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RESUMO

A preparacdo de amostras € considerada uma etapa critica em uma analise quimica, uma
vez que é suscetivel a erros sisteméticos, demanda muito tempo e gera grandes quantidades de
residuos. A determinacdo de fésforo em materiais vegetais € importante para avaliar a
disponibilidade do nutriente, principalmente em amostras de vegetais utilizados como adubo
verde. Dessa forma, foi proposto um procedimento analitico para a determinacdo de fosforo
inorganico solivel em materiais vegetais. Para a determina¢édo do ortofosfato, foi empregado o
método do azul de molibdénio e a extracdo sélido-liquido foi realizada em linha. Foi observada
resposta linear entre 1,5 e 30 mg L, com limite de detecgdo estimado de 0,24 mg L e
frequéncia de amostragem de 26 determinacdes por hora. Por determinacédo, foram consumidos
370 pg de NazM004.2H,0 e 123 pg de acido ascorbico, gerando 3,0 mL de residuo. Os
resultados das analises das amostras de Crotalaria juncea obtidos pelo procedimento
desenvolvido foram comparados com os obtidos por um procedimento de referéncia, ndo sendo
observadas diferencas significativas (nivel de confianca de 95%). O procedimento reduziu as
quantidades de amostra e extrator em ca. 10 vezes e 0 tempo de extracdo de 20 min para 60 s
em comparagdo com procedimentos da literatura, minimizando o tempo necessario para obter

o teor de fésforo nos materiais vegetais.

Palavras-Chave: Analises em fluxo; fosforo soltvel; Crotalaria juncea; Quimica Verde;

extracdo em linha.
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1 INTRODUCAO

1.1  Fd&sforo em materiais vegetais

Fosforo € um importante nutriente para seres humanos, animais e plantas, uma vez que
participa de processos vitais como a fotossintese e as transformacdes energéticas (GRUSAK,
2002; MARUCHI; ROCHA, 2006). No ambiente celular vegetal, o fésforo participa do
metabolismo e fisiologia, sendo essencial na cadeia fotossintética. Além disso, esse elemento
compde biomoléculas importantes como adenosina trifosfato, fosfolipidios, &cidos nucléicos,
coenzimas, fosfato de inositol (que € a principal forma de armazenamento de fésforo nos
vegetais) e outros ésteres fosfatados. As espécies de fosforo podem ser classificadas de acordo
com a afinidade com o meio aquoso, sendo a fracdo soltvel mais facilmente liberada em agua.
O fosforo insoltvel se refere a moléculas hidrofébicas, como os fosfolipidios. Comumente,
mais de 50% do fdsforo presente nos tecidos de plantas esta na forma inorganica soltvel
(MARUCHI; ROCHA, 2006).

O fosforo inorganico (ortofosfato e espécies derivadas, e.g. H.PO4"), € absorvido do
solo pelas raizes das plantas. A conversdo enzimatica do &cido fitico (forma majoritéria do P
no solo) a ortofosfato pode ocorrer sob determinadas condigOes de temperatura e pH (entre 50
e 60° C e pH 4,5 a 5,5) sob acdo da enzima fitase proveniente das raizes das plantas. Isso
aumenta a acessibilidade de fosforo para os vegetais nos solos (ROCHA, 2013).

Além de ser afetada pela forma do fosforo, este nutriente se torna menos acessivel
devido a lixiviagdo do solo pela dgua da chuva e de irrigacao, exigindo a sua reposi¢ao no solo.
Os fertilizantes apresentam, portanto, alta demanda (SCHACHTMAN; REID; AYLING, 1998).
Além dos fertilizantes inorganicos convencionais, a adubacao verde também pode ser utilizada.
Essa estratégia é baseada no cultivo de vegetais que recuperam da fertilidade do solo,
aumentando o teor de nutrientes e da capacidade de troca idnica. Uma opc¢éo de espécie vegetal
para adubacédo verde € a Crotalaria juncea, que também pode ser empregada como produtora
de fibras e na producéo de papéis finos (principalmente para cigarros) (MARUCHI; ROCHA,
2006).

Como a fracdo extraida em agua do fésforo apresenta maior acessibilidade, a avaliagdo
da fracdo soluvel se torna importante. Para isso, uma extracdo solido-liquido é necesséria
previamente as analises, que podem ter como objetivos as determinacdes totais ou parciais das
espécies que compdem essa fracdo. Esta etapa € critica para a determinacdo de nutrientes (e.g.

ortofosfato), envolvendo o preparo de amostras.
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A diferenciacdo do fosforo inorganico e organico também é importante para estudos de
acessibilidade para animais, pois 0s vegetais fornecem quantidades significativas de acido
fitico. Devido a auséncia de fitase em grande parte do sistema digestdrio dos animais, parte do
P nédo é acessivel. Além disso, o acido fitico forma compostos de coordenacdo com alguns
nutrientes (e.g. Ca e Fe), diminuindo a disponibilidade desses minerais (RAVIDRAN, V.;
RAVIDRAN, G.; SIVALOGAN, 1994). Essas caracteristicas também tornam importante o
fracionamento de fésforo em alimentos. Este tipo de diferenciacdo normalmente exige preparo
de amostras para conversao do fésforo organico ao inorganico, que é mais facilmente

detectavel.

1.2 Preparo de amostras

O preparo de amostras é baseado no tratamento quimico e fisico visando aumentar a
detectabilidade do analito e eliminar interferéncias (KRUG, 2008). Esta etapa € critica, uma
vez que ha riscos de perda de analito e contaminacdo da amostra, além de consumir a maior
parte do tempo das andlises (KRUG, 2008; ROCHA et al., 2013). Procedimentos classicos de
preparo de amostras consomem grandes quantidades de acidos minerais concentrados e
solventes organicos, gerando residuos que exigem tratamento adequado para descarte, 0 que
demanda tempo e aumenta o0s custos da analise (ROCHA et al., 2013).

Nos procedimentos de extracdo, ocorre a separagdo de um ou mais componentes da
amostra promovida por um solvente para o qual o soluto (geralmente o analito) é transferido
(JARDIM, 2010). Uma modalidade de extracdo € do tipo solido-liquido, na qual o solvente
entra em contato com a amostra sélida (substrato) e o soluto é transferido para o solvente
(extrator). No final do processo, obtém-se o residuo (substrato esgotado) e o extrato (solvente
com o soluto) (JARDIM, 2010). Este processo € comumente aplicado a amostras sélidas, como
alimentos e materiais vegetais, para determinar teores de espécies na fragéo sollvel.

