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RESUMO

A determinacdo de fésforo em materiais vegetais e alimentos é importante para
avaliar sua disponibilidade. Essa quantificacdo também € importante em 6leos vegetais e
combustiveis, visto que compostos fosforados podem alterar propriedades organolépticas
de Oleos comestiveis e afetar o funcionamento de catalisadores automotivos em motores
movidos a biodiesel. Na maioria desses casos, o preparo de amostras envolvendo
extracdes e decomposicoes é necessario. Essas etapas sao criticas porque demandam
mais tempo e sdo uma grande fonte de erros sistematicos. O preparo de amostras em linha
e em microescala podem melhorar a frequéncia analitica, minimizar o consumo de
reagentes e minimizar os erros sistematicos. Neste trabalho, foram avaliados sistemas em
fluxo para determinacéo espectrofotométrica de fésforo em materiais vegetais e derivados
utilizando o método do azul de molibdénio. Para a quantificacdo de fésforo inorganico
soluvel em plantas, a extracdo solido-liquido em linha foi desenvolvida, sendo o tempo de
extracdo e volume de extrator 6timos fixados em 60 s e 2,5 mL. Para a determinacéo, foi
adaptado um procedimento em fluxo proposto anteriormente com penetracédo de zonas. O
curto tempo para o preparo foi possivel devido a extracao incompleta do analito, estimada
em 65%. Para determinacéo de fésforo total em biodiesel e 6leos vegetais, foi desenvolvido
um procedimento sensivel em fluxo empregando microbombas solenoide e cela de longo
caminho 6ptico. Apds otimizacgédo, foi observada resposta linear entre 10 e 100 ug L* P. O
limite de deteccéo e a frequéncia de determinacéo foram estimados em 1,2 ug L* e 83 h,
respectivamente. O preparo de amostra foi baseado na microdigestdo empregando 20 mg
de 6leo ou biodiesel, 300 pL de HNOs e 150 pL de H202. O processo levou 5 min e foi
efetuado em forno de micro-ondas doméstico. A supressao do sinal devido a acidez foi
minimizada pela alcalinizacdo do meio com acetato de sodio. Estudos relativos a
microdecomposicdo precisam ser conduzidos previamente a validacdo. Os procedimentos
desenvolvidos foram promissores para a determinacao de fosforo em materiais vegetais e

derivados empregando estratégias inovadoras para o preparo de amostras.

Palavras-Chave: Analise em fluxo, fésforo inorganico, quimica verde, microdigestéo, azul

de molibdénio, extracdo solido-liquido em linha, microbombas solenoide.
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1. INTRODUCAO

1.1 F6ésforo em materiais vegetais

O fésforo participa de diversos processos vitais em vegetais, como a fotossintese e
as conversdes energéticas, além de compor algumas moléculas importantes como a
adenosina trifosfato, os nucleotideos, e os fosfolipidios (SCHACHTMAN, 1998). As
espécies de fésforo podem ser classificadas de acordo com a afinidade com o0 meio aquoso
(soltuveis ou insoluveis). O fosforo insolavel pode ser exemplificado pelos fosfolipidios. A
fracao sollvel compreende o ortofosfato (fragcao inorganica, Pi) e os fitatos (fracdo organica,
Po). A Ultima é composta por mais de 90% de hexakisinositol fosfato (acido fitico, AF).

O fésforo € absorvido pelas plantas na forma inorganica ndo condensada através
das raizes. O AF (também em maior quantidade no solo) é enzimaticamente convertido a
ortofosfato pela fitase sob condi¢des especificas de temperatura (50 a 60°) e pH (4,5 e 5,5)
(ROCHA, 2013). Tal enzima esté presente nas raizes das plantas, portanto, aumentando a
acessibilidade de fésforo para os vegetais. Apdés metabolizado, o fésforo pode ser
armazenado nas plantas na forma de acido fitico ou de Cas(POa4): (Bieleski, 1973).

A lixiviacdo pela agua da chuva e de irrigagéo e a dificuldade de adsorcéo ao solo
faz do P um dos nutrientes mais dificeis de se manter no solo, sendo necessaria adicdo
dessa espécie ao cultivo. Os fertilizantes inorganicos sdo compostos por sais de fosfato e
o carregamento do excesso de fosforo pode aumentar a concentracdo do nutriente em
corpos aquaticos, implicando em desequilibrios ambientais, como a eutrofizacéo.

Uma alternativa para melhorar as condi¢cdes do solo para o cultivo é a adubacao
verde (EMBRAPA, 2016). Essa estratégia consiste em utilizar a folhagem de um cultivo
anterior ou de uma espécie para fornecer nutrientes ao solo e aumentar a carga de matéria
organica. Uma das espécies utilizadas para esse fim € a planta conhecida como xique-
xique (Crotalarea juncea), que apresenta rapido crescimento e altos teores de nutrientes,
incluindo o fosforo (MARSOLA, 2008). Dependendo do tipo de adubo verde, a
acessibilidade de nutrientes é alterada, exigindo estudos agronémicos para avaliar a
eficiéncia do material utilizado.

