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1. OBJETIVO

Realizar analise de Fosforo adaptado do Compéndio Brasileiro de Alimentagdo Animal
— 2005.

2. RESPONSABILIDADE

O procedimento pode ser executado por docentes e técnicos aptos, por graduandos,
mestrandos e doutorandos que tenham cursado a disciplina de bromatologia ou
técnicas especiais de analise e por estagiarios ou bolsistas sob supervisdo de outro
aluno apto.

3. MATERIAIS, EQUIPAMENTOS E REAGENTES

A) MATERIAIS

- Bal6es volumétricos de 50mL e 1L
- Bastéo de vidro

- Béqueres

- Erlenmeyer de 2L

- Funil

- Papel de Filtro qualitativo
- Pipetas volumétricas

- Proveta

- Pera ou pipetador

- Pinca para pegar vidraria

B) EQUIPAMENTOS

- Balancga analitica (Preciséo + 0,0001g)
- Fotocolorimetro ou espectrofotémetro
- Chapa aquecedora

C) REAGENTES

- Sulfato de 4-(metilamino)-fenol Photo-Rex® (C14H2oN,0¢S)
- Acido cloridrico (HCL) p.a

- Acido sulfarico (H2s0,) p.a

- Bissulfito de so6dio (NaHsO3) p.a

- Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) p.a

- Molibdato de aménio ((NH;)¢M0,0,4.4H,0) p.a

- Sulfito de sodio (Na,SOs) p.a
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4. EQUIPAMENTOS DE SEGURANCA
Jaleco, sapato fechado, luvas, éculos de protecéo e capela de exaustao.

5. RISCOS E PERICULOSIDADES
Atencdo ao manusear o0s acidos, cuidado ao utilizar a chapa aquecedora e o forno
mufla devido as altas temperaturas.
O responsével pela analise devera permanecer no laboratorio durante toda a andlise,
nao podera se ausentar e deixar os equipamentos em funcionamento.

6. PREPARO DE REAGENTES

A) Solucdo ANSA (Preparo 1L):

- Pesar em um béquer 2,5g de Photo Rex( sulfato de p-metilaminofenol);

- Pesar em um béquer 145,59 de Bissulfito de sédio (NaHsO3) p.a;

- Pesar em um béquer 5g de Sulfito de sédio (Na,SOs) p.a;

- Misturar todos os reagentes acima em um erlenmeyer de 2L e adicionar cerca de
500mL da agua destilada;

- Levar o erlenmeyer na chapa para aquecimento e completa dissolugdo dos
reagentes;

- ApOs completa dissolugdo, aguardar resfriar e transferir para um baldo de 1L e
completar o volume com agua destilada;

- Deixar em repouso em local escuro por 12 horas;

- Filtrar com papel de filtro qualitativo para um frasco ambar, tampar e acondicionar.

B) Solucdo reagente de molibdato de aménio 2,5%(Preparo de 1L):

- Pesar em um béquer 25g de molibdato de ambnio p.a e solubilizar em cerca de
600mL de agua destilada;

- Adicionar 83,33 mL de &cido sulfarico p.a, cuidadosamente em capela e banho de
gelo;

- Transferir para um baldo volumétrico de 1L e completar o volume com &gua
destilada;

- Transferir a solugdo para um frasco ambar e acondicionar em geladeira para
realizacdo da analise.

C) Solucédo Padrdo de Fdosforo 0,1mg/mL (Preparo de 1L):

- Pesar exatamente 0,4394g de Fosfato de potassio monobéasico (KH,PO,) p.a
previamente seco em estufa 105°C por 2h;

- Solubilizar com 600mL de agua destilada;

- Adicionar 2,78mL de acido sulfarico p.a;

- Transferir para um baldo volumétrico de 1L e completar o volume com agua
destilada;

- Transferir e solucdo para um recipiente limpo e com tampa.
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7. PROCEDIMENTOS
A) Confecgao da curva padréo de fésforo:

1. Efetuar diluicdes de maneira a obter o intervalo de concentrac@es desejadas;

2. Pipetar OmL—O0mgP; 0,5mL —0,05mgP; 1,0mL—0,1mgP; 1,5mL—0,15mgP e
2,0mL—0,2mgP da solugéo padréo de fosforo 0,1mg/mL;

3. Realizar o procedimento como se fosse a andlise de fésforo descrita no item B na
sequéncia.

4. Confeccionar a curva padrao plotando o gréafico transmitancia versus concentragéo
(mg) das solucdes de fosforo e realizar a regresséo linear.

B) Procedimento da andlise de fosforo:

1. Realizar o procedimento de abertura de solugéo conforme POP-05;

2. Pipetar de 0,1 a 5mL(méaximo) de amostra (solu¢gdo mineral preparada no POP-05)
e transferir para um baldo volumétrico de 50mL;

3. Adicionar um pouco de agua destilada ao baldo lavando pelas paredes;

4. Com uma pipeta volumétrica medir 5mL de molibdato de aménio gelado e transferir
para o baldo com amostra;

Nota: Para cada montante de amostras deve-se realizar um branco, no qual se
adiciona apenas os reagentes.

5. Adicionar um pouco de agua destilada ao baldo lavando pelas paredes;

6. Com uma pipeta volumétrica medir 2mL de ANSA e transferir para o baldo com
amostra;

7. Completar o volume do baldo com agua destilada e aguardar 20 minutos;

8. Apods 20 minutos realizar a leitura no espectrofotdbmetro e com comprimento de onda
de 720nm;

9. Ligar o espectrofotébmetro pelo menos 30 minutos antes de realizar a leitura;

10. Ajustar o comprimento de onda;

11. Fazer ambiente na cubeta colocando o branco e descartando-o em seguida;

Nota: Realizar este passo primeiro com o branco, pois é com ele que o equipamento
sera zerado.

12. Colocar o branco na cubeta, secar com papel, introduzir no equipamento e realizar
0s ajustes para 100%T ou 0,000abs;

13. Fazer ambiente na cubeta colocando a amostra e descartando-a em seguida;

14. Colocar a amostra na cubeta, secar com papel, introduzir no equipamento e
aguardar a leitura, geralmente em %T;

15. Plotar a curva padréo de transmitancia x concentracao (mg) de fosforo na aliquota;
16. Realizar o calculo para encontrar a % de fosforo na amostra.
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8. CALCULO:

B6F dsforo =

Sendo:

L = mg de fosforo na aliquota

S = Volume da solugédo estoque (baldo utilizado para solu¢cdo mineral, geralmente
100mL)

D = Fator de dilui¢cdo (caso nédo existir D=1)

P = Peso da amostra em miligrama

A = Volume da aliquota utilizada
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