A realizacdo de algumas operacBes preliminares a quantificacdo das espécies de
interesse nas diferentes matrizes, como separacdo e concentracdo, ainda se constitui na etapa
critica das determinacdes devido as etapas de preparo de amostras. Dentro desse contexto, 0s

sistemas de analise em fluxo tém demonstrado vantagens para o processamento dessas etapas.
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1.3 Sistema de analises em fluxo

Os sistemas de analises em fluxo sdo empregados na automacao de procedimentos
analiticos. Esses sistemas versateis apresentam vantagens para 0 preparo de amostras,
reduzindo custos, tempo de andlise, riscos de contaminacéo e perdas do analito (FACCHIN;
PASQUINI, 1998). Nos sistemas de andlises por injecdo em fluxo (FIA), uma aliquota da
amostra € introduzida em um fluido carregador que a transporta através do percurso analitico
(REIS; GINE; KRONKA, 1989; KAMAYA; FURUKI; NAGAGSHIMA, 1998). Se
necessario, a amostra pode receber reagentes e sofrer reagdes quimicas durante o transporte até
o sistema de deteccdo (ROCHA; MARTELLI; REIS, 2000). No decorrer do processo, a amostra
sofre dispersdo, produzindo uma zona de amostra com gradiente de concentracdo. Em funcéo
desse gradiente e da medida realizada de forma dindmica, um sinal transiente € obtido e a altura
pode ser relacionada a concentracdo do analito (ROCHA; MARTELLI; REIS, 2000).

Para a implementacdo dos sistemas FIA, € necessario um dispositivo para a propulséo
de fluidos, sendo frequentemente empregada a bomba peristaltica, que permite a propulsdo a
vazdo constante e com minima pulsacdo (ROCHA; MARTELLI; REIS, 2000). Um injetor
introduz a amostra no percurso analitico e permite explorar configuracdes diversas para
implementacéo de diferentes processos para o preparo das amostras, por exemplo (REIS; GINE;
KRONKA, 1989). O percurso analitico é composto por tubos de pequeno diametro (em geral,
de 0,5 a 0,8 mm) e com comprimentos que costumam variar de 10 a 500 cm. O seu
dimensionamento influencia o tempo de residéncia (tempo necessario para a amostra percorrer
do ponto de injecdo até o sistema de detecgdo) e na dispersdo da zona de amostra, que afetam
caracteristicas analiticas importantes, tal como a sensibilidade (REIS; GINE; KRONKA, 1989).
Diversos sistemas de deteccdo tém sido empregados em sistemas FIA. Em geral, sdo necessarias
apenas algumas modificacdes para se empregar a deteccdo de forma dinamica (REIS; GINE;
KRONKA, 1989; ROCHA; MARTELLI; REIS, 2000). Ao contrério de metodologias em
batelada, os sistemas FIA fornecem condi¢des altamente reprodutiveis, tornando o tempo de
residéncia altamente preciso e possibilitando a aplicacdo de procedimentos sem que as reacdes
atinjam o equilibrio quimico (KARLBERG; PACEY, 1989; REIS; GINE; KRONKA, 1989).
Todas as caracteristicas dos sistemas FIA trazem vantagens para o preparo de amostras,
exigindo apenas algumas adaptacdes.

Um procedimento em fluxo com preparo em linha foi proposto para determinacéo de
ferro, cobre e zinco em multivitaminicos (SWEILEH, 2000) e fluoreto em rochas fosfatadas

(SWEILEH, 2007). Em ambos os casos, a amostra solida foi pesada e inserida em uma camara
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de PVC construida no laboratério para amostragem. Em seguida, o transportador direcionou a
amostra para um reator térmico para extracdo das espécies previamente a deteccdo
espectrofotométrica (SWEILEH, 2000) ou potenciométrica (SWEILEH, 2007). Uma etapa de
filtracdo foi necessaria para remover os solidos e poderia ter sido evitada com a utilizagdo de
extracdo sdlido-liquido das espécies, tornando o sistema mais simples e evitando constante
limpeza do filtro. Além disso, devido a movimentacdo da suspensdo no percurso analitico,
agentes anti-sedimentacdo devem ser empregados para estabilizar a suspensdo e ndo afetar a
eficiéncia da extracdo (SWEILEH, 2000).

Uma estratégia simples para extracao solido-liquido foi adotada para a determinacao de
potéassio em solos utilizando um sistema com multisseringas (ALMEIDA et al., 2006). Uma
massa de ca. 2,0 g de solo foi pesada em um recipiente de vidro, que foi acoplado ao sistema.
Apos a adicao do extrator, a mistura foi agitada por cinco minutos e posteriormente o extrato
foi coletado para a determinacdo potenciométrica de potassio. Foi necessario um filtro na ponta
do tubo de coleta do extrato para evitar a aspiracdo de suspensdo. Apesar de mecanizado, 0
procedimento efetua a extragdo em um sistema aberto, o que limita as vantagens trazidas pelos
sistemas de analises em fluxo.

Um procedimento para determinacdo de amoénio em materiais de construcdo utilizou
uma camara para conter uma massa do solido (ca. 200 mg) posicionada em um banho
ultrassénico (TIMOFEEVA et al., 2015). Em seguida, foi adicionada solugdo de NaOH para
extracdo do amonio assistida por ultrassons e para conversdo a amonia. Um fluxo de N:
transportou a NHs gerada para uma camara de difusdo gasosa. A solugdo aceptora era composta
pelo indicador &cido-base vermelho de cresol, cuja mudancga na coloracdo foi detectada por
espectrofotometria. Este € um procedimento semi-mecanizado, uma vez que a adi¢do do
extrator depende da intervencdo do analista.

Apesar das potencialidades, as estratégias para extracdo solido-liquido em linha ndo tém
sido amplamente exploradas. A extracdo em linha do fosforo solvel em materiais vegetais e

alimentos, por exemplo, seria vantajosa se realizada em sistemas mecanizados.

1.4 Procedimentos analiticos para a determinacao de espécies de fésforo em materiais

vegetais

A extracdo da fracdo solluvel de fosforo é realizada em meio aquoso. Apesar das
variacdes propostas para este fim, eficiéncias similares sdo observadas em todos os casos. O

método mais empregado para a determinacdo de fésforo em materiais vegetais se baseia no uso
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de 100 mg de amostra vegetal seca e 2 mL de HCIO4 0,2 mol L™ como solugéo extratora
(HOGUE; WILCOX; CANTILIFFE, 1970). Apds agitacdo por 10 minutos, a matéria organica
é removida com carvao ativado e o fosforo é determinado pelo método do azul de molibdénio.
No caso das determinagdes totais, 0 extrato ou a amostra sdo submetidos a digestdo nitro-
perclorica.

Um procedimento para extracdo de fosforo soltvel em materiais vegetais foi proposto
utilizando 20 mL de &gua deionizada como extrator. Comparada ao método oficial, a extracédo
foi quantitativa apds 10 minutos de agitacdo. A fracdo de fosforo soltvel foi determinada pelo
método do azul de molibdénio em um sistema de analises em fluxo monossegmentado
(MARUCHI; ROCHA, 2006). Apesar da mecanizagdo da determinacdo de P, o preparo
apresenta as desvantagens inerentes das etapas realizadas em sistemas abertos.