O meétodo mais empregado para determinacdo de Pi em material vegetal foi
desenvolvido ha mais de 40 anos (HOGUE, 1970). O analito é extraido em solucdo de

HCIO4 e posteriormente determinado pelo método do azul de molibdénio. A frequéncia
5
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analitica é relativamente baixa porque é necessario no minimo 30 min para que a reacao
atinja o equilibrio quimico. Além disso, as etapas realizadas em sistemas abertos séo
altamente suscetiveis a perdas e contaminacdes. Essas desvantagens podem ser

superadas com a mecanizacao do procedimento utilizando sistemas de analises em fluxo.
1.2 Sistemas de andlises em fluxo e extragcdes em linha

Os sistemas de analises em fluxo sdo extensamente utilizados para o
desenvolvimento de procedimentos analiticos devido as vantagens da mecanizacdo. Esses
sistemas processam solugdes com minima intervencdo do analista e minimizam
contaminacfes da amostra e perdas do analito (TROJANOWICZ e KOLACINSKA, 2016).
Os procedimentos exigem o emprego de pequenas quantidades de solu¢des, minimizando
0 consumo de reagentes e amostras e a geracao de residuos (ROCHA et al, 2015). Nesses
sistemas, a amostra em solucao é introduzida em um fluido carregador que a transporta ao
sistema de deteccdo. Durante o transporte, a amostra pode receber reagentes, sofrer
reacdes quimicas e passar por diferentes etapas como separacdo, pré-concentracao e
decomposicéo.

Os sistemas de analises em fluxo com multicomutacdo apresentam vantagens em
relacdo a adicdo continua de reagentes. O emprego de dispositivos discretos controlados
eletronicamente (valvulas e microbombas solenoide) atuam no gerenciamento
independente de cada solucédo, o que proporciona maior versatilidade. Em sistemas com
microbombas, a propulsdo e a inser¢céo de soluc¢des séo realizadas por ciclos de ativagao
e desligamento dos dispositivos, dispensando outros dispositivos como as bombas
peristalticas (ROCHA et al, 2002; LIMA et al, 2004). O consumo de reagentes e a geracao
de residuos também é minimizada porque cada dispositivo dispensa volumes da ordem de
microlitros apenas quando ativados.

A versatilidade dos sistemas FIA permite que etapas demoradas de preparo de
amostras sejam executadas de forma mais rapida. As aplicacdes envolvem desde simples
diluicbes (ROCHA e ROCHA, 2010) até decomposi¢des quantitativas em linha (ROCHA e
ROCHA, 2013a). Normalmente, o tempo de decomposicdo € diminuido principalmente
devido aos pequenos volumes de amostra. Extracdes realizadas em linha normalmente
possuem o objetivo de separar e pré-concentrar o analito, seja utilizando um sorbente ou a

amostra solida (MARQUES et al., 2019). Procedimentos de extracdo solido-liquido em

6
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sistemas abertos sdo suscetiveis a perdas de analito e contaminacfes. Geralmente, o
HCIO4 € utilizado para extracao do Pj, seguido da remocao da matéria organica com carvao
ativado (HOGUE et al., 1970). Entretanto, a acidez influencia no desenvolvimento do
meétodo de azul de molibdénio, podendo acarretar erros sistematicos (NAGUL, 2015). Além
disso, s@o gerados residuos contendo A&cido mineral. Alternativamente, o &cido
tricloroacético foi proposto para esta extracéo, no entanto, erros sistematicos também foram
observados (NOACK et al., 2014). A extracdo em meio aquoso também tem sido proposta,
porém para 0s vegetais com maior armazenamento de P na forma de Cas(POa4)2, a extracao
pode ser incompleta. Isso pode ser um a razdo pela qual a extracdo em meio aquoso de P
de diferentes vegetais resultou em tempos diferentes de preparo de amostra (MARUCH et
al., 2006; ROCHA et al., 2003), sendo necessario menor tempo para extracdo em meio
acido.

Apesar dos estudos envolvendo a extracdo de Pi com diferentes estratégias,
procedimentos com extracao soélido-liquido em linha de Pi em materiais vegetais ainda néo
foram propostos. Essa estratégia beneficiaria procedimentos analiticos visando aos

estudos agronémicos devido as vantagens da execucao do preparo de amostras em linha.

1.3 Sistemas de anélises em fluxo para determinacdo de fosforo em materiais
vegetais e derivados

A determinagdo de P em materiais vegetais é geralmente realizada por
potenciometria, volumetria, gravimetria e, especialmente, espectrofotometria. Os
procedimentos oficiais recomendados pela Association of Official Analytical Chemists,
AOAC (HORWITZ, 2000), para a determinacdo de fosforo em materiais vegetais e
derivados visam a quantificacdo de fosforo total (Pt). Em sua maioria, os métodos séo
baseados na calcinagdo da amostra, seguida da dissolucao e filtracdo das cinzas. Estes
procedimentos requerem, no minimo, 4 h de calcinagéo a temperaturas de até 500°C, o
gue consome muito tempo e energia. Além disto, o pré-tratamento é realizado em sistema
aberto.

Sistemas em fluxo tém sido propostos para determinacao de P em plantas, inclusive
permitindo a diferenciagdo entre P e Po, com modulos de analise com adi¢ao continua de
reagentes (VIEIRA e NOGUEIRA, 2004) ou multicomutacdo (ROCHA e ROCHA, 2013b).

Um sistema em fluxo monossegmentado também foi utilizado para a determinacéo de P

7
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(MARUCHI, 2006) com vantagens em relacdo ao procedimento em batelada. Nesse caso,
a contencdo da zona de amostra entre bolhas de ar minimizou consideravelmente a
disperséo, permitindo o aumento do tempo de residéncia e, consequentemente, o tempo
para o desenvolvimento da reacdo do azul de molibdénio. Dessa forma, os limites de
guantificacdo podem ser variados com a extensao do reator, limitado as condi¢des quimicas
do meio. Com as condi¢Oes otimizadas, foi observada resposta linear entre 0,5 e 25 mg L
1 de Pi. Por outro lado, a frequéncia analitica diminuiu com o maior tempo de residéncia.
Em todos os casos, foram garantidas adequadas preciséo e frequéncia analitica com baixo

consumo de reagentes e geracao de residuos.

