foi reduzido pela fosfina foi quantificado na titulagdo com tiossulfato.

Assim, uma vez que o numero de elétrons fornecidos pelos processos de oxidagao € igual
ao numero de mols de elétrons recebidos nos processos de reducao, as relagdes estequiométricas

entre o dicromato, triiodeto, fosfina e tiossulfato foram obtidas (Equagao 26).

Cr,03~ 1 22
n(€r077) r2_7 )= — = ne” = 6n(Cr,0%7) (22)
ne 6
n(lz) 1 _ _ (23)
el = ne” = 2n(l3)
n(S, 037) 2 _ _ (24)
%z S=1= ne” = n(S,0%7)
n(PH;) 1 . (25)
— — 3 -2 ne” = 8n(PH,)
ne” = 6n(Cr,0%") =n(S, 0%") = 2n(l5) = 8n(PH3) (26)

A partir da Equacao 26 obtém-se a relagéo de iodo consumido pela oxidagdo da fosfina.

8n(PHs) (27)

n(3) = > = 4n(PH;)

Assim, o nimero de mols de iodo consumido pela oxidacdo da fosfina (n12(l3’)) é a diferenca de
numero de mols de iodo produzido (Etapa 11b) e o numero de mols de iodo ndo-consumido pela

fosfina (na Etapa 13).

n13(13_)PH3 =ny1p(I3) —ny3U3) (28)

E o nimero de mols de iodo ndo-consumido, por sua vez, tio determinado pela titulagéo

com tiossulfato, pois no ponto de equivaléncia a razdo estequiometria é valida:

n14(S; 03%_) _ C14(S; 03%_)-V14 (29)
2 2

ni3(l;) =
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Para obter uma o resultado de nimero de mols da fosfina considerando os volumes de
tiossulfato utilizados para titular o iodo formado na auséncia e presenga de fosfina, o termo

n43(I2) pu, deduzido pela Equagéo 26 sera substituido na Equagao 29, e a concentragao real é fungéo

do fator de titulagao (fio) € a concentragdo nominal (c14(S2032-)).

3 _ 1 _ 30
nqy,(PH3) = Z%(CTzO% )-Ve — ) 14(S2 037). frio-Via (%0)
Rearranjando as equacoes,
1 _ 30.1
ny(PH3) = §C14(52 037) * frio * (V1412 - V14PH3) (301
Ou, se utilizando do fato do dicromato ser um padrao primario,
. 1 4V, (30.2)
n12(PH3) = (3¢6(C1,077).Ve).| = — i
4 V14 z

Onde V142 se refere a titulagéo do iodo na auséncia de fosfina, que € uma padronizagéo da
solugéo de tiossulfato. E a partir da relagao apresentada na Equacgéo 30.1 se pode obter o valor da

concentragao da fosfina para cada um dos ensaios (Equacgéo 31).

Ma(pHy) (31)
Vizps)

C12(PH3) =

Levando-se em consideracdo a relagdo estequiométrica descrita foi verificada se a
capacidade volumétrica do frasco representado pela Etapa 11 influencia na resposta da quantificagao

do gas fosfina.
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5.1.2. Estudo dos fatores que influem na reagao de iodo com fosfina

Um dos fatores que podem influenciar a padronizagdo da solugdo gasosa de fosfina e o
tamanho do frasco de vidro utilizado na Etapa 11. Para isso foram realizados ensaios em triplicata
utilizando frascos de vidro (Figura 9, pg 20) com capacidade volumétrica de 20, 30 e 50 mL.

O experimento consistiu em quantificar aliquotas de fosfina na faixa de 2,0 mL a 8,0 mL
provenientes da Etapa 5, as quais eram adicionadas a solugéo de acido cloridrico, dicromato de
potassio e iodeto de potassio (Etapa 11).

A Figura 13 mostra o grafico obtido de concentragéo de fosfina em fungéo do volume de
fosfina pelo método iodométrico. Observe-se que nos frascos com capacidade de 30 mL e 50 mL néo
se apresentaram diferencas relevante de concentragdo. Entretanto, ndo foi observado um
comportamento linear entre o volume de fosfina e a concentragéo de fosfina. Este comportamento se
deve a diluigdo que ocorre dentro do frasco a cada retirada de volume de gés pois, 0 numero de mols
de fosfina restante diminui enquanto que o volume total se mantém constante.

No frasco de vidro de 20 mL, n&o houve variacéo da concentragéo de fosfina com volume.
Uma explicagéo para este fato € que a medida que o volume do g&s aumenta, a presséo exercida pelo
gas dentro do frasco € superior aquela maxima suportada pela tampa, e assim, ela é deslocada,
liberando o gas para a atmosfera da capela, sendo por tanto perdido. A partir dos resultados do estudo,
foi selecionado o frasco de 30 mL para os experimentos seguintes, para ndo ocorrer uma perda de

gas, garantir maior interagéo iodo — fosfina e diminuir a diluicdo do gas.

12

o 20mL
e 30mL

[PH3]/mmol/L
o

VPH3/mL
Figura 13. Concentracdo de fosfina determinada por lodometria em fung@o do volume de fosfina
injetados em cada frasco de vidro utilizado. (o) frasco de 20 mL, (e) 30 mL e (x) 50 mL.
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Uma vez estabelecida a relagdo estequimetrica envolvida no método idométrico para
quantificagéo de fosfina e determinado o frasco de vidro utilizado para a reagéo (Etapa 11). Mostra-se
que nos resultados obtidos do planejamento fatorial 0 modelo de regressao linear multipla com selegao
manual de termos significativos (procedimento similar ao stepwise) obtido para os dados
experimentais € apresentado na Equagéo 32, e a superficie de resposta é comparada com os pontos

experimentais na jError! No se encuentra el origen de la referencia.Figura 12.

¢(PH;) = —1,04 code(V).code(t) — 1,01 code(V) — 1,34 code (t) + 9,28 (32)

Quando em um planejamento fatorial uma variavel depende da outra, quer dizer que as duas
variaveis estao interagindo o que possibilita calcular o valor do efeito de interagdo entre elas. Segundo
Montgomery (1991), o efeito de interagdo ¢ interpretado como a mudanca na resposta produzida no
nivel da outra variavel. Neste caso foi estudado o volume de Kl 5% (m/V) e o tempo de reagéo na
presenca de obtendo-se a Equagdo (32) para a construgdo da superficie resposta (Figura 14),
observando-se que entre maior for o volume do iodeto, mais tempo para reagir vai ser preciso, por

tanto o volume utilizado de Kl 5% (m/V) foi fixado em 2,0 mL.

Figura 14. Superficie resposta do planejamento experimental 22 com um ponto central para as

variaveis Vi (mL) e tempo.
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Deste planejamento pode-se concluir que as condi¢des de reagéo para a padronizagéo da
solugéo gasosa de fosfina foram: adicionar 4 mL de HCI 6 mol L' (ou “1:1’), 4 mL de K2Cr.0O7 0,01
mol L e 2 mL de Kl 5% (m/V) na Etapa 11 para um volume total de solugdo de 10 mL, logo da
formacao dos ions triiodeto a fosfina foi injetada no sistema e depois a solugéo ser titulada com
tiossulfato.

Para identificar em que ponto a reagéo atinge o equilibro foi feito um estudo cinético.