A utilizacao de acido tricloroacético também foi explorada para extracdo de espécies de
P em cereais e derivados (RAVIDRAN, V.; RAVIDRAN, G.; SIVALOGAN, 1994). No
extrato, o ortofosfato foi determinado pelo método do amarelo de molibdénio. O fitato foi
precipitado na forma de fitato férrico e convertido a hidréxido férrico ap6s adicdo de NaOH. O
precipitado foi dissolvido em acido cloridrico os ions Fe(lll) foram determinados por
espectrofotometria. Neste trabalho, ndo foram divulgados os detalhes do procedimento de
extracdo. De qualquer forma, o &cido organico poderia ser facilmente substituido por agua.
Além disso, seria necessario um estudo detalhado acerca das espécies que podem ser extraidas
com o &cido tricloroacético.

Devido as desvantagens relacionadas aos procedimentos da literatura para a extracdo
solido-liquido de P em materiais vegetais, estratégias para mecanizagdo ainda podem ser
amplamente exploradas para a determinacdo desse nutriente de forma mais rapida e com

minima geracao de residuos.
2 OBJETIVOS
Desenvolver um procedimento analitico em um sistema de analises em fluxo visando a

extracdo solido-liquido em linha de fdsforo inorganico em materiais vegetais e posterior

quantificacdo empregando o método do azul de molibdénio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes e Solucdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e todas as solugdes foram
preparadas com agua desionizada.

Solucéo estoque de H2S04 7,0 mol L (Synth) foi preparada a partir da dilui¢do do acido
concentrado em agua. Aliquotas do acido foram adicionados a massa do sal Na2MoO4.2H.0O
(Merck) e a solucéo foi avolumada com agua a fim de se obter 79 mmol L de molibdato de
sodio em H;SO4 0,25 mol L? (reagente R1). A solucdo de acido ascérbico 60 mmol L*
(Quimex) foi preparada diariamente a partir da dissolucdo em agua (reagente R2). Para
obtencao do coeficiente de disperséo, foi utilizada solugdo de KMnO4 0,2 mmol L (Merck),
preparada a partir da dissolugdo do sal em &gua.

3.2  Equipamentos e acessorios

Para o sistema de analises em fluxo, foram utilizados bomba peristaltica (Gilson), tubos
de polietileno de 0,7 mm de didametro interno e um injetor proporcional e confluéncias
construidos em acrilico. Para a aquisicao dos dados, um microcomputador (Samsung R640) foi
acoplado ao espectrofotémetro (Femto, 600S). O software Cirrus App fornecido pelo fabricante
do espectrofotdmetro foi utilizado nesta etapa. As colunas para extragdo em linha foram

construidas com tubos de Tygon™ com 4 mm de didmetro interno.

3.3  Procedimento para a determinacéo de ortofosfato em materiais vegetais

A figura 1 apresenta o modulo de analises utilizado para o desenvolvimento do

procedimento analitico.
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Figura 1 — Sistemas em fluxo para a determinacéo (a) e extracéo (b) de fosforo inorgénico soltvel em
materiais vegetais. A: amostra; C, CL: H2O; W: recipientes de descarte; R1: NaM004.2H,0 em
H.SO4; R2: Acido ascorbico; L1-L3: algas de amostragem; B1-B3: reatores helicoidais; x: ponto de
confluéncia; D: sistema de deteccao espectrofotométrica; I: injetor proporcional; P: bomba peristéltica;
CE: coluna para extragéo.

Na posicao de amostragem, mostrada na Figura 1a, a alga L1 foi preenchida pelo extrato
ou solucgdes de referéncia de P enquanto as alcas L2 e L3 foram preenchidas pelos reagentes R1
(Na2MoOs em H,SO4) e R2 (&cido ascorbico), respectivamente. Quando a barra central do
injetor foi deslocada para a posicao de injecdo, a amostra foi injetada em um fluxo de agua (2,0
mL min1), que atravessou as alcas dos reagentes R1 e R2 e o reator B1 até o sistema de detecc&o
espectrofotométrico D. Agua foi adicionada ao ponto de confluéncia x quando o injetor retornou
para a posi¢do de amostragem visando a diminuicdo do tempo de limpeza.

A extracdo em linha foi realizada de acordo com o diagrama apresentado na figura 1b.
As amostras foram coletadas, trituradas em moinho de facas e secas em estufa. Foi utilizado 20
mg de amostra imobilizada em uma coluna cilindrica (CE) de 1,5 cm de comprimento e 4,0 mm
de didmetro interno, acoplada a um percurso de 600 uL (B2 e B3). Para a otimizacao, o percurso
foi preenchido com 2,5 mL de &gua (extrator), cuja recirculacdo foi mantida por 60 s.
Posteriormente, o extrato foi recolhido em um tubo de graduado de 15 mL e diluido 2 vezes
previamente as determinacdes. Para a analise das amostras, um outro injetor proporcional foi
utilizado de forma a reproduzir a recirculagao executada na Figura 1b. Apos atingir o tempo de
recirculacdo, o extrato foi direcionado até a alga L1 do sistema mostrado na Figura la para

determinacéo de P.
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3.4 Procedimento de Referéncia

Para avaliar a exatiddo, foi realizada a extracdo e determinacdo de ortofosfato em
batelada de acordo com um procedimento proposto na literatura (MARUCHI; ROCHA, 2006)
modificado. Foram misturados 200 mg de material vegetal e 20 mL de &gua deionizada em
tubos de polipropileno de 50 mL. Apds 10 minutos de extragdo com agitacdo constante, a
mistura foi centrifugada por 10 minutos para o isolamento das fases, seguida da determinacéo
de ortofosfato. Para a quantificacdo do P em batelada, foi utilizado o método do azul de
molibdénio modificado. Foi adicionado 1 mL do extrato a 1 mL das solu¢des de molibdato de
amonio 2,5 mmol Lt em H,S04 0,1 mol L e de 4cido ascorbico 0,15 mol L. Apés 10 minutos

de reacdo, foram realizadas medidas espectrofotométricas das solucdes em 730 nm.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O método utilizado para a determinacdo espectrofotométrica de fosforo inorganico em
material vegetal foi baseado na formacéo do azul de molibdénio. A reacdo do ortofosfato com
0 molibdato de s6dio em meio &cido forma um composto amarelo, com maximo de absor¢éo
em 400 nm (MASINI, 2008). O emprego de um agente redutor, e.g. o &cido ascérbico, gera o
azul de molibdénio, de coloracdo azul intensa e que também pode ser determinado por
espectrofotometria (ROCHA, 2013). Uma vantagem atribuida a essa derivacdo quimica é
minimizar a interferéncia espectral devido a absor¢éo de radiacdo pela matéria organica que é
extraida juntamente com o ortofosfato. A formacdo do azul de molibdénio segue as relacdes
estequiométricas apresentadas nas reagdes 1-3 (ROCHA, 2013).