1.4 Fésforo em derivados de materiais vegetais e procedimentos para

determinacéo.

O biodiesel é um combustivel biodegradavel produzido a partir da transesterificacédo
de Oleos vegetais ou animais. A queima deste tipo de combustivel emite menos poluentes,
0 gque torna o seu uso ambientalmente mais amigavel que o do 6leo diesel (RAMADHAS et
al, 2004). Entretanto, um dos problemas encontrados na producdo e comercializacdo do
biodiesel esta na sua instabilidade a depender das condicbes de armazenamento, como
temperatura, luminosidade e oxidagédo catalisada por alguns metais (KNOTHE, DUNN,
2003; PALIGOVA et al, 2008; KNOTHE, 2007).

A presenca de certos elementos no biodiesel esta atrelada a obtencdo dos 6leos
vegetais empregados como mateéria-prima. Tais 6leos sé@o obtidos a partir de grédos, como
os de soja, que apresentam diferentes teores de elementos quimicos a depender da regido
onde foram cultivados, como o solo foi tratado e como o processamento e armazenamento
foram realizados. Adicionalmente, pesticidas e fertilizantes também podem estar presentes
(ANSARI et al, 2009). Além da producéo de biodiesel, os 6leos vegetais sdo extensamente
comercializados pela industria alimenticia. Nesse caso, o controle de qualidade é
necessario para garantir que as propriedades dos 6leos comestiveis ndo sejam alteradas.

O fésforo é um dos elementos naturalmente presentes em 6leos comestiveis e no
biodiesel que exige monitoramento. No biodiesel, esse elemento advém dos fosfolipideos
da matéria-prima e a sua queima com excesso de P causa mau funcionamento em
catalisadores automotivos (MENDOW et al., 2008). De acordo com a Agéncia Nacional do

Petr6leo (ANP), o teor maximo permitido de Pt em biodiesel (ANP, 2012) é de 10 mg kg™.
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Em 6leos vegetais refinados (HAMM et al, 2013), o Pt pode atingir de 2,0 a 5,0 mg kg,
ndo podendo ultrapassar 200 mg kg para que as propriedades organolépticas ndo sejam
alteradas.

O método oficial para determinacéo de P em 6leos comestiveis e biodiesel é baseado
na espectrometria de emissdo Optica por plasma indutivamente acoplado, ICP OES
(CHAVES et al, 2010). Este procedimento exige o uso de equipamento com alto custo de
aquisicdo e manutencéo. Além disso, para o biodiesel, o limite de quantificacdo de Pt é
préximo ao limite permitido pela ANP.

Alguns métodos com limites de quantificacdo mais baixos e menores consumos de
reagentes foram propostos. Um exemplo foi o procedimento em fluxo utilizado para
determinacdo espectrofotométrica de Pt em biodiesel apés decomposicdo em bloco
digestor (LIRA et al. 2011). Esse procedimento permitiu a quantificacdo de 4,6 mg kg? Pt
utilizando digestdo da amostra em meio acido por 3 h. Além disso, a geracdo de efluentes
foi diminuida em 10 vezes em relacao ao procedimento oficial.

De forma geral, a determinacdo de P em Oleos vegetais e biodiesel exige a
decomposicdo da amostra, pois 0 P na matéria organica ndo forma o complexo com o
molibdénio (NAGUL et al., 2015; GEDANSKY et al., 1960). Tanto a decomposi¢cao por via
seca quanto por via umida sao relativamente demoradas, consumindo, no minimo 40 min
para atingir a decomposicdo quantitativa. No caso do procedimento por combustao
(GEDANSKY et al., 1960), sdo necessarios, no minimo, 16 min para o preparo. No entanto
existem riscos atrelados a combustéo e as temperaturas altas atingidas.

No caso da decomposi¢do assistida por micro-ondas, ha o consumo de acidos
minerais e oxidantes concentrados, 0 que torna o procedimento ambientalmente agressivo
e perigoso. Esse tipo de preparo € vantajoso quando realizado em escalas menores de
(ROCHA et al., 2013), como observado anteriormente para decomposicdo de amostras
biologicas visando determinacdes elementares (FLORES et al., 2001; CAMPOS et al.,
2009). Nesses trabalhos, quantidades menores que 200 mg de amostra e 200 pL de
reagentes foram empregados empregando micro-ondas doméstico (FLORES et al., 2001)
ou um bloco digestor construido em laboratério (CAMPOS et al., 2009). Devido as
guantidades de amostras e reagentes empregadas, essa estratégia é denominada

microdigestao ou microdecomposicao.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar sistemas de analises em fluxo para determinacéo
de ortofosfato em material vegetal e derivados empregando o método do azul de
molibdénio. Os objetivos especificos incluem:

e Otimizacdo de extracdo solido-liquido em linha para determinacdo de fésforo

inorganico em material vegetal;

e Otimizacdo de um sistema de analises em fluxo com alta sensibilidade para

determinacao de fésforo total em 6leos comestiveis e biodiesel;

e Avaliacdo da microdecomposicdo assistida por micro-ondas para mineralizar

amostras de 0Oleos e biodiesel.
3. MATERIAL E METODOS

3.1.Equipamentos e acessorios

O sistema em fluxo com penetracdo de zonas com extracdo em linha foi construido
com uma bomba peristaltica de oito canais, modelo ICP-8 (Ismatec, Cole Parmer,
Wertheim, Alemanha), equipado com tubos Tygon® de 1,8 mm e de 4,0 mm d.i. (Ismatec),
tubos de polietileno e politetrafluoroetileno (0,76 mm i. d), dois injetores proporcionais
confeccionados em acrilico e juntas de confluéncia de seis vias construidas em
PEEK®(Ismatec). O sistema em fluxo para determinacdo de P em 6leos e biodiesel foi
construido com microbombas solenoide (Biochem) com volumes nominais de 20 e 40 uL e
tubos de politetrafluoroetileno. O controle das microbombas foi realizado através de um
microcontrolador Arduino UNO®, sendo a rotina de controle escrita em linguagem aberta
compativel. O driver de corrente foi obtido através de uma interface a qual foi construida no
laboratério (ROCHA, 2013) baseada em um dispositivo ULN 2803.