5.1.3. Estudo cinético da interagdo iodo - fosfina

O comportamento cinético da reagado de oxi-redugéo entre o triiodeto e a fosfina foi estudado
para identificar em que ponto a reagéo atinge o equilibro, ou seja, o tempo experimental em que as
espécies se estabilizam e deixam de reagir com o meio. O estudo cinético foi avaliado por triplicata
nas condigdes de reacdo determinadas a partir do planejamento fatorial com diferentes aliquotas do
gés fosfina (0.5, 1.0, 1.5, 2.0) mL (Figura 15).
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Figura 15. Estudo cinético do numero de mols de fosfina consumido em fungéo do tempo para
diferentes aliquotas de fosfina: 0.5 mL (o); 1.0 mL (e); 1.5 mL (™) e 2.0 mL (x). Condigbes
experimentais: 4 mL de HCI 6 mol L1, 4 mL de K2Cr.07 0,01 mol L-" e 2 mL de KI 5% m/v com PH.
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Pode-se observar que quando as aliquotas de fosfina (0,5 1,0 1,5 e 2,0 mL) foram injetada
no sistema o equilibro é atingido aos 10 minutos quer dizer que apresentam uma cinética muito rapida
de seudo primeira ordem. Embora, quando é estudada a cinética para volumes de 1,0 mLe 1,5 mL ha
pequenas variagdes o que faz com que sua precisdo ndo seja muito boa. Uma alternativa para diminuir
este tipo de variagdes foi homogeneizar o gas pois deve-se considerando que o analito de interesse

se encontra em estado gasoso.
5.1.4. Avaliagao da precisao do método iodométrico para determinagao de fosfina

A precisdo do método iodométrico para determinagdo de fosfina foi realizado com uma
pequena alteracdo no processo, conforme o diagrama esquematico descrito na Figura 16 em que foi
acrescentada uma Etapa de diluicdo (Etapa 9). Para cada um dos testes o tempo de reagao foi fixado
em 35 minutos para logo a solugéo ser titulada com uma solugéo padronizada de tiossulfato. A Etapa

que representa a interagéo iodo — fosfina em este diagrama é a Etapa 13.

@ Acido sulfurico 1 @'
smLHOl (10% VIV) l PH3
-1
(6,0 mol L) Pastilha 3 @) il
t]

4 mL K,Cr,0, 2mLKI de fosfeto
(0,01 mol L) (5%miv)

< 7‘

Apos de 10min sédo
injetado VPH,(mL)

Seringa
@ Frasco

@
_______ Na,S,0; (0,01 molL')
Frasco

Figura 16. Diagrama esquematico com Etapa de homogeneizagdo do gas fosfina para sua

quantificagdo do numero de mols pelo método iodométrico.

A Figura 17 mostra os resultados obtidos para avaliagao da preciséo. O teste consistiu em

adicionar aliquotas de 1,0 mL de fosfina & Etapa 13 para determinar o grau de concordancia entre
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cada titulagdo. Foram realizadas sete repeticdes para cada uma das condi¢oes selecionadas descrito
da seguinte maneira.

No ensaio 1 foram extraidas aliquotas da Etapa 5 utilizando uma seringa (Etapa 7). No
ensaio 2 foi extraido um volume total de 10 mL da Etapa 5 e mantido na Etapa 7 e antes de injetar 1,0
mL da fosfina no sistema a Etapa 7 era agitada manualmente. No ensaio 3 foi extraida uma aliquota
de 20 mL e injetada na Etapa 9 que é um frasco de vidro fechado com capacidade volumétrica de 30

mL e mantida sob agitacdo com auxilio de uma barra magnética.
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Figura 17. Avaliagao da precisdo do método iodométrico. (o) ensaio 1, (e) ensaio 2 (» ) ensaio 3.

No ensaio 1, houve uma variagdo pronunciada nas leituras, que pode ser explicado porque
a Etapa 5 ¢ o coletor do gas produzido o que pode sugerir um aumento de numero de mols do meio
com o decorrer da rea¢do quando a pastilha esta em contato com o acido. O coeficiente de variagao
(CV) obtido para esta condigéo foi igual a 19,0%.

No ensaio 2 houve uma leitura constante até a quarta repeticéo, logo disso se observa uma
diminuigéo gradual do numero de mols de fosfina presente na seringa utilizada na Etapa 7 o que pode
ser ocasionado pela perda do gés. O valor reportado de CV para este ensaio foi de 13,0%.

No ensaio 3 observa-se que manter o0 gas sub agitagdo melhora significativamente a
precisao entre 0 mesmo conjunto de dados reportando um CV igual a 3,62%.

De acordo com os resultados obtidos nesta fase experimental o desenvolvimento deste

método continuou-se mantendo o gas fosfina homogeneizado como foi mostrado na Etapa 9.
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5.1.5. Figuras de mérito para a padronizacao de fosfina pelo método iodométrico

As figuras de mérito obtidas pelo método iodométrico (Figura 18), da quantificagéo da fosfina
produzida experimentalmente, foram obtidas adicionando volumes de fosfina na faixa de 0,1 a 1,5 mL
na Etapa 13 do gas extraidas da Etapa 9 e tituladas com uma solugéo de tiossulfato 0,1 mol L. O
tempo de reacéo foi fixado em 35 minutos e as condigdes de reagdo foram 4 mL de HCI 6,0 mol L, 4
mL de K2Cr207 0,01 mol L' e 2 mL de KI 5% m/v.

30

204

n(PH3)/umol

T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
VPH3 (mL)

Figura 18. Figuras de mérito para a para solugéo de 4 mL de HCI 6,0 mol L', 4 mL de K2Cr.070,01
mol L1, 2 mL de KI 5% m/v e PH3. Tempo de reagéo 35 minutos.

O método apresenta uma boa linearidade de acordo com o valor de coeficiente de
determinacéo (R?) igual a 0,99. O valor minimo a ser detectado (LoD) pelo método nestas condicdes
é de 0,0625 mL e o limite de quantificagéo (LoQ) € de 0,208 mL, fazendo com que a faixa de trabalho
esteja no intervalo de 0,208 mL até 1,5 mL. A inclinagéo igual 16,191 umol mL-! esta relacionada o
fator de conversao entre o volume e o0 niumero de mols na Etapa 14.

De acordo com os resultados obtidos pode concluir-se que o método iodométrico pode ser
utilizado para a padronizagao do gas fosfina produzido. No entanto é importante também considerar
as diluicdes no frasco do gas com as retiradas de aliquotas. Esse comportamento foi modelado a partir

da modificagao do diagrama esquematico (Figura 19) comparando os resultados experimentais com
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o célculo de corregao da concentragdo na Etapa 9 como se mostra na Equacao 34. O experimento foi

realizado extraindo volumes constante de 1,0 mL na Etapa com um total de 11 repeticdes.

13

9%

/M
9, 13,
. 13,

Figura 19. Detalhe do Diagrama Esquematico considerando a diluicdo de fosfina na Etapa 9 em

0

funcdo dos volumes de gas retirados.

Na ‘i'-ésima coleta de gas do frasco da Etapa 9 para o Frasco da Etapa 13 (considerando

aliquotas constantes), é entéo

A (33)
o i(PHy) = ng (PH3) (1 - 72)
i(PH PH v\ A (34)
Co(PH3) == (Vg ) _ <"8(V9 3)> (1—72) = Co(PH3) (1_72)

Essa hipotese foi testada medindo-se o nimero de mols retirado da Etapa 9 (Figura 20).
Observa-se que os dados experimentais seguem um padrdo proximo aquele esperado pela Equagao
34 que explica a diluigdo obtida, considerando-se a precisdo dos resultados. Essa variagdo nos
resultados pode estar associada a dindmica da fosfina, de maneira que o ambiente dentro dos frascos
pode ndo-ser homogéneo, inclusive estar havendo uma dispersao rapida do analito, levando em

consideracéo a facilidade que tem a fosfina para isso.
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Figura 20. Avaliacdo da precisao de fosfina na Etapa 9 ao longo do experimento. Em que a linha
continua é o valor de niumero de mols calculado e 0s pontos de cor preta representa a receptibilidade

nesta fase. (@) dados experimentais (o) dados calculados.

