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RESUMO

O impacto ambiental causado pelo aumento da concentracdo de fosforo em aguas
naturais (e.g. eutrofizacdo) exige constante monitoramento dessa espécie,
principalmente da forma inorganica. Para esse fim, sdo necessarios procedimentos
analiticos sensiveis devido as baixas concentracbes normalmente encontradas. A
microextracdo liquido-liquido dispersiva (MELLD) exige quantidades minimas de
solvente organico (na ordem de L) para a extracdo, sendo uma técnica alternativa mais
limpa e rapida em comparacdo com as extracdes liquido-liquido classicas. Neste
trabalho, foi proposto um procedimento analitico baseado na determinacdo de fosforo
com o metodo espectrofotométrico do azul de molibdénio ap6s MELLD utilizando
CHCI; e etanol como agentes extrator e dispersor, respectivamente. As condicOes
quimicas iniciais foram baseadas no procedimento recomendado pela Association of
Official Analytical Chemists (AOAC). Alguns parametros foram otimizados pelo
método univariado, buscando méxima sensibilidade e frequéncia analitica. Apos a
otimizacéo, foi observada faixa linear entre 20 e 100 pg L™, descrita pela equacio A =
0,0030 Cp + 0,025 (R? = 0,990), onde A é absorbancia e Cp ¢ a concentraco de fosforo
em ug L™. O limite de deteccdo e o coeficiente de variacdo foram estimados em 4,6 g
L™ (n = 12; 99,7% de confianca) e < 5,7% (n = 3). Por determinagio, foram consumidos
200 pL de CHCI;. O procedimento é quatro vezes mais sensivel que o recomendado
pela AOAC. A avaliacdo da exatiddo foi realizada através de estudos de adicdo e
recuperacdo. Recuperacdes de 84% foram observadas para uma amostra de rio,
indicando recuperagdo adequada, porém muito proxima do limite inferior normalmente
aceitavel. Para agua de mar, a recuperacdo foi de 52%. Isto comprovou que ocorreram

efeitos de matriz.

Palavras-chave: microextracdo; fosfato; aumento de sensibilidade; separacéo.
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1. Introducédo

1.1. Fosforo em aguas naturais

O fosforo é um nutriente importante para todos os seres vivos e limitante para o
desenvolvimento de produtores primarios em ecossistemas aquaticos e terrestres
(WORSFOLD, 2016). O aumento do uso de compostos de fosforo na industria e,
principalmente, na agricultura acarreta na maior concentracdo dessa espécie em
efluentes despejados nos ambientes aquaticos e lixiviados do solo (WORSFOLD,
2016). O aumento excessivo da concentragdo de fésforo em aguas naturais impacta
negativamente esses ecossistemas (WORSFOLD, 2016; ROCHA, 2013). Por ser um
nutriente limitante no crescimento de algas, um pequeno excesso causa a proliferacao
desses seres diminuindo a zona fética e as demandas quimica e bioquimica de oxigénio
por interferir na troca gasosa com a atmosfera. Isso aumenta a mortandade da biota e
promove odor, sabor e coloracdo indesejados a agua (WORSFOLD, 2016).

O fosforo se apresenta sob diversas formas quimicas na natureza. A especiacao
altera a sua biodisponibilidade e, consequentemente, o impacto deste elemento na
qualidade das dguas (WORSFOLD, 2016). Dentre as formas possiveis, o fosforo pode
estar presente solubilizado em &guas naturais ou em suspensdo, sendo classificadas
como fracBes dissolvida (filtraveis) e particulada (ndo filtraveis), respectivamente
(ROCHA, 2013). Na Figura 1, é apresentado um diagrama de blocos da classificacéo
das fracGes de fosforo em aguas naturais. O fdsforo inorganico dissolvido e néo
condensado (P,), ortofosfato, é facilmente assimilavel por organismos produtores
primérios, sendo a forma mais bioacessivel. Entretanto, formas organicas dissolvidas
também sdo acessiveis a poucos micro-organismos, sendo ainda alvo de estudos de
biodisponibilidade (ROCHA, 2013; NAGUL, 2015).



Figura 1. Classificacdo das fracGes de fosforo em aguas naturais.