As medidas espectrofotométricas foram realizadas utilizando um espectrofotdmetro
modular multicanal (Ocean Optics, Dunelin, FL, EUA) composto por uma fonte luminosa de
tungsténio-halogénio, cabos de fibra 6ptica de 600 um e suporte de 10 mm para cubeta de
fluxo (Hellma, Mullheim, Germany; volume interno 80 pL) ou uma cela de longo caminho
optico de 100 cm com volume interno de 250 uL (Ocean Optics). Para a aquisi¢cado de dados
foi utilizado o software SpectraSuite® (Ocean Optics) em um computador HP intel core i3.

10
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Um agitador magnético (Quimis, Diadema, SP, Brazil), uma centrifuga (Hettich
Kirchlengern, Germany) e um micro-ondas domeéstico de 31 L e 900 W (Electrolux) também

foram empregados.
3.2. Reagentes e solucodes

Todas as solucdes foram preparadas utilizando agua deionizada e reagentes
guimicos de grau analitico. Solu¢des estoque (NH4)sM07024.4H20 (Sigma, St. Louis, MO,
USA) 12 mmol L* ou 8 mmol L foram preparadas através da dissolucdo do reagente em
HNOs 0,3 mol Lt e H2SO4 0,5 mol L (ambos Sigma), respectivamente. Solucdes dos
agentes redutores acido ascérbico 60 mmol L (Sigma) e SnCl2 0,6 mmol L (Sigma) foram
preparadas apos dissolucdo dos reagentes, respectivamente, em agua e H2SO4 0,4 mol L
1, A solucédo estoque de KH2PO4 (Sigma) foi diariamente preparada a partir da dissolucéo
do sal em agua para se obter concentracdo de fésforo de 1,0 g L. Uma solucdo de NaOH
1 mol L também foi preparada a partir da dissolucdo da base em agua. Acido nitrico e
H202 concentrados foram utilizados para a microdecomposi¢éo de amostras.

As amostras de 6leo de soja foram adquiridas em mercado local. O material vegetal
(caule e folha de xique-xique, trigo e soja) e o biodiesel foram doados por pesquisadores
do Centro Nuclear de Energia na Agricultura da Universidade de Sao Paulo. As amostras
sélidas foram previamente moidas em moinho de facas para obtencdo de particulas
menores que 60 um e secas a 80°C por duas horas em estufa. Apds o tratamento, foram

armazenadas em dessecadores contendo silica como material secante.

3.3. Procedimentos propostos

3.3.1 Extracdo em linha e determinacao de fosforo em material vegetal.

Para a determinacdo de Py, foi utilizado um sistema de analises em fluxo com
penetracdo de zonas (Figura 1) que foi desenvolvido previamente (ARAKAKI, 2016). A
determinacao espectrofotométrica foi baseada no método do azul de molibdénio.

O sistema apresentado na Figura la representa a secdo onde foi realizada a
extracdo em linha. Inicialmente, 20 mg de amostra sélida seca foi pesada com exatidao e
inserida em um segmento de tubo polimérico de 4 cm e 4 mm d.i. Em seguida, a coluna

construida (SC) foi inserida no percurso para a extragdo em linha. Inicialmente, o extrator
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foi inserido no sistema utilizando a posicdo do injetor apresentada na Figura 1a. ApGs o
preenchimento do percurso Bl, o injetor foi comutado e a extracado foi realizada por 60 s. A
seguir, o injetor foi novamente comutado e a bomba peristaltica foi mantida ligada por 50 s,
gue foi 0 tempo necessario para que uma porcao do extrato atravessasse a bobina B2 e

preenchesse a alca de amostragem L1 da Figura 1b.

Figura 1. Diagrama do sistema de analises em fluxo para determinacédo de P, em material vegetal,
englobando o sistema de extracéo (a) e o de determinacdo de fosforo (b). Inj1 e Inj2: Injetores
proporcionais; B1, B2 e B3: bobinas helicoidais; L1-L3: algcas de amostragem; P: bomba peristaltica;
R1: (NH4)sM07024 + H>SO.; R2: &cido ascorbico; C: carregador (H20); D: célula de deteccdo
espectrofotométrica em fluxo; SC: coluna contendo 20 mg de amostra sélida; E: saida e entrada
entre os médulos; W: recipientes de descarte. As setas brancas indicam o sentido de comutacao
dos dispositivos.

Inj2
= Inj1 c—>t- :
E — am ?.III%
c u F—=>w
< | [R—-F1-pow
o ﬂ B2 _ _ B3
- R2—}——T3—-f=>W = X D W
B L
a C b

FONTE: Adaptado de ARAKAKI, 2016

A Figura 1b representa o diagrama de fluxos empregado para a determinacdo que
foi desenvolvido previamente (ARAKAKI, 2016). As alcas L1, L2 e L3 continham o extrato
aquoso, o molibdato de amdnio e o acido ascorbico, respectivamente. Ao comutar o injetor,
o carregador (Agua) transportava as zonas de amostra e de reagentes para a bobina B3,
causando a mistura devida a penetracdo de zonas, seguindo para o sistema de deteccéo

espectrofotométrica (700 nm).
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3.3.2. Procedimento de referéncia