5.1.6. Monitoramento da produgao de fosfina obtida a partir das pastilhas de AIP

A partir da relagéo estequiométrica apresentada no item 5.1.1, foi padronizada a amostra de
fosfina no recipiente de extragdo de aliquotas (Figura 17, Etapa 9, pg 47). O procedimento empregado
foi 0 mesmo do estudo cinético (ltem 5.1.3), adicionando para cada titulagéo aliquotas de 1,0mL do
analito. O monitoramento foi feito em triplicata durante quatro dias usando o0 mesmo produto comercial
(Figura 21).

0,020

0,015 Ll

1

2 0,010-
3
2 ]
= | ]

0,005 -

0,000 .

0 1 2 3 4 5

Dia

Figura 21. Monitoramento da produgéo experimental de gés fosfina a partir de pastilhas de fosfeto de

aluminio por quatro dias.

35



A dispersdo das medidas feitas em cada dia (e portanto, cada pastilha), entre 0,9 e 1,9%
sdo significativamente menores que a variagdo total para as diferentes pastilhas (CV igual a 79%).
Este resultado reforga a necessidade de um método de padronizagao de solugdes gasosas de fosfina

produzidas em escala de laboratorio.

5.2. Método espectrofotométrico

Foi utilizado o mesmo procedimento feito para a homogeneizagdo do gas no método
iodométrico. No desenvolvimento de método foram utilizadas espécies oxidadas azul metileno ou
verde malaquita que nessa forma, esses reagentes apresentam uma cor azul e uma cor verde
respectivamente e na forma reduzida, sdo incolores (forma ‘leuco’). As estruturas dos corantes verde

malaquita e azul de metileno estéo apresentadas na Figura 22.

Q: Q@

N CHg
H
N—CH 3¢
H3C
A B
Figura 22. Estrutura quimica dos corantes com comportamento redox. A verde malaquita, B azul de

metileno.

5.2.1. Quantificagao de fosfina

A Figura 23 mostra o diagrama de Etapas utilizado para o desenvolvimento do método
espectrofotométrico. A diferenga no diagrama esquematico foi na Etapa 13 que a solugédo corante a
ser reduzida pela fosfina e a Etapa 14 que representa a cubeta de vidro utilizada para as leituras de
absorbancia no espectrofotdmetro com caminho ético de 10,0 mm, uma vez que a volumes de 0,0 -

0,5-1,0-20 - 3,5 mL de fosfina entram em contato com a solugdo em meio tamponado. Os
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espectros de absor¢do molecular obtidos apresentaram maximos de absor¢do no comprimento de

onda de 663 nm para azul de metileno e 618 nm para verde malaquita.

1 @'
I PH3

Acido sulfurico

i Wy @ g
Tampéo Pastilha de
fosfeto 4 |

Corante

7
(1) :
Seringa

Figura 23. Diagrama esquematico para a quantificagdo de fosfina pelo método espectrofotométrico.

Na Etapa 13 tem-se uma solugdo de 7,0 mL constituida por 0,75 mL com concentagao
analitica de 8,3 ymol L', com uma concentragéo de, 0,25 mL de solug¢do tampao (20 mmol L), com
variagdes de pH ~2; 4,5; 7,0; 9,0; ~ 12 que correspondem a solugdes de &cido cloridrico, acetato,
fosfato, borax e hidroxido de sddio e 6 mL de agua.

Na Figura 24 estdo apresentados os espectros obtidos da solugéo de verde malaquita na
concentragéo de 8,3 umol L-' em contato com as diferentes aliquotas de fosfina variando os valores
de pH no meio, como foi explicado anteriormente. Para as solugdes com valores de pH iguais a4,5 e
7,0, ndo foram observadas dependéncia entre a absorbancia e a quantidade de fosfina adicionada ao
meio, ou seja, ndo foram observadas reducdes do verde malaquita. Quando a solugao esta com pH
9,0, observa-se que o valor da absorbancia diminuiu com o aumento da quantidade de fosfina, mas
também a oscilagéo do sinal € bastante pronunciada (Figura 25), ou seja, o sistema apresentou uma
heterocedasticidade acentuada. Nao foram estudadas faixas mais extremas de pH pois, para valores
de pH abaixo de 2, obtido pela adigdo de acido cloridrico sobre a solugdo de verde malaquita (sem
contato com fosfina), a solugdo tornou-se amarela devido a formagdo da espécie totalmente
protonada. Solugbes de verde malaquita em valores de pH ao redor de 12, a cor desapareceu
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totalmente, devido a hidrolise, formando o seu carbinol, que € incolor (CULP; BELAND, 1996; NERO
et al., 2003; FISCHER; WERNER; GOSS, 2011; GUENFOUND; MOKHTARI; AKROUT, 2014).
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pH 4,5 pH 7,0 pH 9,0

1 YO —— Branco 1 ,0 —— Branco ! 'O —— Branco
——0,5mL PH3 ——0,5mL PH3 ——0,5mL PH3
——1,0mL PH3 —— 1,0 mL PH3 —— 1,0 mL PH3
——2,0mL PH3 ——2,0mL PH3 ——2,0mL PH3

3,5mL PH3 3,5 mL PH3 3,5 mL PH3
< 051 < 051 < 051
0,00 : : n 0,0 ——= , : . 0,0 A |
500 600 700 800 500 600 700 800 500 600 700 800
Anm Anm Anm

Figura 24. Espectros das solugdes de verde malaquita na presenga de aliquotas de fosfina (0,0 - 0,5-1,0 - 2,0 - 3,5 mL) com varia¢oes de pH (4,5-7,0 -

9,0). Branco: Solugéo tamponada de corante sem contato com fosfina. Volume total da solugéo 7 mL.

pH 4,5 pH 7,0 pH 9,0
0,9 0,9+ 0,9
0,6 0,6+ 0,6
< . . < <
[ ] - 1 1
0,3 L. . " 0,31 . H 0,3
0,0 : : : 0,0 : : — 0,0 : : —
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
VPH3/mL VPH3/mL VPH3/mL

Figura 25. Absorbancias maximas do sistema verde malaquita - fosfina na presenca de aliquotas de fosfina (0,0 - 0,5-1,0 - 2,0 — 3,5 mL) com variagdes de
pH (4,5 - 7,0 - 9,0). Branco: Solugéo tamponada de corante sem contato com fosfina. Volume total da solugao 7 mL.
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A Figura 26 mostra os espectros obtidos para a espécie azul de metileno com concentragéo
analitica de 8,3 umol L-'quando interage com diferentes aliquotas de fosfina (0,0 -0,5-1,0-2,0-3,5mL)
nos diferentes valores de pH acido cloridrico (pH ~ 2), acetato (pH 4,5), fosfato (pH 7,0) borax (pH 9,0) e
hidréxido de sodio (pH ~ 12). Houveram variagdes acentuadas observando-se uma grande disperséo dos
dados considerando-se as concentracdes de fosfina, sugerindo modificagbes no sistema de maneira a
alterar o comportamento cinético da redugao do azul de metileno pela fosfina (Figura 27).

Entretanto, as solu¢des em pH ~2,0 apresentaram um aumento proporcional ao longo do espectro
com o aumento da concentragao de fosfina, que foi contrario ao comportamento esperado de diminui¢do da
absorbancia devido a reducdo do azul de metileno, contrario ao que acontecia em pH 9,0 e 12,0 onde foram
observadas diminuigdes de absorbancia, 0 que se espera para o desenvolvimento de método
espectrofotométrico que € a reducdo do azul de metileno formando sua forma leucometileno (forma
reduzida). A descoloracéo reversivel do azul de metileno por redutores foi estudada por (BASU et al., 2012)
que obteve algumas linhas do diagrama de Pourbaix em em que se observa um equilibro estavel nas fases
de um sistema eletroquimico aquoso desse corante experimentalmente, mostrando que, em meios
fortemente alcalinos o potencial padréo de reducdo € menor que em meios acidificados, facilitando a sua
reducdo mesmo por redutores fracos, como a glicose, como usado no experimento de ensino “garrafa azul”
(WELLMAN; NOBLE, 2003). As oscilagdes nas medidas segundo Ksenzhek e colabaradores (1977), podem
ser explicado porque quando o azul de metileno esta em solugdes alcalinas as reprodutibilidades dos dados
experimentais mostra uma diminuigdo moderada, embora no presente trabalho quando for trabalhado pH
acidos a reprodutibilidade € significativamente menor comparado com pH alcalinos.