12 M0O# + PO~ + 27 H* — Ha[PM01204] + 12 H20 )
H3[PM012040] + CsHsOs — H3[PM012039] + CsHsOs + H20 (2)
H3[PM012039] + CsHsOs — H3[PM012038] + CsHsOs + H20 (3)

Esse método tem sido explorado em diversos trabalhos para determinacdo de
ortofosfato, porém os mecanismos de formagdo do azul de molibdénio ndo foram
completamente esclarecidos (CROUCH; MALMSTADT; 1967). Na etapa de redugdo do acido
fosfomolibdico (Eq. 2 e 3), apenas parte do Mo(V1) é reduzido a Mo(V), resultando em duas

espécies Hz[PMo012039] € H3[PMo01203s], cuja separagdo por cromatografia a liquido foi
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proposta na literatura, apresentando absortividades iguais a 2300 e 17000 L mol?* cm?,
respectivamente (KOSHIISHI; IMANARI, 1986).

A velocidade das reagdes para a formacdo dos produtos é diferente e depende de
parametros quimicos como concentracdo de molibdato e pH. Ambas as espécies sdo formadas
independente do agente redutor utilizado, porém a velocidade de formacao do H3[PMo012039] é
influenciada pela natureza do agente redutor (ROCHA, 2013).

Neste trabalho, inicialmente determinou-se o comprimento de onda de méxima absor¢édo
do azul de molibdénio. Para isso, foi obtido um espectro de absor¢do molecular de uma solugéo
contendo 0,32 mmol L P (0,01 g L't P), M0O4? 52 mmol L em HzSO4 0,25 mol Lte
acido ascorbico 60 mmol L. A méaxima absorcdo foi observada em 730 nm, sendo este o
comprimento de onda selecionado para os estudos posteriores.

Em seguida, a determinacdo de ortofosfato em sistema de analises em fluxo foi
otimizada, partindo de condicGes iniciais proximas as reportadas anteriormente para a

determinacdo de fosforo em materiais vegetais (ROCHA, 2013).

4.1 Otimizagéo do procedimento em fluxo para a determinagéo de ortofosfato

A otimizagédo dos parametros para a determinagéo de ortofosfato foi realizada de forma
univariada visando méaxima sensibilidade e frequéncia de amostragem (usualmente definida
como o nuamero de solucdes de referéncia analisadas por unidade de tempo, de acordo com
Zagatto, Oliveira e Collins, 1999), melhor precisdo e minimo consumo de reagentes e geracao
de residuos.

Os estudos iniciais foram conduzidos utilizando os reagentes NaMo004.2H20 e acido
ascorbico nas concentragdes, respectivamente, de 52 mmol L (em H2S04 0,25 mol L) e 60
mmol L%, utilizadas anteriormente (ROCHA, 2013). As estratégias de amostragem baseadas
em zonas coalescentes e em penetracdo de zonas foram comparadas. Em ambas, o
monitoramento espectrofotométrico foi realizado em 730 nm.

No sistema em fluxo com zonas coalescentes, aliquotas de reagentes e amostras
selecionadas por alcas de amostragem individuais sdo injetadas simultaneamente em
carregadores independentes até um ponto de confluéncia, onde se inicia a mistura. Dessa forma,
0 consumo de reagente é minimizado porque ndo ha adig&o continua de solugdes (REIS; GINE;
KRONKA, 1989). No sistema com penetracdo de zonas (Figura 1a), os reagentes e a amostra
também sdo selecionados através de algcas de amostragem. Entretanto, as solu¢Ges nao sao

direcionadas para um ponto de confluéncia, evitando a diluicdo. Nessa configuracdo, amostra e
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reagentes sdo adicionados em um fluido carregador que faz o transporte até o detector através
de uma bobina de reacdo. A sobreposi¢do das zonas ocorre unicamente devido a dispersao.
Dessa forma, a extensdo com que a reacdo ocorre depende da sobreposicédo das zonas de amostra
e reagentes. Como esperado, sob as mesmas condi¢des de volume e concentragdo, o sinal
analitico utilizando penetragdo de zonas foi 1,2 vezes maior, sendo essa configuracéo
selecionada para estudos posteriores.

Para avaliar o efeito do volume de amostra sobre o sinal analitico (que considera a
subtracao do branco), variou-se o volume da algca de amostragem de 20 a 290 L. Apesar do
aumento do volume de amostra, que implica em menor disperséo, a sobreposi¢éo das zonas de
amostra e dos reagentes se torna limitada, o que causou minima varia¢do do sinal analitico
(ROCHA, 2013) a partir de 190 uL, sendo este volume selecionado para estudos posteriores.
Como esperado, o sinal do branco nédo apresentou varia¢des significativas, ndo ultrapassando
(0,010 + 0,001).

Para avaliar a influéncia do volume do reagente R1 sobre o sinal analitico, foram
injetados de 10 a 100 pL de reagente (Figura Al, apéndice). Foi observado maior sinal analitico
utilizando 40 pL, porém com metade desse volume, ndo houve perda significativa de
sensibilidade (ca. 1,0%). Assim, optou-se por utilizar 20 pL de molibdato. De forma analoga a
amostra, o volume de reagente € definido pelo comprimento da alga L2, ndo sendo possivel
utilizar algas menores devido a limitacao fisica do sistema. A diminuicdo do sinal a partir de 40
uL foi observada devido ao afastamento dos centros das zonas de amostra e do reagente R2, o
que diminuiu a quantidade de produto formado. A tendéncia ao aumento do sinal do branco
com o aumento do volume de R1 pode ser explicado pela formagdo do composto azul na
auséncia de fosforo, que € observado dependendo das concentracdes dos reagentes (CROUCH,;
MALMSTADT, 1967).

De forma anéloga ao estudo do volume do reagente R1, foi avaliada a influéncia do
volume de &cido ascorbico (R2) sobre o sinal analitico (Figura A2, apéndice). Foi selecionado
o volume de 10 pL, uma vez que ndo foi observado aumento significativo no sinal analitico em
relacdo ao emprego de volumes maiores. O aumento do branco ocorreu devido a maior
concentracdo de R2 na zona de amostra, favorecendo a formacgéo do composto azul na auséncia
de fosforo, assim como observado em trabalhos anteriores (ROCHA, 2013).