I_ Fosforo total (PrT) _I

Féstoro total em Fasforo total
i suspensao (Pry) dissolvido (Pts)
Nao-condensado Concln_‘.nsaclo
L. Organico (Pyp) (Pr) (Pc)
= Mineral (Py) Inorgénico (Py) Inorgénico (Pic)
— Misto (Pip+Py) Orgénico (Pp) Organico (Poc)

Fonte: Adaptado de ROCHA, 2013

Baixas concentracdes de fosforo bioacessivel ja afetam a qualidade das &guas e
sua potabilidade. Segundo a resolugdo N° 357 do Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA), a concentracdo permitida de fosforo em aguas que serdo tratadas para
consumo humano varia entre 20 e 150 pg L™ (CONAMA, 2005). Em leitos isentos de
despejos de esgoto a concentracdo de fésforo normalmente ndo ultrapassa 100 pg L™
(ROCHA 2013). Sendo assim, sdo necessarios procedimentos analiticos sensiveis,
robustos e com alta frequéncia analitica para a determinacdo de fosforo em amostras de
aguas naturais (WORSFOLD, 2016; NAGUL, 2015).

O método de azul de molibdénio (MB) é o mais utilizado para determinacao de
P.. Esta fracdo também ¢é denominada como fdsforo reativo. Essa reagdo também é
utilizada para a determinacdo de arseniatos, silicatos e germanatos, que sdo
considerados interferentes na analise de fosforo (NAGUL, 2015). Porém, a formacéo do
MB a partir dessas espécies é mais lenta que aqueles gerados com fésforo (ROCHA,
2013). Para minimizar essas interferéncias, pode-se adicionar outros reagentes, como 0
tartarato, controlar a relacdo entre a concentracdo de &cido e molibdato e alterar o estado
de oxidacdo de alguns concomitantes (como o arsénio).

A reacdo de formagcdo do MB se da pela formacdo de uma espécie de
polioxometalato, um heteropoliacido de estrutura de ion Keggin provenientes de
ortofosfato e molibdato em meio &cido, que posteriormente sdo reduzidos formando o
MB (NAGUL, 2015).

A formacdo do MB ocorre em duas etapas que podem ser expressas de forma
geneérica de acordo com as Reacgdes 1 e 2. Na reacdo 1, em meio &cido, ha a formagéo



do &cido fosfomolibdico que gera 0 MB na reacdo 2. Na segunda etapa, alguns atomos
de molibdénio (Mo) séo reduzidos, formando uma estrutura contendo o elemento em
ambos os estados de oxidacdo. A intensidade da coloragdo varia com a concentragdo de
fosforo no meio (WORSFOLD, 2016 e NAGUL, 2015)

PO}~ + 12Mo0?™ + 27H* - H3P0,(M003),, + 12H,0 (1D
H3PMo(V1);,0,40 + Redutor = [HyPMo(VI)gMo(V)4040]3~ (2)

O tipo de espécie formada depende do pH, da natureza do agente redutor e da
pureza do reagente de Mo. Por conta disso, a estequiometria da reacdo ndo € bem
definida. (WORSFOLD, 2016; NAGUL, 2015). Sendo assim, 0 MB se refere a diversos
compostos de molibdénio, que podem ou ndo conter o heteroatomo, como o fésforo, e
ainda assim apresentar a coloracdo azul. Essas alteracGes influenciam no perfil do
espectro de absorcdo. Este fato torna importante o estudo das condigdes reacionais no

desenvolvimento de procedimentos analiticos (NAGUL, 2015).

1.2.Procedimentos analiticos para a determinacdo de fésforo em dguas naturais

O método recomendado pela Association of Official Analitical Chemists -
AOAC para determinacdo de fdésforo se baseia na quantificacdo de P, pelo método
espectrofotométrico do azul de molibdénio. Neste método, utiliza-se &cido sulfurico
para acidificar o meio e &cido ascérbico como agente redutor (AOAC, 1990). Embora
com sensibilidade adequada para determinacdo de fosforo em aguas de rio, a variagédo
do sinal é pequena frente a variacdo da concentracdo dentro da faixa linear. Sendo
assim, o erro instrumental pode afetar drasticamente as medidas (ROCHA, 2013).
Adicionalmente, a leitura deve ser realizada de 10 a 30 min ap6s a reacdao, mantendo o
mesmo tempo para as amostras e replicatas. Dessa forma, erros sistematicos podem
ocorrer uma vez que o procedimento ndo € mecanizado.