Embora no pH ~ 12, além da diminui¢ao da absorbancia, houve uma altera¢do na razao entre as
absorbancias dos maximos para algumas concentragdes de fosfina, sugerindo a formagéo de outra espécie
quimica a partir do azul de metileno, pelo que foi estudado o sistema em meio alcalino em que a fosfina sera

a especie que vai reduzir o azul de metileno.
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pH ~2,0 pH 4,5 pH7,0
1,0 1,0 1,0
— Branco — Branco —— Branco
—— Teste (0,5mL PH3) —— Teste (0,5mL PH3) —— Teste (0,5mL PH3)
—— Teste (1,0 mL PH3) —— Teste (1,0 mL PH3) —— Teste (1.0mL PH3)
—— Teste (2.0 mL PH3) —— Teste (2.0 mL PH3) —— Teste (2.0mL PH3)
Teste (3.5 mL PH3) Teste (3.5 mL PH3) Teste (3.5 mL PH3)
< 05 < 05
\
\
0,0 . : ; , = : ; 0,0 : : :
500 600 700 800 500 600 700 800 500 600 700 800
A/nm A/nm A/nm
pH 9,0 pH ~ 12
1,0 1,0
Branco —— Branco
—— Teste (0,5mL PH3) —— Teste (0,5mL PH3)
—— Teste (1.0mL PH3) —— Teste (1.0mL PH3)
—— Teste (2.0mL PH3) —— Teste (2.0mL PH3)
Teste (3.5 mL PH3) Teste (3.5 mL PH3)
< 051 < 0.51
R ‘ ‘ 0.0 A_‘
500 600 700 800 500 600 700 800
A/nm A/nm

Figura 26. Espectros das solugdes de azul de metileno na presenca de aliquotas de fosfina com variagdes de pH. Branco: Solugdo tamponada de corante

sem contato com fosfina. Volume total da solugéo 7 mL.
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pH ~ 2,0 pH7,0
091 091 0,91
061 0,64 0,61
< < <
031 0,31 0,31 ! '
0,0 : : 0,0 0,0 : :
0 2 3 0 1 2
VPH3/mL VPH3/mL VPH3/mL
pH 9,0 pH ~12
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1 1 .
03{ 3} . 0,31
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VPH3/mL VPH3/mL

Figura 27. Absorbancias maximas do sistema azul de metileno - fosfina na presenca de aliquotas de fosfina (0,0 — 0,5 - 1,0 — 2,0 - 3,5 mL) com variagdes
de pH (~2,0-4,5-7,0-9,0 -~ 12). Branco: Solugdo tamponada de corante sem contato com fosfina. Volume total da solugao 7 mL.

42



O corante verde malaquita por ndo apresentar uma redugdo pronunciada na presencia de

fosfina foi descartado e continuou-se o estudo como o azul de metileno em meio alcalino.

5.2.2. Avaliagao do azul de metileno em meio alcalino

Em avaliagdes qualitativas (Figura 26, pg. 40 e 27 pg. 41), foi observado que em meios muito
alcalinos e na presenca de NaOH, a solugéo de azul de metileno descoloria mesmo na auséncia da
fosfina. Assim, foi realizado um estudo para avaliar a cinética de descoloragéo da solugao de azul de

metileno 8,3 umol L1 (Figura 28) na presenca de hidroxido de sddio e borax.

0,6 0,6
-—
0,44 0,4
- \_\k_\ <
0,2 «\ 0,2
0,0 T T 0,0
0 5 10 0 5 10
t/min t/min

Figura 28. A Cinética de reagédo quando 1.0mL do corante azul de metileno (8.3 umol L) interage
com 0,1 mL de hidréxido de sddio 0,34 mmol L (inclinag@o preta); 1,7 mmol L (inclinagdo vermelha);
34 mmol L (inclinagdo azul) e 170mmol L (inclinagdo verde) e 1.9 mL de agua. Volume total de
reacdo 3,0mL. B Cinética de reagao quando 1,0mL do corante azul de metileno (8.3 umol L") interage

com 0,1 mL de boérax 0,34 mmol L-"em pH 9,0 e 1,9 mL de &gua. Volume total de reagéo 3,0mL.

As concentragdes utilizadas de hidroxido de sodio (Figura 28A) foram 0.34 mmol L-1; 1.7
mmol L-*; 34 mmol L-" e 170 mmol L-. Observa-se que a velocidade de reagao (inclinagdo das curvas)
é constante, indicando uma ordem zero para o azul de metileno, mas que essa velocidade é
proporcional @ concentragao de hidroxila no meio. Diferente ao que acontece quando o corante esta
em contato com bérax em pH 9,0 (Figura 28b), pode-se observar que ndo ha uma interagao
significativa ao longo dos 10 minutos pelo que a redugdo do azul de metileno neste tempo de ragao
nao é reduzido pela solucdo tampédo e sim pela fosfina. A cinética no boérax s6 foi avaliada na
concentragao de 0,34 mmol L, pois a leitura de absorbancia ao longo do tempo nao apresentou uma
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variag&o significativa. Por tanto a solu¢do tampé&o escolhida para dar continuidade ao desenvolvimento

de método é o bérax em pH 9,0.

5.2.3. Curva analitica para o corante azul de metileno

Foi obtida uma curva analitica do azul de metileno na faixa de concentragéo de 7,5 até
40,0 umol L', em pH 9,0 pela leitura de absorbancias no comprimento de onda de 663 nm com uma
cubeta de vidro com um caminho 6tico de 1 cm (Figura 29). Isto para ter uma curva de referéncia

conhecida para determinar a quantidade de substancia presente numa amostra determinada.

Concentragao/(umolAM/L)

Figura 29. Curva analitica para a solugdo de azul de metileno na faixa de concentragdo de 7,5 a

40,0 umol L-* em pH 9.0 no comprimento de onda igual a 663 nm.
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Concentragao/(umolAM/L)

Figura 30. Grafico dos residuos para a curva analitica do método com azul de metileno pelo método

espectrofotométrico.
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A = (0,0652 + 0,00120) ciam) + (0,0923 + 0,027) (35)
R? = 0,995; sd = 0,0533

A curva apresenta um comportamento linear em que ha uma relacdo diretamente
proporcional de absorbancia com a concentragdo de azul de metileno o que segue a lei de Beer.
Observa-se pela Equagao 35 que a inclinagdo € igual a 0,0652 pumol L', o que determina uma
absortividade molar igual a 6,67 10- L (mol cm)-', uma vez que o azul de metileno é a propria espécie
absorvente da radiagéo. O coeficiente de variacdo é de 0,99. Os limites de deteccdo e quantificagao

obtidos a partir do modelo da curva analitica foram 1,24 umol L-" e 4,14 umol L-! respectivamente.

5.2.4. Sistema para quantificagao de fosfina

Para a quantificacdo de fosfina primeiro sdo levadas em consideragdo a semi-reagao de
reducéo do azul de metileno e as equagdes de equilibrio &cido-base de Bronsted da espécie reduzida
(Equacdes 36 até 39).