Para avaliar a exatiddo do procedimento proposto para determinacdo de P; em
material vegetal, um procedimento alternativo devidamente validado foi utilizado (MARUCH
et al., 2006). Em um frasco de polipropileno de 50 mL, 200 mg de amostra e 15 mL de 4gua
foram misturados e submetidos a agitacdo constante durante 10 min. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas e filtradas. O volume foi completado com agua para 20 mL
antes da determinacdo espectrofotométrica de P, pelo método do azul de molibdénio. As
determinacdes foram realizadas usando as mesmas condigoes de reagdo presentes no
procedimento de referéncia, misturando 1 mL de amostra em 1 mL de heptamolibdato 2,5
mmol Lt em &cido sulfdrico 0,25 mol L* e 1 mL de acido ascérbico, 0,15 mol L2, A mistura
foi mantida em repouso por 10 min e o volume foi completado até 5,0 mL com &gua. As
determinacdes espectrofotométricas foram realizadas em 730 nm.

3.3.3. Sistema de analises em fluxo para determinacéo de P total em 6leos
comestiveis e biodiesel

O sistema de analises em fluxo com alta sensibilidade para determinagéo de Pt esta
apresentado na Figura 2. Primeiramente a amostra e os reagentes foram inseridos pelo
acionamento das microbombas P1 (6 pulsos, totalizando 120 uL), P2 e P3 (1 pulso em
ambas, totalizando 20 uL, cada), o que configurou um ciclo de amostragem. Este ciclo foi
repetido mais uma vez antes do acionamento de P4 (90 pulsos, totalizando 3600 pL de
carregador). Assim, a zona de amostra atravessou a bobina B de 100 cm, atingiu o detector
espectrofotométrico e, por fim, o descarte (W). Posteriormente uma etapa de limpeza é
iniciada para evitar a deriva da linha base. A microbomba P5 inseriu 300 yL de NaOH 1
mol L (15 pulsos), seguido do acionamento de P4 para a remocgao da solucéo de limpeza
com 3600 uL de agua. Os parametros como volume de amostra, ciclos de amostragem,

volume e concentracdo de reagentes foram otimizados utilizando de forma univariada.
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Figura 2. Diagrama do sistema de analise em fluxo utilizando microbombas. P1: Amostras; P2 e P3: Reagentes 1 e 2,
respectivamente; P4: Carregador, H20; V1 e V2: Vélvulas para controle de injecdo de reagentes; B: Reator de 100 cm;

LCO: Aparatos de detecgdo como célula de longo caminho 6ptico e espectrofotdbmetro; W: Recipiente para descarte.

Amostra —[

(NH4)sMo;0,
H,SO,

SnCl,
sto4—[

H,0—{|

B
(100 cm)

LCO —W

HA FH A -

NaOH

FONTE: Autoria propria

3.3.4. Microdecomposicdo das amostras

As amostras de biodiesel e de 0Oleo vegetal foram mineralizadas a partir de um
procedimento em microescala com um micro-ondas doméstico. Em um tubo Falcon® de 50
mL, foram adicionados 20 mg de amostra (aproximadamente 20 uL) e 150 yL de HNO3
concentrado. O tubo foi tampado e submetido ao aquecimento em forno de micro-ondas
(mantido na capela) em poténcia maxima (900 W) por 2 min. Em seguida, mais 150 uL de
HNOs foi adicionado, sendo a mistura novamente submetida a 2 min de aquecimento. Por
fim, foi adicionado 150 pL de H202 concentrado, sendo repetido o aquecimento por 2 min.

A sequir, o digerido foi avolumado para 5,0 mL previamente a determinacéo de Pr.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracdo em linha de Piem material vegetal

4.1.1 Otimizacao

O meétodo do azul de molibdénio foi empregado para a quantificacdo de P soltvel
em extratos de materiais vegetais (folna e caule) obtidos apds extracdo em linha. As
reacdes simplificadas e genéricas 1 e 2 representam a derivacdo quimica utilizando

heptamolibdato e acido ascérbico (NAGUL et al., 2015). O moédulo de extracdo (Figura 1a)

14



BQ

Bacharelado
em Qmmlca
idade Federal do

4l| & CCNH

CENTRO DE CIENCIAS
NATURAIS E HUMANAS

Universidade Federal do ABC

foi otimizado com algumas alteragbes em relagéo ao utilizado anteriormente (ARAKAKI,
2016), i.e. a etapa de coleta e injecdo do extrato feita manualmente foi substituida pela
extracdo em linha e injecdo sequencial do extrato na etapa de determinacdo de P (Figura
1).

PO4% + 12 M004? + 27 H* - H3PO4(M003)12 + 12 H20 (1)

H3sPMo(V1)12040 + 2 CeéHsOs — [HaPMo(V1)sM0(V)4Oa40] + 2 CeHeOs + 3 H* (2)

O médulo de extracao foi construido com um injetor proporcional de modo a permitir
a entrada de 4gua no sistema em uma das posi¢cdes. Ao comutar o injetor, uma bobina
situada em um circuito fechado permitia a passagem do extrator pela coluna contendo a
amostra solida, de forma a possibilitar o contato do extrator com a amostra. O tempo de
extracdo pode ser controlado pela vazao da bomba peristaltica ou pelo tempo em que o
extrator foi mantido em recirculagdo. Além disso, o volume do extrator também é um
parametro importante porque pode afetar a extracdo do Pi. Sendo assim, tanto o volume do
extrator quanto o tempo de extracgédo fixando uma vazéo de 2,0 mL mint, foram otimizados.
A otimizacéo foi realizada com amostra de xique-xique gque apresentou teor de P igual a
1,66 mg g, obtido com um procedimento de referéncia (MARUCHI, 2006). Dessa forma,
os resultados foram expressos em porcentagem de extracdo (Figura 3). O tempo de
extracdo foi definido pelo cronbmetro da bomba peristaltica e a variacdo de volume do

extrator foi realizada alterando o comprimento da bobina B1 na Figura 1a.