Técnicas de pré-concentracdo tem sido utilizadas para o aumento de
sensibilidade dos procedimentos devido a baixa concentracdo de fosforo em corpos
d’agua (na ordem de pg L™). Para o método do azul de molibdénio, foram relatadas
extracOes em fase liquida (EATON, 2005; AFKHAMI, 2009; WORSFOLD, 2016) e em
fase solida (FREMMAN,1990; UDNAN,2005; LIANG, 2006) para o aumento de
sensibilidade (WORSFOLD, 2016).



A pré-concentracdo com interacfes liquido-liquido foi utilizada tanto para
extracdo do &cido fosfomolibdico (EATON, 2005) quanto do MB (STRICKLAND,
1972). Como exemplos de extratores, foram relatados os alcoois (e.g. iso-propanol, n-
butanol e n-hexanol), misturas de solventes, como isobutanol/benzeno (WORSFOLD,
2016), e tensoativos, como o Triton X-114 (AFKHAMI, 2009). Este ultimo apresentou
fator de pré-concentracdo de 20 vezes, faixa linear de 0,5 a 125 ug L™ e limite de
deteccdo de 0,5 pg L (AFKHAMI, 2009), se mostrando mais sensivel e com faixa
linear mais ampla que o método de referéncia (AOAC, 1990).

A extracdo em fase sélida também tem sido explorada para determinagéo de P,
especialmente associada as analises em fluxo (WORSFOLD, 2016). Um procedimento
foi baseado na retencdo do acido fosfomolibdico em uma coluna cromatografica para
posterior reacdo e leitura, atingindo limite de deteccdo de 0,04 ug L™ apesar da baixa
frequéncia de determinacao de 2 h™ (LIANG, 2006). Alternativamente, colunas de troca
ibnica foram empregadas para a pré-concentracdo do P, em &guas doces
(FREMMAN,1990 e UDNAN,2005). Estes procedimentos apresentam interferéncia do
ion cloreto, sendo necessaria a sua remocao prévia (WORSFOLD, 2016).

Uma estratégia moderna para extracdo de espécies € baseada na extracdo
liquido-liquido dispersiva que ainda ndo foi explorada para a determinacéo de fosforo

em baixas concentragdes.

1.3. Microextracao liquido-liquido dispersiva - MELLD

A microextracdo liquido-liquido dispersiva (MELLD) baseia-se no principio das
extracOes liquido-liquido classicas (ELL) de particdo por polaridade (HARRIS, 2008;
MARTINS, 2012) Porém, o volume de solugdo extratora, bem como o tempo e o
namero de extracOes, é drasticamente minimizado (MARTINS, 2012).

Na MELLD, a solucdo extratora é composta por uma mistura de dois solventes
(extrator e dispersor). Normalmente, sdo utilizados volumes da ordem de microlitros do
extrator, que precisa ter afinidade pelo analito, baixa solubilidade na amostra (fase
aquosa) e diferenca de densidade que permita o seu isolamento (REZAEE, 2006). O
dispersor deve ser solivel em ambos os meios, ter baixa afinidade com o analito e
densidade diferente a do solvente extrator. O dispersor proporcionard o aumento da
interacdo entre a fase aquosa e a fase organica (MARTINS, 2012). Ao adicionar a
solucéo extratora, 0 que normalmente e feito com uma seringa e de forma abrupta, séo

geradas goticulas do extrator onde ocorre a rapida transferéncia de massa. Como a
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superficie de contato é grande, o tempo de extracdo é reduzido e com alta eficiéncia
(Figura 2) (MARTINS, 2012). Portanto o estado de equilibrio é atingido rapidamente,
fazendo o tempo de extracdo ser bem menor que na ELL (REZAEE, 2010). Por conta da
diferenca de solubilidade entre o solvente extrator e a fase aquosa, apos centrifugacéo, o

solvente extrator pode ser isolado, recolhido e analisado (MARTINS, 2012).

Figura 2. Diagrama simplificado de injecdo da solucdo extratora na amostra e da
interacdo envolvida na extracéo.

/'- Agua + solvente™,
Dispersor

Injegao
da mistura de
solventes
na amostra

v 4 Solvente
X 1 Analito
G b extrator, | =

X P ‘ S—0)

Fonte: Adaptado de MARTINS, 2012.

Na MELLD, a extracdo € feita em apenas uma etapa e com consideravel
rendimento, 0 que economiza tempo e minimiza as perdas do analito. 1sso é uma grande
vantagem em relacdo a ELL que utiliza geralmente etapas consecutivas de extracao para
aumentar a eficiéncia.