HAM;, (aq) + 2Hq) + 267 2 AM,oqHF* (aqy E° 70,530V (36)
AM,. . HZ* @ < AM,.HS @p t Ho pK1=4,5 (37)
AMyeaH oy @ HAMyeq 40y + Hiag pK2=9,4 (38)
HAMyeq 4q) = AMrea gq) + Hiag) pKz=9,4 (39)

Assim, a estequiometria do azul de metileno sendo reduzido pela fosfina € dada pela

Equagao 40.
ne~ = 2n(AM) = 8n(PH;) “0)
E assim,
ny3(AM) . )
n13(PH3)consumido = = ;Onsumldo
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Levando em consideragao a relagao estequiométrica descrita anteriormente foi realizado um
teste de acordo como o processo apresentado na Figura 23 (pg. 36). Foram injetadas aliquotas de
fosfina na faixa de concentragdo de 4,75 mmol L-* a 9,0 mmol L-' em uma solugao como volume total
de 3,0 mL em pH 9,0 de azul de metileno 40 umol L-' para garantir o excesso do corante no sistema
(Figura 31).

2,0

1,51

1,01 u n

0,5

0,0

T T T
0 3 6 9
Concentragao/(mmoPH3I/L)

Figura 31. Experimento para quantificagcdo de fofina pelo método espectrofotométrico com azul de

metileno 40umol L-'em pH 9,0. Para reagdes em frascos de vidro fechados de 10 mL.

Observando-se que ndo houve uma interagdo representativa quando é utilizado séo
utilizados frascos de vidro fechados na Etapa 13, pois a absorbancia manteve-se constante,
evidenciando que a reducdo do corante ndo seja eficiente.

Devido a dificuldade em trabalhar com o gas fosfina e a possibilidade de perda do mesmo,
a partir de frascos de vidro com tampa de borracha, foi proposto um sistema controlado de seringas
apresentado na Figura 32 para verificar a influéncia sobre a sensibilidade da curva analitica (e assim,
da eficiéncia da reagéo). Em que a Etapa 1 é uma seringa que contem a solugao corante de azul de
metileno 40 umol L-"em pH 9,0; a Etapa 2 é a seringa onde se encontra o gas (previamente aspirado)
com ajuda de uma seringa representada pela Etapa 4. O sistema é controlado por meio de uma valvula

representada pela Etapa 3.
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Corante T Agulha

Figura 32. Sistema de reagdo de fosfina com azul de metileno para sua quantificagéo pelo método
espectrofotométrico. 1 é a seringa com solugéo; 2 a seringa com gas; 3 € a valvula controle e 4 é a
agulha para a extracao.

Entdo o diagrama representativo por Etapas utilizado para a quantificagéo de fosfina pelo
método espectrofotométrico se mostra na Figura 33. Depois da redugé@o do azul de metileno pela
fosfina a solugdo foi transferida quantitativamente para uma cubeta de vidro para realizar as

respectivas leituras de absorbancia no comprimento de onda de 663 nm.

Acido sulfarico

(10% VIV) PH3

@ Pastilha de
Tampéo fosfeto

Corante

seringa

Agulha

seringa E\ A

Cubeta

seringa

Figura 33. Diagrama do processo para quantificagdo de fosfina a partir da interagdo com azul de

metileno em pH 9,0 pelo método espectrofotométrico.
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Utilizou-se o sistema de seringas proposto para construir uma outra curva analitica nas
mesmas condi¢des descritas com o uso de frascos de vido (Figura 34A) obtendo —se a Equagao 42.
No entanto a sua sensibilidade é baixa pelo que foi avaliada a presenga de cobre(ll) como ativador da
reacdo para obtencdo de uma curva analitica (Figura 34B) observando-se uma maior sensibilidade
comparado com o sistema em auséncia de cobre(ll). Cada concentragao de fosfina foi realizada em
triplicada. O termo ‘ativador’ esta sendo utilizado pois postula-se que a participagéo do cobre (Il) sera
a diminuicdo da energia de ativagdo (como um catalisador), mas talvez ndo seja totalmente

regenerado.

2,0

154

1,04

0,5

0,0

T T
0 3 6

Concentragao/(mmolPH3/L)

2,0

1,54

1,04

0,54

0,0

Concentragao/(mmolPH3/L)

A B
Figura 34. Curva analitica da solugao de azul de metileno 40pmol L-' em pH 9,0 e fosfina na faixa de
concentragdo de 4,5 mmol L-* a 9,0 mmol L' pelo método espectrofotométrico em seringas; na

auséncia (A) e presenga (B) de cobre (II) 1.10-3mol L-".
Na auséncia de cobre (II) como ativador, obteve-se a Equacao da curva analitica

A= (0,129 +0,0137) — (0,0155 + 0,00226)Cpy3, (42)
R? = 0,9593;s,,; = 0,0151

Sendo que o termo constante se refere a absorbancia da solugéo na auséncia de fosfina.

Né&o foi observado um bom ajuste, com valor de R2 inferior a 0,99 e um desvio padréo dos residuos
Sres igual a 0,0151.
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A presencga do cobre(ll) no meio reacional aumentou a taxa de reagdo, de maneira que a

Equacéo da curva analitica foi

A= (1,295 + 0,0127) — (0,0639 + 0,0021) Cipy3) (43)
R? = 0,997; 5,0s = 0,0139

Com um melhor ajuste dos dados (R? maior que 0,99 e desvio padréo dos residuos 0,0139).
Os valores de LoD (0,59 mmol L) e LoQ (1,98 mmol L-') foram obtidos.

Uma vez que a inclinagdo da curva analitica € fungao nao apenas da absortividade molar da
espécie absorvente e do caminho 6ptico, mas também dos fatores de dilui¢do, estequiometria da
reacao e da eficiéncia de reagdo do analito com o reagente, é possivel estimar a eficiéncia da reagéo
entre a fosfina e 0 azul de metileno pela razdo entre as inclinagdes das curvas analiticas da fosfina
(SpH3) € do azul de metileno (Saum), uma vez que todos os outros fatores sdo constantes, com excegéo
do fator de diluigdo (1000x) e a razdo estequiométrica esperada para o azul de metileno e a fosfina.

Uma demonstragao dessa afirmagéo € apresentada na Equagéo 44.

Devido a diferenca nas unidades das duas inclinagdes, € necessario obter um fator de

conversao de unidades.

L (44)
mmol

A=Sy.c=[1] = [ f. ["”zwl] = 10° = §,,.10° = [

ol

umol]

Para uma medicdo de absorbancia, ela esta relacionada com a concentragao do padrao de

fosfina utilizada, assim como da concentracdo de azul de metileno consumido quando essa mesma

absorbancia foi determinada. Assim, pode-se calcular a quantidade de azul de metileno consumido,

considerando-se a quantidade total de azul de metileno adicionado ao meio reacional (n13(AM)) e
quantidade nao consumida, que foi medida espectrofotometricamente (Equagéo 45):

Nq3 (AM)consumido = n,,(AM) — Ni3 (AM) (45)

Assim, a concentragao de fosfina
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_ n13(PH3)consumido _ nlO(AM) —Ny3 (AM) (46)
= [PHs] = Vs B 4V,
_ c13(AM) ot — €13(AM)
4

Expressando as concentragdes em termos de absorbancia:

_ Amax — A (47)
[PHs] = 4 105 =
A= Améx - 4‘SAM. 103 [PH3] (48)

Mas como a concentragao do padrao (c13(PHs)p) ndo € a mesma concentragéo de fosfina
que reagiu ([PH3]).

ng(PH;) (49)
Vis

[PH3] = ef.c13(PH3), = ef.
Portanto, 0o modelo da curva analitica pode ser reescrito, e comparando com 0 modelo obtido

experimentalmente, onde ‘B’ é o branco,
A = Ay — 4Say-10%ef . C13(PH3)p =B - SPH3'C13(PH3)p (50)
Assim

(51)

SPH3

SPH3 = 4S,. 1036f = %ef = m

100

Em um mesmo volume, pode-se considerar as concentragdes de fosfina que reagiu com
concentragao de azul de metileno. Assim, na auséncia de cobre(ll), a eficiéncia da reagao de redugao

do azul de metileno foi igual a 7,33.10-3% enquanto que, na presenca desse ativador, a eficiéncia foi
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cerca de 0,030%. Embora uma fragdo muito pequena da fosfina tenha reagido, o uso do ativador
aumentou 4,1 vezes a eficiéncia da reacéo.