O efeito do tempo de residéncia sobre o sinal analitico (Figura A3, apéndice) foi
avaliado utilizando reatores de 50 a 200 cm (200 a 800 pL). Apesar da maior dispersdo causada
por reatores mais extensos, as condi¢cdes de mistura entre amostra e reagentes podem ser

melhoradas, especialmente quando a penetracdo de zonas € utilizada. Além disso, como uma
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reacdo lenta foi empregada, a taxa de converséo dos reagentes pode compensar a diminui¢ao
da concentracdo no centro da zona de amostra devido a dispersdo, aumentando o sinal analitico.
Assim, o comprimento do reator deve ser escolhido em funcdo do compromisso entre taxa de
conversdo do analito e dispersdo da zona de amostra (REIS; GINE; KRONKA, 1989). De
acordo com a Figura A3 (apéndice), foi observado aumento do sinal analitico com o tamanho
do reator até 175 cm (750 pL). Entretanto, com 150 cm ndo foram observadas diferencgas
significativas no sinal analitico (diminuicdo de ca. 1,4 %). Reatores maiores proporcionaram
variacdo maxima do sinal de 32%, porém com frequéncia de amostragem 1,2 vezes
menor. Levando em consideracdo o compromisso entre sensibilidade e frequéncia de
amostragem, foi selecionado o reator de 150 cm para estudos posteriores.

O tempo de residéncia também foi avaliado através da variacdo da vazdo do
transportador, atraves da variacdo dos diametros dos tubos de propulséo do carregador (Figura
A4, apéndice). Constatou-se 0 aumento do sinal analitico para menores vazdes devido ao maior
tempo de residéncia da zona de amostra, que fornece maior tempo para que as reagdes ocorram.
Entretanto, a frequéncia de amostragem foi drasticamente afetada, sendo observada diminui¢édo
em ca. 3 vezes utilizando vazéo de 0,3 mL min em relacio a condicio inicial (1,0 mL min™).
A diminuicio do sinal analitico com o uso de 2,0 mL min acarretou na perda de sinal de ca.
11 % e aumento da frequéncia de amostragem em 2 vezes em relacdo a condic¢do inicial. Sendo
assim, a vazéo de 2,0 mL min™* foi selecionada para estudos posteriores.

A disperséo do sistema proposto também foi investigada. Na configuracéo utilizada, a
zona de amostra é transportada em direcdo ao detector através da bomba peristaltica e a
sobreposicdo da amostra e reagentes se da por dispersdo. Com isso, a extensdo com que a reagdo
acontece depende, além do tempo de residéncia no sistema, do grau de sobreposi¢do das zonas
de reagentes e amostra (MASINI, 2008). Fixando-se os parametros fisicos do sistema, o grau
de sobreposicdo de duas zonas adjacentes foi avaliado injetando-se corante ao invés dos
reagentes e amostra e registrando-se 0s sinais correspondentes aos gradientes de concentracao.
A sobreposi¢do dos sinais mostra como as zonas estdo sobrepostas no instante em que a
deteccdo ocorre (Figura A5, apéndice). O coeficiente de dispersdo (D) foi calculado através da
razao entre o0s sinais no volume infinito e apos a dispersdo. Para a amostra, foi estimado o valor
de D igual a 7,6. Os coeficientes de dispersdo das zonas dos reagentes apresentaram valores
estimados em 36 e 54 pra R1 e R2, respectivamente.

Apos a otimizacdo dos parametros fisicos, foram avaliadas as concentracdes dos
reagentes. Uma vez que a formacdo de acido fosfomolibdico (e posterior reducdo a azul de

molibdénio) ocorre em meio &cido, a concentracdo de H.SO4 em R1 foi variada, fixando a
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concentragdo de NazMoO4.2H,O em 52 mmol L (Figura 6, apéndice). Uma variedade de
razOes das concentracGes molares entre ions hidrénio e atomos de molibdénio (razdo H* / Mo)
sdo reportadas em literatura, sendo 10 a razdo geralmente encontrada para formacéo do produto
colorido (WORSFOLD et al., 2005). A melhor resposta foi obtida com H,SO4 0,125 mol L%, o
que corresponde a razdo molar H*/Mo igual a 4,8. Esta razdo deve se manter aproximadamente
constante por todo o percurso analitico porque 0 mesmo coeficiente de dispersdo é aplicado
para a zona do reagente R1 com minimas variacdes devido as diferencas na difusdo das
moléculas. E importante ressaltar que a pureza do molibdato afeta a taxa de formac&o do azul
de molibdénio devido a possivel polimerizacdo do reagente. Para concentracbes menores do
acido (razées H*/Mo menores), o sinal analitico sofre um drastico decréscimo, indicando que o
pH nédo foi adequado para a formacéao do acido fosfomolibdico.

A influéncia da concentragdo do Na2Mo00O4.2H2O sobre o sinal analitico foi avaliada
(Figura A7, apéndice), sendo observado aumento no sinal analitico com a concentragéo até 79
mmol L. Neste ponto, foi estimado um excesso de reagente de ca. 200 vezes em relacio ao
ortofosfato, levando em consideracdo os coeficientes de dispersao calculados através dos dados
obtidos na Figura A5. Esse excesso é necessario devido a velocidade da reacéo, que geralmente
é promovida com o aumento da concentracdo dos reagentes. Grandes excessos tambeém foram
observados anteriormente quando o método do azul de molibdénio foi aplicado (ROCHA,
2013). Para concentra¢fes maiores de molibdato, foi observada a diminuicdo do sinal analitico
devido a diminuicéo da razdo H*/Mo, como foi observado nos estudos anteriores e previamente
na literatura (ROCHA, 2013).

Com a variagcdo da concentracdo de &cido ascorbico, foi observado que o sinal
aumentou com a concentracéo até 60 mmol L (Figura A8, apéndice). Esta foi a concentracéo
selecionada porque valores maiores nao proporcionaram aumento no sinal analitico. Nesta
condicdo, o acido ascorbico estava ca. 100 vezes em excesso em relacdo ao fosforo. O aumento
do branco ocorreu devido ao produto azul formado na auséncia de ortofosfato, assim como foi
observado nos estudos de variacdo de volume de R2 e naqueles realizados previamente na
literatura (ROCHA, 2013).

A Tabela 1 apresenta os parametros avaliados bem como os valores selecionados na

otimizacdo do procedimento proposto.
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Tabela 1 — Parametros avaliados e valores selecionados do sistema de anélises por injecdo em fluxo
para determinacao de fosforo em materiais vegetais.

Parametro Faixa avaliada selgf:?ézra do
Volume de amostra (uL) 19 -290 190
Volume de R1 (pL) 10 - 100 20
Volume de R2 (uL) 10- 100 10
Tamanho do reator (cm) 50 - 200 150
Concentragdo de Na;M00O4.2H,0 (mmol L) 26— 130 79
Concentragéo de H,SO4 (mmol L?) 62 — 320 125
Concentracéo de acido ascorbico (mmol L™1) 30 - 150 60
Vazao de solucio transportadora (mL min™?) 0,30-2,0 2,0

Apos a otimizacdo dos principais parametros fisicos e quimicos do sistema, foram
obtidas as caracteristicas analiticas previamente a otimizacdo da extracdo solido-liquido de P

em materiais vegetais em linha.