Essa técnica moderna foi descrita pela primeira vez em 2006, e faz parte da
miniaturizacdo do preparo de amostras para a determinacdo de compostos organicos
(REZAEE, 2006). A partir de entdo, diversas técnicas vém sendo desenvolvidas, com o
objetivo de diminuir custos, quantidade de reagentes e residuos, aumento da eficiéncia e
possibilidade de automacdo. Tem como vantagem a rapidez, miniaturizacdo, baixo
custo, eficiéncia de extracdo e altos fatores de pré-concentragdo (REZAEE, 2006)
Apesar dessas vantagens e do seu alto potencial de uso em campo (MARTINS, 2012), a
automacdo da técnica ndo é tdo simples em relagéo as técnicas classicas, especialmente

utilizando analisadores em fluxo. Isso ocorre por conta da dificuldade de isolar volumes
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tdo pequenos de solvente que se encontram dispersos na amostra e por conta da
necessidade de centrifugacéo e separacao de fases (MARTINS, 2012).

Um exemplo do potencial da técnica foi a determinacdo de cobre e cA&dmio em
aguas naturais ap0s pré-concentracdo utilizando a mistura cloroférmio:etanol 1:1 (v/v)
com deteccdo por espectrometria de absorcdo atdbmica com chama. O fator de pré-
concentracdo foi estimado em 20, gerando 500 uL de residuo organoclorado por
determinacdo (BOSCH, 2014).

2. OBJETIVOS
Desenvolver um procedimento analitico espectrofotométrico para determinacao

de fésforo em aguas naturais apds microextracdo liquido-liquido dispersiva (MELLD).

3. MATERIAIS E METODOS
3.1.Reagentes e Solugbes

Todas as solucdes foram preparadas com reagentes de grau analitico, com agua
deionizada e mantidos sob refrigeracdo quando estocados.

A solucdo &cida fonte de ions molibdato foi preparada a partir da mistura de
6,8 mL de écido sulfarico 98% (Vetec, Sigma Aldrich e Carlo Erba) e 0,0927 g de
heptamolibdato de aménio tetrahidratado (Acros), em 50 mL de &gua, resultando em
concentracdo de 2,5 mol L™ e 0,015 mol L™, respectivamente. A solucéo redutora foi
preparada a partir de 0,1760 g de L-acido ascérbico (Carlo Erba) em 100 mL de agua e
mantido em frasco &mbar, resultando em uma concentracéo de 0,01 mol L™. A solugo
de tartarato de amonio e potassio (0,008 mol L™) foi preparada com 0,2672 g de
reagente (Vetec) em 100mL de 4gua e mantido em frasco ambar.

A solucio estoque de fésforo de concentracdo 1000 mg L™ (67 mmol L™) foi
preparada a partir da mistura de 0,2197 g de fosfato de potassio monobasico (Vetec)
diluidas para 50 mL de agua. Foram feitas dilui¢des sucessivas da solucdo estoque de
fosforo para as concentracdes conhecidas de 100, 10 e 1,0 mg L™,

A mistura de solventes foi preparada a partir de 10 mL de cloroformio (Synth)
diluidos para 100 mL com etanol (Honeywell e Synth).

A amostra de agua de rio foi coletada na cidade de Ibilina, no interior de Séo
Paulo, em uma fazenda produtora de vegetais organicos. A amostra de agua do mar foi

coletada na beira de uma praia em Praia Grande, Sao Paulo.
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A solucdo de 4cido sulfirico 2,5 mol L™ foi preparada com 6,8 mL de reagente
98% (Vetec, Sigma Aldrich e Carlo Erba) diluidos para 50 mL de agua.

A solucdo fonte de ions molibdato foi preparada a partir de 2 g de
heptamolibdato de aménio tetrahidratado (Acros), em 50 mL de agua, resultando em
concentragdo de 0,032 mol.L™* de molibdato.

Todas as vidrarias e materiais utilizados foram lavados com &gua corrente, &gua
deionizada, e em seguida submetidas a banho em &cido nitrico 5% v/v (Alphatec) por 24
horas. Apds este tempo, foram novamente lavadas com agua deionizada e secas a

temperatura ambiente.