Para tentar compreender a ativagao pelo cobre, foi testada uma aliquota de fosfina 4,50
mmol L-'em presenca do cobre (1) (Figura 35), na forma 6xido de cobre (I) uma vez que o cobre (l)
pode ser formado na redugao do cobre (Il) e tem sido reportado na literatura seu uso como catalisador.
O oxido de cobre (1) € formado devido a elevada acidez do cobre (I) (pKa ~0,3).

Na presenca de cobre (I) hd um aumento da absorbancia no comprimento de maxima
absorgao, sugerindo a complexacéo pelo corante, mas ndo na redugédo do azul de metileno, contrario
ao que sucede na presenca de cobre (Il) em que ha uma diminuigdo de absorbancia (trago continuo

de cor vermelho), obtendo-se uma maior resposta na presenca desta espécie.

3
—— AM
—— AM + Cu (l)
—— AM + Cu ()

2 .

<

1 i

O - T T T T

400 500 600 700 800

A/nm
Figura 35. Espectro do azul de metileno 40 pmol L' em pH 9,0 na presenga de 4,50 mmol L' de

fosfina, na auséncia de cobre, com cobre(l) e com cobre(ll) no meio.

A Figura 36 mostra o digrama que explica 0 processo realizado para a quantificagao de

fosfina utilizando cobre(ll) como ativador.
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(1,010 molL') pH 9 2.0 mLAM

5 mL Cu(l
0,05 mL Cu (1) (40 umolL")
(1,010 molL")

\\

9
13
N\ e

‘ Sistema de Seringas ]\’ A
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Figura 36. Diagrama esquematico por Etapas para a quantificacdo de fosfina pelo método

espectrofotométrico na presenca do ativador cobre(ll).

5.2.5. Avaliacao da precisao do método espectrofotométrico para determinagao de fosfina

Utilizando o sistema de controle com seringas € avaliado o grau de concordéncia dos dados
para aliquotas de 10,0mL (Ensaio 1) e aliquotas de 5,0mL (Ensaio 2) do analito extraidas da Etapa 9.
Nos dois ensaios se pode observar uma variagao nas leituras de absorbancia, porém, quando séo
extraidos volumes maiores esta mudanga € mais pronunciada, o que pode ser constatado pelo valor
do coeficiente de variagdo. Para o ensaio 1 tem-se um valor de %CV = 6,86 e para o ensaio 2 %CV =
2,18, esta diferenca pode ser explicada pela dissolugao de fosfina como foi explicado na Equacgéo 34.

Por tanto quanto menor é a quantidade de fosfina extraida na Etapa 9, menor sera a
dindmica do gas dentro do frasco, aspecto a fim com o desenvolvimento de este trabalho ja que por
ser a fosfina um gas altamente toxico quando menores quantidades de este analito forem trabalhadas

menor o risco de afetar a salide e menor o indice de contaminag&o no ambiente.
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Figura 37. Avaliagao da precisao do método espectrofotométrico na quantificagéo de fosfina na Etapa

9 com aliquotas de 5 mL e 10 mL do gas, na presenca de azul de metileno 40 umol L' e Cu(ll).

5.2.6. Curva analitica para azul de metileno com fosfina pelo método espectrofotométrico

Uma vez estudadas as condi¢des do método para a quantificagdo do analito foi construida
a curva analitica a partir da leitura de absorbancia em fungao da concentragao de fosfina (mmol L),
para determinar as figuras de mérito. Para isto foi utilizada uma solugéo do corante azul de metileno
40 pmol L' em pH 9,0 com adi¢des de fosfina numa faixa de concentragédo de 4,50 mmol L-' até 9,0

mmolL-1, com leituras de absorbancia no comprimento de onda de 663 nm (Figura 38).

Concentragao/(mmolPH3/L)

Figura 38. Curva analitica para fosfina pelo método espectrofotométrico avaliando absorbancia em
funcdo da concentracdo de fosfina (mmolL-") para o corante azul de metileno na concentragéo de 40

pmolL-1em pH 9.0 e no comprimento de onda 663 nm.
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Figura 39. Gréfico dos residuos para a curva analitica do método com azul de metileno com fosfina

pelo método espectrofotométrico.

A = (1.654 + 0.048) — (0.177 + 0.012) c(AM) (52)
R? = 0.97; 5,55 = 0.095

A curva analitica obtida mostra-se uma redugdo do corante de quase 100% quando sé&o
injetadas aliquotas com concentracdo de 9,0 mmolL-!, sendo o coeficiente de variagao igual a 0,9 com
um desvio dos residuos de 0,095. O LoD reportado € de 0,79 mmol L-' e 0 LoQ é de 2,62 mmolL-,
tendo uma faixa de trabalho no intervalo de 2,62 até 9,0mmolL-".

Embora e que o LoD reportado para a curva de calibragéo para fosfina seja maior que o LoD
reportado a partir da Equacao da curva Equagao 43 (pg 48), o método mostra sensibilidade analitica
permitindo assim sua quantificagdo. Esta variagdo de resultados foi explicada no item 5.1.6 (pg. 35)

em que se demostrou que a quantidade de fosfina produzida varia de uma pastilha para outra.

5.3. Método da analise de imagem (RGB)

Para o desenvolvimento deste método foi utilizado 0 mesmo sistema de reagéo controlado
por seringas na presenca de cobre (Il) (Figura 36, pg 51) descrito no método espectrofotométrico.

Para avaliar o comportamento dos sinais obtidos pela webcam (Figura 11, pg 23), foram
consideradas as areas delimitadas pelas letras A, B, C, e D, que correspondem ao analito, ao branco,
a incidéncia de luz na regido fora do analito e do branco e a regido sem incidéncia de luz,

respectivamente.
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Inicialmente foram realizados estudos para determinar a influéncia da fonte de luz no sistema
RGB

5.3.1. Influéncia da intensidade de luz sobre o sistema

O sinal analitico obtido pela imagem digital explica a incidéncia da luz no sistema, emitida
por uma fonte de luz tal e como se mostra na Etapa 4 da Figura 8 (pg 37). Entao, foi avaliada essa
resposta quando a fonte se encontrava a diferentes distancias, e assim comparar entre si qual o melhor
canal para analise.

Foram construidas curvas analiticas para azul de metileno na faixa de concentragéo de 7,5
até 40 ymol L' em pH 9,0 para cada distancia, usando uma camera com ajuste automatico do branco.
Inicialmente foram avaliados os sinais obtidos para os canais R, G e B, sem realizar nenhum tipo de
tratamento quando a disténcia da fonte variava (Figura 40), observando-se que as maiores inclinagdes

correspondem ao canal RED (vermelho).
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Figura 40. Comparagao da avaliagéo do sinal analitico em fungéo da concentragéo de azul de metileno

em pH 9,0, obtido pela intensidade de luz sem nenhum tratamento nas diferentes distancias (m) 10

cm, (o) 15 cm. (A ) 20 cm e (o) 25 cm, para cada um dos canais em que: A. canal R (vermelho), B.

canal G (verde) e C. canal B (azul).

Uma vez que foram avaliados diferentes pardmetros de respostas, a comparagao entre eles

torna-se complicado. Assim, para comparar as respostas dos trés canais, se o limite de quantificagéo.

Foram comparados os valores de limite de quantificagcdo (LoQ) em funcgdo da distancia para cada

canal como se mostra na Figura 41.
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Figura 41. Comparacg&o do LoQ em fungao da disténcia (10, 15, 20 e 25 cm), obtido pela intensidade

de luz sem nenhum tipo de tratamento do sinal do canal paraR (m) G (0) e B (A ).