4.2 Caracteristicas analiticas

Nas condicdes otimizadas, foi observada resposta linear entre 1,5 e 30 mg L, descrita
pela equacdo A = 0,0183 Cp + 0,0664, r = 0,990, onde A é a absorbancia e Cp é a concentracdo
de fosforo em mg L2, A média de 20 medidas utilizando solucdo 20 mg L™ de P foi de (0,558
+ 0,017), resultando em um coeficiente de variacdo de 3,0%. O limite de deteccdo, estimado a
partir do desvio de 20 medidas do branco, com 99,7% de confianca, foi de 0,24 mg L. Por
determinacdo, foram gerados 3,0 mL de residuos e consumidos 370 pg de NazM00O4.2H,0 e
123 pg de acido ascorbico. A frequéncia de amostragem foi estimada em 35 determinagGes por

hora.

4.3 Otimizacao da extracdo sélido-liquido de P em materiais vegetais

Para a otimizacdo da extracdo em linha, foi utilizada dgua desionizada como solugédo
extratora, assim como previamente empregado (MARUCHI; ROCHA, 2006). Nesses estudos,
a amostra foi pesada (40 mg) e imobilizada em uma coluna de 3,0 cm de comprimento e 4 mm
de didmetro. A otimizacdo dos parametros foi baseada na determinacéo dos teores de P obtidos

com as condi¢Oes otimizadas na sec¢do 4.1. As extracOes foram realizadas de forma dindmica e
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posteriormente os extratos foram coletados em tubos de 15 mL e submetidos a dilui¢do
adequada previamente as determinacdes.

Para avaliar o efeito da vazéo sobre a extracdo (Figura A9, apéndice), variou-se a rotacao
da bomba peristaltica responsavel pela propulséo do extrator no reator. A massa de amostra foi
fixada em 40 mg. Foram avaliadas vazdes entre 1,8 e 3,5 mL min™. Vazdes maiores ndo foram
avaliadas porque foi observado vazamento na coluna de fase sélida. Foi selecionada a vazéo de
2,2 mL min* cujo teor de P ndo apresentou diferencas significativas com relagdo ao obtido com
1,8 mL min. Apesar do maior teor obtido com 3,5 mL min, a extragdo apresentou constantes
vazamentos devido a impedancia hidrodindmica do sistema.

Para avaliar a influéncia do volume do extrator sobre o teor de P obtido (Figura Al0,
apéndice), foram utilizados volumes entre 1,8 e 2,5 mL de extrator. O volume foi variado com
a alteracdo do tamanho dos reatores B2 e B3 (Figura 1b). Foi observada maior eficiéncia com
0 aumento do volume de solugéo extratora. Optou-se por manter os 2,3 mL de extrator, uma
vez que tempos menores afetaram a eficiéncia da extracdo e volumes maiores ndo acarretaram
no aumento significativo do teor de P. Isto ocorreu porque com 60 s, volumes maiores que 2,3
mL precisariam de mais tempo para que todo o extrator tivesse o contato com a amostra, ndo
sendo possivel afirmar se ocorreu extragdo quantitativa.

O tempo de extracdo foi variado entre 60 e 180 s (Figura A11, apéndice). O aumento da
eficiéncia com o tempo atingiu um incremento maximo de 8,0 %. Como o procedimento foi
desenvolvido em um sistema em fluxo, ndo foi necessaria a extracdo quantitativa, embora 0s
resultados indiqguem que uma condicdo muito proxima foi atingida. Tempos menores ndo foram
avaliados porque ndo ocorreria a recirculagdo completa do extrator no sistema.

O efeito da massa da amostra foi avaliado (Figura Al2, apéndice). Para a variagédo da
massa, 0 volume da coluna foi alterado proporcionalmente, evitando possivel diluicdo do
extrato no volume morto da coluna de fase sélida e minimizar as alteracGes das condicdes
fisicas do sistema. A eficiéncia de extracdo foi inversamente proporcional a massa da amostra.
Isto ocorreu porque com maior massa para um mesmo tempo de extracdo, a quantidade de P
transferida para a agua diminuiu. Foi selecionado 20 mg de amostra devido a maior eficiéncia.
Massas menores ndo foram empregadas para evitar maiores coeficientes de variacdo

relacionados a pesagem da amostra.
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4.4  Andlise dos extratos de materiais vegetais

A exatidao do procedimento desenvolvido foi avaliada. Os extratos obtidos com a
extracdo e determinagdo em linha e em batelada (MARUCHI; ROCHA, 2006) foram
comparados. O procedimento de referéncia modificado para a determinacgdo de ortofosfato foi

descrito na se¢do 3.4. Os resultados obtidos nas analises estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Teores médios e incertezas (n = 3) obtidos na extracao de fosforo soltvel em amostra

vegetais pelos procedimentos proposto e de referéncia.

Amostra Teor de P (mg g1) _
Proposto Referéncia
Crotalarea 1 1,28 + 0,02 1,73+0,01
Crotalarea 2 1,17 + 0,02 1,79+ 0,02
Café 0,17 £0,01 0,27 £0,01

Os resultados obtidos pelos procedimentos de referéncia e proposto ndo apresentaram
diferencas significativas com nivel de confianca de 95 %. As analises de Crotalarea juncea
apresentaram valores mais proximos na comparacao entre os procedimentos. Por outro lado, a
amostra de folha de café apresentou desvio negativo de 0,10 mg g, indicando que a extracéo
pode ser incompleta dependendo do material vegetal. Nesse caso, um fator de correcdo deve
ser determinado para comparar 0os métodos. As analises das amostras de folhas de cana nédo
apresentaram resultados satisfatorios (diferenca de 1,02 mg g), comprovando que estudos
adicionais precisam ser realizados para aplicacdo a outras amostras. A presenca de espécies
concomitantes (e.g. Ca, Fe) serd avaliada visando elucidar as diferencas observadas na extracao
de P de diferentes materiais vegetais.

Em um procedimento que explorou a extracdo de fosfato de amostras vegetais em
batelada, foi empregada a reacdo de formacdo de azul de molibdénio para a determinacédo de
ortofosfato em um sistema de analises em fluxo com multicomutacdo e fluxo
monossegmentado?. Este procedimento apresentou limite de detecgdo ca. 10 vezes menor em
relacdo ao procedimento proposto. Isto se deve ao longo tempo de residéncia da amostra e
minima dispersdo devido ao uso de monossegmentos no sistema em fluxo. Por outro lado, o
sistema apresenta alta suscetibilidade a segmentacdo de bolhas, 0 que afeta drasticamente a
precisdo. Além disso, o consumo de reagentes foi ca. 15 e 40 vezes maior para molibdato e
acido ascorbico, respectivamente, e o0 tempo para extracdo foi 10 vezes maior.
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O método mais empregado na area agrondmica para extragdo do P em materiais vegetais
se baseia na utilizacdo de 30 mL de HCIO4 0,2 mol L e agitacdo por 10 minutos (HOGUE;
WILCOX; CANTLIFFE, 1970). No procedimento proposto, o tempo para extracdo foi
diminuido e o acido foi substituido por agua, minimizando a geracdo de residuos. Além disso,
apos a extracdo com HCIO4 seria necessaria a adicdo de carvao ativado para remover matéria
organica.