3.2.Equipamentos e acessorios

Para as medidas espectrofotométricas, foi utilizado um espectrofotémetro
modular composto por uma fonte de radiacdo de tungsténio/halogénio (StellarNet), uma
unidade para conter uma cubeta de até 10 mm de caminho dptico e um espectrémetro do
tipo CCD (charge-coupled devices, Ocean Optics) que permite obtencdo de espectros
entre 200 e 800 nm. Cabos de fibra 6ptica foram utilizados para transportar a radiacdo
da fonte até o compartimento da amostra e até o espectrometro. Um microcomputador
Intel Pentium IV (Hewlett-Packard) foi utilizado para aquisicdo de dados através da
conexdo do espectrometro por uma das entradas USB utilizando o software
SpectraSuite. Para as medidas, foi utilizada uma cubeta de fluxo em quartzo com 10
mm de caminho Optico e volume interno de 80 uL. Para a extracdo, foram utilizados
tubos poliméricos graduados de 15 ou de 50 mL. A centrifugacdo para o isolamento das

fases foi realizada em centrifuga Hettich.

3.3.Procedimentos
3.3.1. Procedimento proposto (MELLD)
Em um tubo cénico de 15 mL, com uma micropipeta de 1000 pL adicionou-se
500 pL da mistura de &cido sulfarico e molibdato, 150 pL da solucéo de antimonio, 250
pL de &cido ascorbico, e o volume adequado de P,, dependendo da concentracdo
desejada. A mistura foi avolumada para 5 mL e, em seguida, foram aguardados os 5
minutos de reacdo. Subsequentemente, foram adicionados 2,0 mL da solugédo extratora
utilizando uma micropipeta de 5000 pL. A mistura foi centrifugada por 5 minutos a

3800 rpm para o isolamento das fases. Em seguida, a fase aquosa foi removida e foi
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adicionado 200 pL de etanol na fase organica, sendo realizada determinagédo
espectrofotométrica em 687 nm.

Para avaliar a exatiddo, foram utilizadas amostras previamente filtradas em
celulose 0,45 pum (Chromafil Xtra). Apos filtracdo, procedeu-se com 0 mesmo
procedimento realizado com as solucBes de referéncia, utilizando 5,0 mL de amostra.

Para os estudos de adicao e recuperacdo, foi adicionado 40 pg L™ de P, &s amostras.

3.3.2. Procedimento de Referéncia (AOAC)
Em um tubo cénico de 50 mL, foi adicionado 25 mL de amostra, seguida de
4,0 mL da mistura de reagentes descrita no item 3.1. Foram obtidas medidas

espectrofotométricas em 880nm apo6s 30 min de reacao.

3.3.3. Estudos preliminares e otimizagio

Verificou-se 0 volume ideal de solucdo extratora em relagdo ao volume de
amostra. A extracdo foi realizada em 10 mL de solucdo de referéncia contendo 1, 5 e 10
mg L™ P, para avaliar visualmente a extracdo. Apds a adicéo de reagentes nas condicdes
descritas no item 3.3.1, foi adicionado 2 mL de solugdo extratora com concentragdes
variando de 1 a 50 % v/v de cloroférmio em etanol.

Apdbs a pré-concentracdo do analito, foi obtido o espectro de absorcdo da fase
organica para determinacdo do comprimento de onda de maxima absor¢cdo por meio do
procedimento descrito no item 3.3.1.

Visando otimizar a frequéncia analitica, variou-se o tempo de reacdo de 0 a 30
minutos. Com o tempo reacional que apresentou maior diferenca entre os sinais do
branco e amostra, foi desenvolvida uma curva analitica de 0 a 100 ppb de fésforo na
amostra e comparado com o tempo utilizado no método de referéncia. Com as
caracteristicas analiticas determinadas, analisou-se duas amostras de dgua provenientes

de rio e mar e realizados estudos de adicdo e recuperacao.



14

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Estudos preliminares e otimizagéo

No desenvolvimento de um procedimento empregando MELLD, deve-se
escolher a melhor composic¢do da solucdo extratora. Os solventes devem se dissolver
para formar uma mistura compativel com a técnica analitica. O analito deve ter
afinidade solvente extrator, que deve apresentar densidade adequada para o isolamento.
(MARTINS, 2012; HERRERA, 2010; ZANG, 2009).