56



Assim o canal RED foi o que apresentou valores menores de LoQ em cada uma das
distancias da fonte testadas, especificamente quando a fonte se encontrava a uma distancia de 15
cm, pois 0 seu LoQ tem um valor de 2,67 pmol L1, portanto foi a distancia escolhida para a avaliagéo
das fungdes de resposta para o canal RED. Os resultados obtidos para os canais GREEN e BLUE sé

vao ser apresentado seu comportamento para efeitos de comparagéo.

As respostas analiticas que foram avaliadas estéo descritas nas Equagdes 53 a 55.

%Transmitancia (%T) %T = Ia + 100 (53)
Iy
Absorbéncia absoluta Agps = 2 —log %T (54)
(Aabs)
Absorbéncia A=—logl, (55)

Em que I, , é a intensidade reportada pelo analito e I, € a intensidade reportado pelo
branco.
A comparacéo das diferentes respostas analiticas foi feita a partir do limite de quantificacdo e
da resolugéo, quanto menores sejam estes valores melhor qualidade do método. O calculo da resolugao
foi feito a partir da Equacgéo 56.

sensibilidade (56)

Resolucao =
Sres

Na Figura 42 ¢é apresentado a correlagao entre o LoQ, que estabelece a menor concentragéo
quantificavel dentro de um dado intervalo de preciséo e a resolugédo, que € um parametro que avalia
a menor diferenga de concentragdes (dentro da faixa analitica) que o método consegue distinguir

ZAMPIER (2017). O coeficiente de determinagao (R?) foi superior a 0,99 para todos os canais.

57



150 ~

1004
g
5
»
50- -
A
[ ]
.A
04-‘r : : :
0 10 20 30 40

Resolugdo

Figura 42. Avaliagao do limite de quantifica¢cdo em fungéo da resolugéo obtida das Resposta analitica
para o de azul de metileno em pH 9,0 para cada canal R (m) G (o) e B (A ), em todas as disténcias
(10, 15, 20 e 25 cm).

5.3.2. Avaliagao das respostas para a curva analitica do azul de metileno

5.3.2.1. Transmitancia

A Figura 43 apresenta curva analitica considerando a transmitancia como resposta. Obteve-
se valores de LoD de 1,57 pymol L' e LoQ de 5,23 umol L, a partir da curva analitica para o canal
RED, com uma inclinagéo igual a -1,666 pumol L', com coeficiente de determinagao alto (R? = 0,99)

(Equacéo 57).
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Figura 43. Curva analitica de azul de metileno utilizando a transmitancia como resposta, em pH 9.0
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Canais: (m)R (o) G e (A ) B, quando a fonte de luz esta aos 15 cm.




%T = (92,7 + 0,872) — (1,666 + 0,039) c(AM) (57)
R? = 0,99; 5,05 = 1,72

Resolugdo = 1,0 ymol L1

5.3.2.2. Absorbancia absoluta para a curva com azul de metileno

A Figura 44 apresenta a Resposta da absorbéncia absoluta. Os valores de LoD e de LoQ
foram 2,19 e 7,28 pmol L' respectivamente para o canal RED, apresentou uma inclinagéo de 0,148

pmol L' e um coeficiente de determinagéo de 0,9.
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Figura 44. Resposta 2 — log%T para a curva analitica de azul de metileno em pH 9,0 para cada canal

em que: (m) representa R (o) G e (A ) B, quando a fonte de luz esta aos 15 cm.

Como os valores de %T para o canal B reportaram valores acima de 100 o resultado
calculado para 2 - log%T serdo negativos, razdo pela qual ndo se observa a inclinagdo quando é

comparada com os outros dois canais.

Agps = (0,015 + 4,8 107%) c(AM) — (0,045 + 0,011) (58)
R? = 0,98; 5,05 = 0,0213

Resolucdo = 1,4 ymol L1

5.3.2.3. Absorbancia para a curva com azul de metileno
A Figura 45 apresenta a fungéo da absorbancia. Com um coeficiente de determinagéo de
0,9, apresentou uma inclinagdo de -0,142 L pmol' e LoD e LoQ de 2,83 e 9,43 umol L

respectivamente para o canal RED.
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Figura 45. Resposta log la para a curva analitica de azul de metileno em pH 9,0 para cada canal em

que: (m) representa R (o) G e (A ) B, quando a fonte de luz esta aos 15 cm.

logl, = (2,34 + 0,013) — (0,0142 + 5,9 10~4)c(AM) (59)
R? = 0,97; 5,5s = 0,0265

Resolugdo = 1,8 uymol L1

Na Tabela 8 encontram-se os dados dos tratamentos para todas as respostas avaliadas.
Observa-se que os melhores resultados foram para o tratamento da porcentagem de transmiténcia
(%T) por ter uma maior sensibilidade (1,67 pmol L-1), menor limite de quantificagao (1,57 umol L),
alto coeficiente de determinagéo (0,99) e menor resolugéo (1,0 L mol') o que permite ter uma melhor

qualidade de resposta pelo método quando é considerado este tratamento para o canal RED.

Tabela 7. Resultados obtidos ap6s dos tratamentos das fungdes de resposta para a curva analitica de
azul de metileno na faixa de concentragao de 7,5 pymol L' até 40 umol L-"em pH 9,0 pelo método de

andlise de imagem para o canal RED.

%T 2-log%T logla
LSensl 1,666 0,148 0,142
LoD/umol Lt 1,57 2,19 2,83
LoQ/pmol L' 5,23 7,28 9,43
R2 0,991 0,984 0,973

Resolucao 1,0 1,4 1,8
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5.3.3. Curva analitica para fosfina pelo método RGB

Uma vez avaliadas as melhores condigdes do sinal analitico para o método de analise de
imagem, foi construida a curva analitica a partir da leitura do sinal em fungdo da concentragdo de
fosfina (mmol L) e determinagao das figuras de mérito. As condicdes de reagao foram estabelecidas
da mesma maneira que para 0 método espectrofotométrico com adi¢bes de fosfina numa faixa de
concentragéo de 2,25 mmol L' até 9,0 mmolL-". A Figura 46 mostra os resultados obtidos da curva

analitica sem nenhum tipo de tratamento das fungdes de resposta.
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Figura 46. Curva analitica para fosfina com azul de metileno (40 umol L-') em pH 9,0 pelo método

RBG comparando cada canal em que: (m) representaR (o) Ge (A ) B.

Comparado com os trés canais sem tratamento, observa-se que os canais G e B néo
mostraram um sinal de variagao significativo diferente do canal RED que deu uma melhor sensibilidade
na presenca de fosfina. O coeficiente de determinagéo € igual a 0,99, apresentou uma inclinagéo de -
1,529 mmol L, limite de deteccdo de 0,714 mmol L' e limite de quantificagdo de 2,377 mmol L,

tendo em uma faixa de trabalho de 2,3 até 9,0 mmol L-".

Sinal analitico = (149,31 + 0,364) — (1,529 + 0,067)c(PHs) (60)
R? = 0,996; 5,05 = 0,350

Resolugdo = 0,2 mmol L1

Como foi apresentado anteriormente o canal que apresentou melhor qualidade de resposta

foi o canal RED e quando interage com a fosfina no meio essa resposta e mantida como a melhor
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comparada com os outros dos canais, por tanto, as fungdes de resposta avaliadas a continuagéo

reportam exclusivamente o comportamento obtido para esse canal na presenga do gas.

5.3.3.1. % Transmitancia para a curva com fosfina

A Figura 47 mostra o tratamento feito para esta resposta, apresentando uma inclinagao de -

0,581 mmol L-*- LoD e LoQ foram de 1,07 mmol L' e 3,56 mmol L-1 obtidos a partir da curva analitica,

com coeficiente de determinagéo de 0,9.
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Figura 47. Resposta %T para a curva analitica com fosfina pelo método de analise de imagem com

azul de metileno (40 umol L-') em pH 9,0.