Figura 3. Parametros otimizados para extracdo em fluxo. Eficiéncia de extragdo obtida apos variagdo do volume de
extrator (a) e do tempo de extracdo (b). Os sinais foram obtidos em triplicata.
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De acordo com a Figura 3a, a eficiéncia de extracdo (EE) aumentou até 2,5 mL de
extrator (equivalente a um percurso de 500 cm). Acima desse valor, a EE n&o variou
significativamente. Por esse motivo, o volume de 2,5 mL de extrator foi selecionado para
estudos posteriores. O aumento do volume permitiu que uma maior quantidade de agua
isenta de analito entrasse em contato com a amostra, o que favoreceu a extragao do P..
Por outro lado, o tempo de extracao diminuiu a EE (Figura 3b). Tempos maiores permitiram
uma homogeneizacao do extrato dentro do loop. Com tempos menores, a frente do extrato
apresentava o perfil de dispersdo normalmente observado em sistemas em fluxo, i.e. com
um centro contendo maior concentragéo do analito. Sendo assim, 60 s foi selecionado para
extracdo. Esse tempo foi o0 minimo para que todo extrato atravessasse a coluna contendo
a amostra por, no minimo, uma vez.

Os parametros foram otimizados em funcédo de 20 mg de amostra. Com o0 aumento
dessa quantidade para 40 mg, como esperado, houve diminuicdo da EE. O dobro de massa
de amostra necessitaria aproximadamente o dobro do volume de extrator para que fosse
obtida uma extracdo com EE semelhantes. Resumidamente, foi estabelecido o emprego de

2,5 mL de extrator mantido em recirculacéo por 60 s utilizando 20 mg de amostra.

4.1.2. Caracteristicas analiticas, avaliacdo da exatiddo e comparacao critica

O procedimento utilizado apresentou faixa linear de 2,0 a 30,0 mg L%, descrita pela
equacdo A = 0,049 Cpr + 0,067, r = 0,999, onde o0 A é a absorbancia e Cp € a concentragéo
de fésforo em mg L utilizando parametros empregados anteriormente (ARAKAKI, 2016).
O coeficiente de variacdo (n = 20), limite de deteccdo (n = 20, 99,7% de confianca) e
frequéncia de determinacdo foram estimados em 1,2 %, 0,50 mg L' e 40 h?,
respectivamente. Considerando o tempo para extracdo, a frequéncia de determinacao
diminuiu para 18 determinac¢des por hora, entretanto, com a realizacdo da extracdo em
linha. Para cada determinacao foram gerados aproximadamente 5,5 mL de residuos, sendo
3 mL para a quantificacdo e 2,5 mL para extracao.

A eficiéncia de extracdo para a xique-xique foi estimada em (65 + 3) %, n = 5. Visando
uma aplicagdo analitica para outras amostras, a comparacdo se estendeu para
determinacao de folhas e caule de café, e figueira (n = 5) obtendo-se eficiéncias de extragdo

de (65 £ 3) % e (65 £ 5) %, respectivamente. No entanto, a extracdo em graos de soja foi
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de (80 + 4) %, indicando que a aplicacdo deste método para alimentos requer estudo prévio
das eficiéncias de extragéo.

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos da determinacdo de fosforo através dos
procedimentos proposto e de referéncia (em batelada). Utilizando ambas as extracdes, 0s

resultados obtidos foram estatisticamente equivalentes (nivel de confianca de 95%).

Tabela 1. Valores obtidos de fésforo inorganico, em mg g, na determinagdo de amostras de planta utilizando método em

batelada e em fluxo, utilizando extracdo em fluxo e em batelada. As amostras foram analisadas em triplicata.

Fésforo inorganico / (mg g1)

Amostra
Método em fluxo Método em batelada

Crotalaria 1 1,75+ 0,01 1,73+0,03

Crotalaria 2 1,49+ 0,01 1,59 + 0,02

Crotalaria 3 1,80 + 0,01 1,79 +0,01

Café 0,260 +£ 0,01 0,270 £ 0,01

Figueira 1,11 + 0,03 1,14 + 0,02

Soja 1 1,13+ 0,02 1,17 + 0,02

Soja 2 1,27 + 0,02 1,19+ 0,02

Os resultados mostraram uma boa exatidao para a extragao em linha e determinacéo
de Pi, sendo uma alternativa confidvel e mais limpa, visto que o consumo de reagentes e
producdo de residuos foram reduzidos. Em comparacdo com a extracdo em batelada, o
volume do extrator e o tempo de extracdo foram diminuidos em c.a. 10 vezes e 20 vezes,
respectivamente. Outros procedimentos analiticos para extracdo solido-liquido em fluxo ja
foram propostos utilizando camaras de extracdo capazes de realizar agitacao e filtracéo
(GAVIS-SANCHES et al, 2016; ALMEIDA et al., 2006; TIMOFEEVA et al., 2015). O
procedimento proposto ndo exigiu a construcdo de tais cAmaras para etapas de agitacéo e
lavagem por explorar extracdes incompletas de maneira reprodutivel e dinamica. Além
disso, afiltracdo ndo foi necessaria, pois la de vidro foi inserida nas extremidades do suporte
de amostra, evitando a circulacdo de detritos no sistema. A Tabela 2 apresenta a
comparacdo de algumas caracteristicas da extragdo em linha proposta com outras