Um procedimento em fluxo com microbombas solenoide foi proposto para o
fracionamento de fésforo soltvel em extratos de alimentos, empregando foto-oxidag¢do em linha
do fosforo organico a ortofosfato, que foi quantificado pelo método do azul de molibdénio
(ROCHA, 2013). Foi obtido limite de detecgédo similar ao do procedimento proposto (0,5 mg
L), porém com consumo ca. 7 vezes maior dos reagentes colorimétricos. Além disso, a

extracao do P foi realizada em batelada, apresentando maior tempo das analises.

5 CONCLUSOES

O desenvolvimento de um procedimento analitico em um sistema de analises em fluxo
para a extragdo solido-liquido em linha de fosforo inorganico em materiais vegetais e
quantificacdo empregando o método do azul de molibdénio foi desenvolvido com baixo
consumo de reagentes e diminuicio na geragdo de residuos. Agua foi utilizada como extrator
do fosforo inorganico em substituicdo aos acidos empregados em métodos convencionais. Isto
também diminui o custo das analises. Em comparacdo ao procedimento de referéncia, houve
reducdo no consumo de amostra e extrator, no tempo de extracdo e na geracao de residuos.

O tempo de extragdo exige ca. 60 s para a Crotalaria juncea. Entretanto, esse tempo de
extracdo ndo foi satisfatorio para outros materiais vegetais (e.g. folhas de cana e figo),
requerendo estudos adicionais para que o procedimento seja aplicado a uma variedade de
amostras. O procedimento desenvolvido € uma alternativa para a extracdo e quantificacdo de
ortofosfato em materiais vegetais, visando aos estudos agronémicos envolvendo Crotalarea

juncea.
6 ETAPAS FUTURAS
Em etapas futuras, a extracdo de P de diferentes tipos de materiais vegetais e a presenca

de espécies concomitantes serdo avaliadas, visando aumentar a exatiddo do procedimento para

diferentes amostras. A extracdo sélido-liquido sera avaliada através do acoplamento de
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microbombas solenoide, que podem melhorar a extracdo devido ao fluxo pulsado gerado por
esses dispositivos. Além disso, leito fluidizado também podera ser explorado visando aumentar
a eficiéncia da extracéo de P.

O uso de persulfato de potassio como extrator sera avaliado visando ao fracionamento
de fosforo soltvel em linha. Com o acoplamento de uma fonte de radiacdo ultravioleta (e.g.
lampada germicida), o fosforo sollvel total podera ser quantificado, possibilitando o
fracionamento de P. Em caso de conversdes incompletas, uma coluna de fase sélida com carvéo
ativado podera ser empregada para implementar uma etapa de limpeza da amostra (remocao de
materia organica isenta de fosforo).

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALMEIDA, M. I. G. S.; SEGUNDO, M. A,; LIMA, J. L. F. C.; RANGEL, A. O. S. S.
Potentiometric multi-syringe flow injection system for determination of exchangeable
potassium in soils with in-line extraction. Microchemical Journal, v. 83, p. 75-80, 2006.
CROUCH, S. R.; MALMSTADT, H. V. A mechanistic investigation of molybdenum blue
method for determination of phosphate. Analytical Chemistry, v. 39, p. 1084-1089, 1967.
FACCHIN, I.; PASQUINI, C. Extracéo liquido-liquido em sistemas de fluxo. Quim. Nova, n.
21, p. 60-68, 1998.

GRUSAK, M. A. Enhancing mineral content in plant food products. Journal of the American
College of Nutrition, v. 21, n.3, p. 178S-182S, 2002.

HOGUE, E.; et al. Effect of soil phosphorus levels on phosphate fraction in tomato leaves.
Journal of the American Society for Horticultural Science, v. 95, p. 174-176, 1970.
JARDIM, I. C. S. F.; Extracao em fase sélida: Fundamentos tedricos e novas estratégias para
preparacao de fases sélidas. Scientia Chromatographica, v. 2, n. 1, p. 13-25, 2010.
KAMAYA, M.; FURUKI, T.; NAGAGSHIMA, K. Flow injection analysis of phytic acid by a
modified molybdenum blue method. Photochemical Analysis, v. 9, p. 119-123, 1998.
KARLBERG, B.; PACEY, G. E. Flow injection analysis: a practical guide. Elsevier Science
Publisher B. V., 1989.

KOSHIISHI, I; IMANARI, T. Study of the coloured substances in molybdenum blue using high-
perfomance liquid chromatographic. Journal of Chromatographic, v. 358, p. 195-200, 1986.
KRUG, F. J., editor. Métodos de preparo de amostras: fundamentos sobre preparo de amostras

organicas e inorganicas para analise elementar. 1 ed. Piracicaba, 2008.



26

MARUCHI, A. K.; ROCHA, F. R. P. An improved procedure for phosphorous fracionation in
plant materials exploiting sample preparation and monosegmented flow analysis.
Microchemical Journal, v. 82, p. 207-213, 2006.

MASINI, Jorge Cesar. Demonstrando os fundamentos, potencialidades e limitacdes da anélise
por injecdo sequencial. Quim. Nova, v. 31, n. 3, p. 704-708, 2008.

RAVIDRAN, V.; RAVIDRAN, G.; SIVALOGAN, S. Total and phytate phosphorus contents
of various foods and feedstuffs of plant origin. Food Chemistry, v. 50, p. 133-136, 1994.
REIS, B. F.; GINE, A. F.; KRONKA, E. A. M. A analise por injec&o em fluxo continuo. Quim.
Nova, v. 12, n. 1, p. 82-91, 1989.

ROCHA, D. L. da. Desenvolvimento de procedimentos analiticos em fluxo com multicomutacéo
e foto-oxidacdo em linha para a determinacdo espectrofotométrica de espécies de interesse
ambiental, alimenticio e clinico. 167p. 2013. Tese (Doutorado em Quimica) - Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2013.

ROCHA, D. L.; BATISTA, A. D.; ROCHA, F. R. P.; DONATI, J. A. N. Greening sample
preparation in inorganic analysis. Trends in Analytical Chemistry, v. 45, p. 79-92, 2013.
ROCHA, F. R. P.; MARTELLLI, P. B.; REIS, B. F.; Experimentos didaticos utilizando sistema
de anélise por injecdo em fluxo. Quim. Nova, v. 23, p. 119-125, 2000.