%T = (63,4 + 0,872) — (0,581 + 0,046) c(PH;) (61)
R? = 0,98; 5,05 = 0,156

Resolugdo = 0,25 mmol Lt
5.3.3.2. Absorbancia absoluta para a curva com fosfina
A Figura 48 mostra o resultado obtido pelo tratamento 2 — log %T. Apresentou uma

inclinagao de 40 104 mmol L, limite de detecgao de 1,02 mmol L' e limite de quantificagéo de 3,42
mmol L-" obtidos a partir da curva analitica, com coeficiente de determinagéo igual a 0,9.
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Figura 48. Resposta 2 — log%T para a curva analitica com fosfina pelo método de anélise de imagem

com azul de metileno (40 pmol L) em pH 9,0.

Agps = (4107* + 3,1107%) c(PH;3) — (0,196 + 1,42 107%) (62)
R? =0,98;5,,, = 1,07.1073

Resolugdo = 0,26 mmol L™

5.3.3.3. Absorbancia para a curva com fosfina

Na Figura 49 estd apresenta a fun¢do da resposta para a absorbancia. O coeficiente de

determinacéo é de 0,9, e seus valores de LoD e LoQ sé&o de 1,29 e 4,29 mmol L' respectivamente.
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Figura 49. Resposta log . para a curva analitica de azul de metileno em pH 9,0 para o R.
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logl, = (2,180 + 3.01073) — (7,18 1073 + 6,8 10~*)c(PH;) (63)
R? = 0,98; 5,05 = 2,32 1073

Resolugio = 0,32 mmol L1

Na Tabela 9 mostra-se os resultados obtidos dos tratamentos quando s&o injetadas
concentragdes de fosfina, embora que os valores das resolugdes estejam no intervalo de 0,2 - 0,3 L
mmol-' e os limites de quantificacdo apresentem valores proximos para as fungdes %T e 2 — log %T
os coeficientes de determinagao e sensibilidade diminuiu comparado com as respostas obtidas para
a curva de azul de metileno, isto pode ser explicado pela descoloragao do azul de metileno quando é

reduzido pela fosfina.

Tabela 8. Resultados obtidos ap6s dos tratamentos das fungdes de resposta para a curva analitica de

fosfina com azul de metileno (40 pmol L) em pH 9.0 pelo método de analise de imagem.

%T 2-1log%T logla

ISensl 0,581 4,0104 7,1810°
LoD/mmol L' 1,07 1,02 1,29
LoQ/mmol L' 3,56 3,42 4,29
R2 0,986 0,984 0,982
Resolucao 0,25 0,26 0,32

Entdo o tratamento da porcentagem de transmiténcia (%T), foi que deu uma melhor
qualidade de resposta por apresentar uma maior sensibilidade comparada com os outros dois

tratamentos.
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5.4. Cromatografia gasosa

O método cromatografico com GC-MS foi testado para a quantificagéo de fosfina para
comparagao como 0s métodos propostos. Observou-se uma alta dificuldade na separagao tanto no
modo SIM (Anexo 1) como no modo SCAN (Anexo 2). Embora tenha possivel sido obter uma curva
analitica por cromatografia gasosa com detector por ionizagdo em chama (FID).

A Figura 50 mostra a curva analitica obtida para fosfina com volumes injetados na faixa de
10 - 100 L, apresentando um coeficiente de determina alto (R?=0,99) e um limite de detecgéo e

quantificacao de 5,64 e 18,77 L, respectivamente, com uma faixa de trabalho de 5,64 L até 100 pL.
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Figura 50. Curva analitica para fosfina pelo método Cromatografia Gasosa.

V = (0,555 + 0,0174) c(AM) — (1,439 + 1,04) (64)
R? = 0,996; 5, = 1,28

Na Figura 51 s&o apresentados dos cromatogramas. Observe-se que a intensidade do sinal

aumenta a medida que o volume de fosfina aumenta.
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Figura 51. Cromatograma obtido para uma aliquota de fosfina de 20 pL (linha continua preta) e 70 pL
de fosfina (linha continua vermelha), pelo método cromatografia gasosa com detector por injegdo em

chama.

Com o método alternativo funcionando, sera possivel fazer a comparagdo com 0s
resultados obtidos com o método espectrofotométrico e por imagens digitais.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

O desenvolvimento do presente trabalho permitiu adequar um sistema controlado de
producdo e coleta do gas de fosfina em escala de laboratério com grandes vantagens em relagéo
aquele utilizado rotineiramente.

Foi proposto um novo método iodométrico para padronizagdo de solugdes gasosas de
fosfina obtidos em laboratdrio. Métodos por espectrofotometria inversa e por analise de imagem
também foram desenvolvidos para a determinagao de fosfina.

O método iodométrico apresentou boa sensibilidade e repetibilidade em uma faixa de
trabalho de 0,208 mL até 1,5 mL, em que a maior linearidade € obtida no intervalo de 0,2 a 0,5 mL.
Este método permitiu a padronizagado das solugbes de fosfina obtidas para o desenvolvimento do
método espectrofotométrico e por analise de imagem.

O método espectrofotométrico, catalisado por cobre (Il) para a redugéo do azul de metileno,
mostrou-se muito influenciado pela alcalinidade da solugdo reagente, onde o azul de metileno pode
se decompor rapidamente em valores de pH superiores a 10. Foram obtidos para o método proposto
valores de limite de detecgé@o 0,9 mmol L-' e de quantificagéo de 2,62 mmol L-!, com uma faixa analitica
de trabalho de 2,62 até 9,0 mmol L.

O método de anélise de imagem apresentou uma grande influéncia da intensidade da fonte
de radiacdo, comportamento ndo esperado para métodos espectrofotométricos e a melhor resposta
analitica foi obtida para o canal RED em fungéo da transmitancia, quando a fonte de luz utilizada esta

a uma distancia de 15 cm
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1. CONSIDERAGOES FUTURAS

De acordo com os resultados deste trabalho, recomendam-se os seguintes trabalhos:

e Adaptagdo do método espectrofotométrico para determinagdo da fosfina em
amostras gasosas utilizando um sistema monossegmentado, utilizando o azul de
metileno;

¢ Validagdo do método por cromatografia gasosa com detector FID e comparagao
com métodos desenvolvidos.

e Estudar a cinética de redugéo do cobre (Il) por fosfina e sua influéncia na redugao

do azul de metileno.
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9. APENDICE
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Figura 8. Sistema produtor e coletor de fosfina em menor escala. 3A. Montagem usada no laboratério.
3B. Diagrama esquematico do sistema em que: 1) € o injetor de acido; 3) seringa com pastilha de
fosfeto de alumino e produtor de fosfina quando entra em contato com o acido; 5) o coletor de fosfina

e 7) o extrator de fosfina, pg 5.
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Figura 12. Diagrama esquematico por Etapas para a quantifica¢cdo do numero de mols de fosfina pelo
método iodométrico, pg 24.
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Figura 16. Diagrama esquematico com Etapa de homogeneizagcdo do gas fosfina para sua
quantificagdo do numero de mols pelo método iodométrico, pg 31.
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Figura 23. Diagrama esquematico para a quantificagdo de fosfina pelo método espectrofotométrico, pg 37.
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Figura 33. Diagrama do processo para quantificacdo de fosfina a partir da interagdo com azul de

metileno em pH 9,0 pelo método espectrofotométrico, pg. 24.
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Figura 36. Diagrama esquematico por Etapas para a quantificacdo de fosfina pelo método

espectrofotométrico na presenca do ativador cobre(ll), pg 51.
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ANEXOS

Anexo 1 Injecdo manual de 20 pL de fosfina para monitoramento no modo SIM por CG - MS

x10 2 [* TIC SIM Fosfina R12 SIM.d
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Anexo 2 Injecdo manual de 20 L de fosfina para monitoramento no modo SCAN por CG - MS
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