Primeiramente, foi avaliada a mistura de etanol e cloroféormio como solugéo
extratora. O etanol foi escolhido como dispersor por conta da sua solubilidade tanto na
amostra (fase aquosa) quanto no cloroférmio (fase organica) e sua menor periculosidade
em relacdo ao metanol (BOSCH, 2014). O cloroférmio foi utilizado como extrator por
sua baixa solubilidade em &gua e pela afinidade com o azul de molibdénio. Apesar do
uso de solventes clorados ser evitado por sua toxicidade, seu uso se justifica no baixo
volume utilizado por determinacdo (MARTINS,2012). Os solventes possuem pressdo de
vapor relativamente baixa e temperatura de ebulicdo alta 0 que minimiza evaporacéo

durante as analises. As caracteristicas dos solventes encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas dos solventes extrator (cloroférmio) e dispersor
(etanol) escolhidos para estudos de eficiéncia da mistura

Solubilidade Densidade PE PV

Solvente (L%, 20°C)  (gem? 20°C)  (°C, 1013hPa)  (mmHg, 20°C)
Cloroformio 8 1,47 61,0 158
Etanol sollvel 0,79 78,3 44

PE: ponto de ebulicdo; PV: pressdo de vapor

Fonte: Adaptado de (MARTINS, 2012)

O volume e a concentragdo da mistura de solventes devem ser avaliados para
promover a maxima eficiéncia. E necessaria uma quantidade 6tima de dispersor para se
atingir a maxima superficie de contato do extrator com a amostra. Adicionalmente, o
meio ndo deve solubilizar demasiadamente o extrator, o que diminui o volume de fase
organica (HERRERA, 2010). Como esperado, a extracao visivelmente ndo ocorreu com
concentracdes altas de cloroformio (Figura 3A), sendo observada a fase organica

incolor. A quantidade muito pequena de dispersor ndo gerou superficie de contato
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suficiente para a rapida transferéncia de massa, gerando uma baixa eficiéncia de

extragdo.

Figura 3. Fotografias de misturas obtidas ap6s MELLD utilizando 2 mL de solucéo
extratora composta por CHCI3:C,HsOH nas propor¢des 50% (A), 1% (B) e 10% (C).
Condicdes: 5,0 (A), 10 (B) e 1,0 (C) mg L™ P,, molibdato 1,5 mmol L*, H,SO,
0,25 mol L™ e 4cido ascorbico 0,5 mmol L™,

Fonte: Autoria prépria.

Ao diminuir drasticamente a concentracdo de cloroférmio para 1 % (Figura 3B),
também n&o foi visualmente observada extracdo devido a formacéo de apenas uma fase
na mistura, indicando que o etanol em excesso no meio solubilizou o extrator. A
concentracdo da solugdo extratora que apresentou a separacdo de fases visivel e com
coloracgdo azulada foi aquela com 10% v/v de cloroférmio em etanol (Figura 3C). Sendo
assim, essa condicdo foi mantida para estudos posteriores.

O proximo parametro avaliado foi o volume adicionado de solucdo extratora,
que foi variado de 0,125 a 5,0 mL, mantendo o volume de amostra de 5,0 mL com
1,0 mg L™ P,. Visualmente, os melhores resultados foram observados com a adig&o de
2,0 e de 3,0 mL (Figura 4), pois foi observado maior volume de fase orgéanica e
eficiéncia de extracdo. Foi selecionado o volume de 2,0 mL de solucdo extratora para
estudos posteriores por apresentar menor consumo de cloroférmio e maior volume de
fase organica, o que diminui a diluicdo previamente a determinagdo. Alem disso, foi
observada a falta de homogeneidade na fase organica com a utilizacdo de 3,0 mL de
solucdo extratora. Esse resultado mostra que existe uma relagdo 6tima entre o volume de
solucdo extratora e amostra devido a polaridade do sistema tercirio de solventes. Em
volumes muito baixos de solugéo extratora (125 a 500 L) o cloroférmio foi dissolvido,
ndo sendo formadas as duas fases. Conforme a quantidade de cloroférmio e etanol
aumentou, e consequentemente diminuiu-se a quantidade de agua, o0 meio ficou saturado

com cloroférmio, promovendo a separacdo de fases e o arraste do azul de molibdénio,
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que tem afinidade pela fase orgénica. Por outro lado, 0 aumento sucessivo do volume de
solucdo extratora promoveu a diminuigdo no volume de fase organica devido a
solubilizacdo do cloroférmio em meio alcodlico (uma vez que o volume de fase aquosa
foi diminuido) e a separacdo imediata do extrator, ndo havendo interacdo entre a fase

aquosa e organica, o que afetou a extracao.