SCHACHTMAN, D. P.; REID, R. J.; AYLING, S. M. Phosphorus uptake by plants: from soil
to cell. Plant Physiology, v. 116, p. 447-453, 1998.

spectrophotometric and atomic absorption determination of iron, copper and zinc in
multivitamintablets. Microchemical Journal, v. 65, p. 87-95, 2000.

SWEILEH, J. A. On-line flow injection solid sample introduction digestion and analysis:
SWEILEH, J. A. On-line flow injection solid sample introduction, leaching and potentiometric
determination of fluoride in phosphate rock. Analytica Chimica Acta, v. 581, p. 168-173,
2007.

TIMOFEEVA, 1. I; BULATOV, A. V.; MOSKVIN, A. L.; KOLEV, S. D. A gas-diffusion flow
injection method coupled with online solid-liquid extraction for the determination of ammonium
in solid samples. Talanta, v. 142, p. 140-144, 2015.

WORSFOLD, P. J; GIMBERT, L. J.; MANKASINGH, U.; OMAKA, O. N.; HANRAHAN,
G.; GARDOLINSKI, P. C. F. C.; HAYGARTH, P. M.; TURNER, B. L.; KEITH-ROACH, M.;
MCKELVIE, I. D. Sampling, sample treatment and quality assurance issues for the
determination of phosphorus species in natural waters and soils. Talanta, v. 66, p. 273-293,
2005.



27

ZAGATTO, E. A. G.; OLIVEIRA, C. C.; COLLINS, C. H. Classificacéo e definicdo dos
métodos de analises em fluxo (Recomendacdes - IUPAC 1994). Quim. Nova, v. 22, n. 1, p.
143-146, 1999 .



28

APENDICE

Figuras relativas a otimizagdo do procedimento para a determinacdo (Al-A8) e extracao

em linha de fosforo em materiais vegetais (A9-A12).
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Figura Al — Efeito do volume de R1 sobre o sinal do P (-m-) e do branco (-o-), n = 3. Solucédo de
Na;M00;.2H,0 52 mmol L* em 0,25 mol L* de H,SOs, 4cido ascérbico 60 mmol L (40 pL), 0,64
mmol L P (0,02 g L* P, 190 pL), reator de 100 cm. Transportador H>O (1,0 mL min™).

0,8
.—l——-""""F —
0,6
@
S 04f
o]
[ -
o
a8
< 02}
00 o=@ —o— ®
0 20 40 60 80 100

Volume de R2 (pL)

Figura A2 — Efeito do volume de R2 sobre o sinal do P (-m-) e do branco (-o-), n = 3. Solu¢édo de
Na;M00,.2H,0 52 mmol L* em 0,25 mol L* de H,SO4 (20 pL), &cido ascorbico 60 mmol L*, 0,64
mmol Lt P (0,02 g L P, 190 uL), reator de 100 cm. Transportador H2O (1,0 mL min).
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Figura A3 — Efeito do comprimento do reator sobre o sinal do P (-m-) e do branco (-o-), n = 3. Solugéo
de Na;M00,.2H,0 52 mmol L* em 0,25 mol L* de H,SO4 (40 pL), acido ascorbico 60 mmol L (10
pL), 0,64 mmol L1 P (0,02 g L P, 190 pL). Transportador H2O (1,0 mL mint).
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Figura A4 — Efeito da vazdo do transportador sobre o sinal do P (-m-) e do branco (-o-), n = 3. Solugéo
de NazM00O4.2H,0 52 mmol L em 0,25 mol L* de H,SO4 (40 uL), &cido ascérbico 60 mmol L (10
pL), 0,64 mmol L P (0,02 g L P, 190 pL), reator de 150 cm. Transportador H,O (1,0 mL min‘t).
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Figura A5 — Sinais transientes referentes a sobreposicdo das zonas de amostra (-), R1 (-) e R2 (-),
obtidos com solucdo de KMnO4 0,20 mmol L. Sinal no volume infinito igual a 0,544.
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Figura A6 — Efeito da concentracéo de H.SO, sobre o sinal do P (-m-) e do branco (-o-), n = 3. Solugéo
de Na;M00,.2H,0 52 mmol L em H,SO4 (40 uL), &cido ascérbico 60 mmol L (10 pL), 0,64 mmol
Lt P (0,02gL*P, 190 pL), reator de 150 cm. Transportador H,O (2,0 mL min™).
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Figura A7 — Efeito da concentra¢do de NazMo0O..2H,0 sobre o sinal de P (-m-) e do branco (-o-), n =
3. Solugdo de Na;M004.2H,0 em H,S0, 0,125 mol L* (40 uL), acido ascorbico 60 mmol L (10 pL),
0,64 mmol L P (0,02 g L P, 190 pL), reator de 150 cm. Transportador H,O (2,0 mL min?).
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Figura A8 — Efeito da concentracdo de acido ascérbico sobre o sinal de P (-m-) e do branco (-o-), n =
3. Solugéo de Na;M004.2H,0 79 mmol L em H,SO,0,125 mol L* (40 uL), acido ascorbico (10 pL),
0,64 mmol L* P (0,02 g L P, 190 pL), reator de 150 cm. Transportador H,O (2,0 mL min?).
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Figura A9 — Efeito da vazao do extrator sobre o teor de P. As determinag6es de P foram realizadas com
procedimento analitico em fluxo otimizado (condi¢Ges descritas na Figura A8). Massa da amostra de
40 mg imobilizada em coluna de 3,0 cm de comprimento e 4 mm d.i. Reator de 100 cm (500uL) e tempo
de extracdo de 60 s, n = 3.
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Figura A10 — Efeito do volume do extrator sobre o teor de P. As determinagOes de P foram realizadas
com procedimento analitico em fluxo otimizado (condi¢des descritas na Figura A8). Massa da amostra
de 40 mg imobilizada em coluna de 3,0 cm de comprimento e 4 mm d.i. Vazdo de 2,3 mL min-! e tempo
de extragdo de 60 s, n = 3.



33

=
(@)
T

o
o
T

Teor de P (mg g'l)

0,6 L 1 L 1 L 1 L 1 L L
0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5

Tempo de extracéo (min)
Figura A1l — Efeito do tempo de extracdo sobre o teor de P. As determinacdes de P foram realizadas

com procedimento analitico em fluxo otimizado (condi¢des descritas na Figura A8). Massa da amostra
de 40 mg imobilizada em coluna de 3,0 cm de comprimento e 4 mm d.i. Volume do extrator de 2,3 mL

e vazéo de 2,3 mL min?t, n=3.
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Figura Al12 — Efeito da massa da amostra sobre o teor de P. As determinagdes de P foram realizadas
com procedimento analitico em fluxo otimizado (condicdes descritas na Figura A8). Volume do extrator
de 2,3 mL, vazdo de 2,3 mL min? e tempo de extracdo de 60 s, n = 3.
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