estratégias da literatura.
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Tabela 2 Comparatlvo entre o método proposto e métodos encontrados na literatura para extracdo sélido-liquido.
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Método Principio da extracao gﬂrﬁgzztirg?mg) \e/>(<)tlruartrl)er ((jueL) RSD (%) thrpa%%geés) Referéncia
Piem plantas e Suporte em tubo Tygon® 20 2500 <30 60 Método proposto
alimentos
Nitrato em vegetais Amostra aprisionada em uma 10 500 4,0 120 (MAIA et al., 2015)
camara de acrilico com filtro de
papel
Pot4ssio permutavel Formacéo de suspensao sob 1800 9000 <54 360 (TIMOFEEVA et
em solos agitacdo magnética, aspiracdo e al., 2015)
filtrac&o
Amodnia em materiais Amostra e extrator em banho 200 3000 <6,0 300 (CHOMCHOEI et
de construcéo ultrassonico. Adicdo manual de al., 2005)
reagente e transporte de analito
com fluxo de gas inerte
Antioxidantes em Suporte da amostra entre dois 40 5000 <20 900 (ROSENDE et al.,

cereais

filtros de seringa conectados a
uma membrana de celulose.
Coleta em frascos previamente a

determinacao

2010)

RSD: Desvio padréo relativo.
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E importante ressaltar que a andlise direta do extrato logo apds a extragcdo é
vantajosa porque ndo exige etapas adicionais de limpeza do sistema, como a troca

periodica de filtros.

4.2. Procedimento analitico em fluxo com alta sensibilidade para determinacao
de P em biodiesel e 6leos vegetais ap6s microdecomposicao

O método do azul de molibdénio foi utilizado para determinacdo de Pt em derivados
de material vegetal. O procedimento empregado para determinacdo de P ndo apresentou
limite de quantificacdo adequado para a determinacao de P nessas amostras sendo assim,
o aumento de sensibilidade foi estudado com uma cela de longo caminho 6ptico de 100 cm.
O &cido ascorbico utilizado anteriormente (ARAKAKI, 2016) foi substituido pelo SnClz
porque esse promove uma reducao mais rapida do Mo(VI). Além disso, foi observado que
a geracao do azul de molibdénio foi muito mais influenciada por pequenas variacées de
temperatura quando os reagentes foram empregados em baixas concentracdes, 0 que
afetou a precisdo (ROCHA, 2013). Os parametros otimizados foram concentracdo de
reagentes, volume de amostra e niumero de ciclos de amostragem. Uma microbomba com
NaOH foi inserida no sistema para uma etapa de limpeza apés a obtencéo de cada triplicata,
uma vez que o azul de molibdénio fica impregnado nas tubulagbes e na parede da cela,
causando deriva de linha base.

Os ciclos de amostragem foram variados de 1 a 3, sendo escolhido 2 ciclos. Acima
desse valor, o sinal diminuiu devido a maior dispersédo da zona de amostra. Por outro lado,
3 ciclos apresentaram a condi¢cdo de volume infinito, sendo o que o sinal foi observado
enquanto a zona de amostra estava em formacao. O perfil da linha de tendéncia do volume
de amostra apresentou aumento até 240 pL. Acima desse valor, volume infinito também foi
observado, sendo o nivel maximo avaliado selecionado para estudos posteriores.

O efeito da concentragdo de reagentes sobre o sinal estd apresentado na Figura 4.
As concentracdes selecionadas dos reagentes foram 8,0 mmol L de heptamolibdato de
amonio em H2S04 0,5 mmol L e 0,6 mmol L de SnCl2 em H2S040,4 mmol L. De acordo
com a Figura 4a, a resposta analitica aumentou com a concentracdo de molibdénio até 8,0
mmol L1, com a tendéncia a diminuir acima dessa concentracdo por causa da acidez do
meio. A formacao do azul de molibdénio depende de uma razéo entre as concentragcdes de

Mo e H* (NAGUL et al., 2015), podendo o sinal diminuir com a variacdo dessa propor¢cao
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gue gera diferentes espécies quimicas de azul de molibdénio com variadas absortividades.
O aumento da concentracdo de Mo também causou o aumento do branco, o que era
esperado porgue com altas concentracdes de Mo causam a formagéao do composto azul na
auséncia de P.

O aumento da concentracdo SnCl> aumentou tanto o sinal do branco quanto do P
(Figura 4b). Ao realizar este estudo, foi observado que o residuo apresentou uma
suspensao de coloracao branca, provavelmente devido a precipitacéo de hidroxido de Sn(ll)
e/ou Sn(lV). Isso poderia ter sido evitado com a preparacdo do reagente em HCI, onde a
formacao de cloro complexos evitaria a precipitacdo do cation. Entretanto, para 0,6 mmol
L, o sinal do branco nao foi baixo, ndo sendo necessaria a mudanca do meio. Além disso,
0 uso de H2SO4 proporciona maior taxa de formagéo de espécies de azul de molibdénio
com maior absortividade em comparacdo com outros acidos minerais (NAGUL et al., 2015).

Apesar de necessaria para a formacdo do &cido fosfomolibdico, a acidez muito
elevada do meio também contribuiu para diminuicdo do sinal. Em certas razdes de
concentracdo de Mo e H*, ha alteracéo da velocidade de formacé&o de diferentes espécies
de azul de molibdénio, que apresentam diferentes absortividades. Sendo assim, a
diminuicdo do sinal observado nas Figuras 4c e 4d ocorreu devido as alteracdes cinéticas

proporcionadas pela alta acidez.
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Figura 4. Efeito da variacdo da concentragdo de molibdato (a), SnCI2 (b) e de H2SO4 no SnClz (c) e no molibdato (d)
sobre as respostas do branco (- - -) e da solugéo de P (—), n = 3 para todos os pontos. Demais condi¢fes: 240 pL de

amostra, 2 ciclos de amostragem e 40 pL de cada reagente. Detec¢cdo em 750 nm.
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FONTE: Autoria propria.