Figura 4. Variagdo do volume de solucéo extratora em um mesmo volume reacional.
Condicbes foram as mesmas descritas na Figura 3, exceto pela proporcao
CHCI3:C,HsOH que foi fixada em 10% v/v

Fonte: Autoria propria.

Apds a otimizacdo da composicdo e volume da solucdo extratora, foi obtido um
espectro de absorcdo da fase organica (Figura 5), que foi diluida com 200 L de etanol
previamente a determinacdo. Essa diluicdo foi necessaria pois com as condi¢des
empregadas, o volume esperado de fase organica era de 200 pL, entretanto, foram
obtidos aproximadamente 100 pL. Este volume ndo foi suficiente para a leitura em
espectrofotdbmetro com cubetas de 3,5 mL e 0 uso de uma cubeta para analises em fluxo
(volume interno de 80 pL), se mostrou inadequado para as medidas, pois
frequentemente foram observadas bolhas de ar alojadas no caminho 6tico. Aléem disso,
havia evaporagdo do cloroformio durante 0 manuseio do extrato. Com a diluicdo com

etanol, a cela de fluxo foi utilizada com maior eficiéncia e a evaporagdo minimizada.
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Figura 5. Espectro de absorcdo da fase organica proveniente da extracdo do azul de
molibdénio pela solucdo extratora em solugdo 60 ug L-1 de P,. Condicdes: 2 mL de
solucdo extratora composta por CHCl3:C,HsOH a 10% (v/v), molibdato 1,5 mmol L™,
H,S04, 0,25 mol L™ e &cido ascérbico 0,5 mmol L™.

0,25 -

0,2 -

0,15 -

Absorbancia
o
—_

0,05 -

0 T T T T T T T T T 1
350 450 550 650 750 850

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria propria
De acordo com a Figura 5, a solucdo apresentou méximo de absorcdo em 687
nm, sendo esse o comprimento de onda selecionado para todas as determinacgdes das

amostras segu intes.

Em todos os estudos, foi utilizado 30 min de reacdo, que é o tempo maximo
recomendado pelo método de referéncia (AOAC, 1990). Com o intuito de aumentar a

frequéncia analitica, foi avaliado o tempo de reacdo previamente a MELLD (Figura 6).
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Figura 6. Efeito do tempo de reacéo sobre o sinal da solugdo de P, 40 pg L™ (linha
cinza) e do branco (linha preta). Demais condi¢cdes foram as mesmas apresentadas na
Figura 5.
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Fonte: Autoria prépria

As condicBes do meio, como pureza dos reagentes e pH podem alterar o tipo de
composto formado, que apresentam aspectos cinéticos diferentes como os apresentados
na figura 6. Com 5 minutos de reacéo, foi observado o maior sinal, bem como melhor
precisdo entre os tempos analisados. Eventuais valores altos do branco foram atribuidos

a presenca de emulsGes na fase organica.

Para se obter um estudo comparativo minucioso com relacdo ao tempo de
reagdo, foram construidas curvas analiticas utilizando os tempos de 5 e de 30 minutos.
No primeiro caso, foi observado coeficiente angular igual a 0,0030 L mg™, que foi 35 %
menor do que a utilizacdo de 30 minutos de reacdo. Apesar da diferenca, com 30
minutos foi observada perda de linearidade abaixo de 40 pg L™, ao passo que com 5
minutos de reacéo foi observada faixa linear entre 20 e 100 pg L™. Adicionalmente, os
coeficientes de determinacédo para 5 e 30 minutos foram 0,990 e 0,970, respectivamente.

Sendo assim, 5 minutos de reacdo foi mantido como parametro 6timo (Figura 7).
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Figura 7. Comparagéo dos tempos de 5 e 30 minutos de reacdo. Demais condicOes
foram as mesmas apresentadas na Figura 5.
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Fonte: Autoria propria

4.2. Caracteristicas analiticas

Apds a otimizacdo do procedimento, foi observada faixa linear entre 20 e 100 ug
L™ P, regida pela equacéo A = 0,0030 Cp + 0,025 (R? = 0,990), em que A é absorbancia
e Cp é a concentracdo de P, em pg L™ O limite de deteccdo (HARRIS, 2008) (n = 12;
99,7 % de confianca) e o coeficiente de variagdo (n = 3, 40 ug L™ P,) foram estimados
em 4,6 ug L™ e < 5,7 %, respectivamente. Foram consumidos 200 puL de CHCIs por
amostra analisada. O método proposto apresentou coeficiente angular quatro vezes
maior que o método de referéncia (Figura 8) mostrando uma significativa maior

sensibilidade para a determinacao de fésforo.
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Figura 8. Comparacdo das curvas analiticas do método de referéncia e do método
proposto.
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4.3.Aplicacao