Ap0s a otimizag&o dos principais parametros, foi obtida uma curva analitica descrita
pela equacédo A = 0,0064 Cp + 0,067 (R2 = 0,996), onde A é a resposta analitica e Cp € a
concentracdo de Piem pug L. Foi observada faixa linear entre 10 e 100 ug L, limite de
deteccdo de 1,2 ug L (n = 20, 99,7% de confianca) e coeficiente de variacédo de 2,7% (n =
5, 50 ug L1). O sistema foi capaz de realizar 83 determinacdes por hora, gerando e 2,5 mL
de efluentes por determinacgao.

O sistema apresentou baixo limite de detecc¢do, alta frequéncia de determinacéao,
baixo consumo de reagentes e baixa producdo de residuos, sendo adequado para
guantificacdo de baixas concentracdes de foésforo. Sendo assim, a microdecomposicéo foi
aplicada de forma similar aquela desenvolvida para amostra de material vegetal (CAMPOS,
2019). A digestédo foi realizada com 20 mg de amostra, seguida de adicdo de HNOs3
concentrado e aquecimento por 2 min (realizada duas vezes). A seguir, foi adicionado 150
pL de H202 concentrado e aquecido por 2 min. Em seguida, o digerido foi avolumado a 5
mL. A fase orgéanica, que era visivel quando misturada com agua (Figura 5a), desapareceu

apos o tratamento da amostra (Figura 5b), indicando uma degradacéo eficiente.
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Figura 5. Fotografias da mistura de amostra de biodiesel e agua (a) e do digerido ap6s decomposi¢cdo em microescala

(b).

FONTE: Autoria prépria.

Apesar de visualmente ter apresentado uma boa eficiéncia de decomposicao, as
recuperacbes do analito foram < 10 %. Para identificar a fonte da interferéncia, foram
obtidos sinais com solucéo de fésforo 50 pug L na presenca de HNOs 0,84 mol L, que
seria a concentracdo final do &cido sem a decomposi¢cdo. Nessa condi¢éo, foi observada a
supresséao da resposta. Para superar essa interferéncia, o ajuste de acidez foi avaliado com
a adicdo de acetato de sédio. Esse reagente foi escolhido porque forma uma solugéo
tampdo com pH em torno de 4,5, sendo o ajuste mais simples do que se fosse adicionada
uma base forte. A Figura 6 mostra o comportamento do sinal apés a adicdo de diferentes
concentracfes de acetato de sodio.

Figura 6. Resposta analitica para 50 pg L de fésforo (—), e seu respectivo branco (- - -), pela concentragdo de acetato
de sédio, com a presenca de acido nitrico concentrado (300 uL) proveniente do tratamento de amostra (n = 3).
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De acordo com a Figura 6, o sinal foi observado com o ajuste do pH utilizando
concentracdes de acetato de sédio maiores que 0,7 mol L. O valor 6timo foi observado
com 1,0 mol L%, apresentando variacédo de ca. 6,0 % quando 0,9 mol L foi empregado.
Sendo assim, foi selecionado 1,0 mol L de acetato de sédio.

O mesmo estudo foi realizado na presenca de H202, que causou diminuigéo do sinal
de 90 %. Visualmente, foi perceptivel que mesmo pequenas quantidades de perdxido
inviabilizavam a formac&o do azul de molibdénio. Isso ocorreu porque o H202 pode ter
reoxidado o Mo(V) a Mo(VI), decompondo o composto azul formado. O excesso desse
reagente pode ser eliminado com adicao de Kl, por exemplo. A seguir, o I3~ gerado pode
ser convertido a iodeto novamente com tiossulfato de sodio, por exemplo, para evitar
interferéncia espectral. Entretanto, como o H202 & bastante suscetivel a decomposi¢céo
durante o preparo, estudos de recuperacdo nas amostras devem ser conduzidos

previamente & eliminacdo dessa interferéncia.

5. CONCLUSOES

Para fins analiticos a extracao incompleta em fluxo (estimada em 65% de eficiéncia)
€ uma excelente alternativa para ser acoplada a uma determinagcédo em fluxo, oferecendo
menos consumo de reagentes e menor producdo de residuos contribuindo para uma
guimica mais verde.

O procedimento analitico adotando cela de longo caminho éptico e microbombas
apresentou alta sensibilidade para determinacdo de P, consumo ainda menor de reagentes
e uma alta frequéncia de determinagéo. No entanto, estudos ainda devem ser realizados

para eliminar interferéncias para determinacédo de P em biodiesel e 6leo vegetal.

6. PERSPECTIVAS

Estudos envolvendo fotoconversdo podem ser realizadas a fim de acoplar uma
etapa de digestdo em linha de fosforo organico apés a extracdo, visando ao fracionamento
de fésforo em material vegetal. Adicionalmente, um sistema empregando microbombas

solenoide sera mais facilmente explorada para a realizacdo de multitarefas.

23



BQ A% CCNH

Py CENTRO DE CIENCIAS
AAAAAAAAAAAAAAAA

Bacharelado
em Quimica

Futuramente, a os principais parametros da microdigestdo devem ser avaliados,
como tempo e concentracdo dos reagentes. A andlise de carbono orgéanico total nos
digeridos sera o indicativo da eficiéncia da decomposicao da matéria organica. Alternativas
serdo exploradas para anular a interferéncia do peréxido de hidrogénio na formacao do azul

de molibdénio para a determinacao de P. Por fim, a comparacdo com procedimentos de

referéncia deve ser realizada.
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