Foram analisadas duas amostras de &gua, sendo uma de mar e a outra de rio,
pelos procedimentos proposto e de referéncia (AOAC, 1990). Em todas as andlises, a
concentracdo de P, estava abaixo dos limites de detec¢do. Sendo assim, foram realizados
estudos de adicdo e recuperacdo, sendo as amostras analisadas por ambos 0s

procedimentos. Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de recuperacdo de P, em amostras de aguas naturais (n = 3)
utilizando os procedimentos proposto e de referéncia (AOAC, 1990).

Amostra  Pyagicionado) (Mg L™) Piencontrado) (Mg L ™) Recuperag&o (%)

Proposto Referéncia  Proposto  Referéncia

0 <LQ <LQ - -
Mar
40 21 47 53 118
. 0 <LQ <LQ - -
Rio
40 34 44 85 110

Fonte: Autoria prépria

As recuperacGes obtidas para agua do mar ndo foram satisfatérias para o

procedimento proposto (53 %). Por outro lado, a recuperacdo de 85 % na agua de rio
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estd no limite do que normalmente se aceita em estudos de recuperacdo. A diminuigéo
da resposta esperada se deve a presenca de matéria organica que pode competir com o
MB durante a extracdo, afetando a eficiéncia do processo. Para minimizar esta
interferéncia que poderia resultar em uma recuperacdo menor do que a esperada, foi
feita uma extracdo prévia na amostra com a solucdo extratora para tentar retirar toda a
matéria organica. Em seguida, foi realizada a reacdo e extracdo, onde ndo se obteve
separacgdo entre as fases, pois a proporcéo entre as quantidades de cloroférmio e etanol
ndo é a ideal, conforme descrito na secédo 4.1.

No procedimento de referéncia, foram observadas recuperagcdes mais altas que
as esperadas, especialmente para agua do mar que atingiu um valor préximo a 120 %.
Neste caso, a presenca de alguns concomitantes, como o ortossilicato, pode ter atribuido
erros sistematicos as determinacdes.

As diferencas entre os resultados dos dois procedimentos foram significativas, o
que exige uma avaliacdo de concomitantes para melhorar a exatiddao. Além disso, é
recomendavel que mais um procedimento analitico seja utilizado para comparagdo das
anélises das amostras.

Apesar das recuperacdes observadas, o procedimento proposto apresenta
frequéncia analitica e faixa linear similares as do procedimento de referéncia.
Entretanto, este apresentou sensibilidade quatro vezes maior, sendo a principal

vantagem do procedimento desenvolvido.
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5. CONCLUSOES

Os estudos mostraram que a MELLD tem potencial para a analise de aguas
naturais visando a determinacdo de P,. Em comparacdo com o procedimento de
referéncia, apesar de apresentar etapas adicionais, 0 procedimento proposto apresentou
sensibilidade quatro vezes maior, 0 que € muito importante para a determinacao de P,
em aguas naturais.

A anélise das amostras de agua de rio e mar resultaram em recuperagdes pouco
satisfatorias sendo necessarios estudos adicionais para melhorar a exatiddo do
procedimento, como a avaliacdo da presenca de matéria organica que pode competir

com o MB durante a extracao.

6. PERSPECTIVAS

Em continuidade a este trabalho, a aplicacdo da técnica para amostras reais se
mostra como o principal objetivo, uma vez que a MELLD se mostrou efetiva para
extracdo do azul de molibdénio, embora os estudos de recuperacdo nao tenham
mostrado resultados satisfatérios. Para tanto, devera ser avaliada a presenca de
concomitantes como matéria organica, ions ferro (I11), e ortossilicato. De acordo com
esses estudos, serdo avaliados procedimentos para preparo de amostras ou utilizacdo de
reagentes adicionais para minimizar as interferéncias.

Além disso, vale ressaltar que o cloroférmio é um solvente organico clorado, e
sua substituicdo é desejavel, apesar do volume utilizado por amostra ser de 200uL.
Sendo assim, outros solventes, como alcoois de cadeia longa poderdo ser avaliados. O
tratamento dos efluentes também deve ser considerado, como por exemplo, a utilizagéo

processos oxidativos avangados.
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