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RESUMO

Presente no ambiente como um nutriente para plantas, o fésforo pode ser prejudicial em excesso por causar
crescimento desenfreado da vegetacdo e gerar custos adicionais na coleta e desinfec¢do da dgua, de forma que
se faz necessdria a determinacido do composto segundo a legislacdo vigente.

O presente trabalho buscou comparar metodologias para analise de fésforo aplicdvel em dgua bruta. O método
colorimétrico é utilizado hd décadas por grande mimero de laboratérios, sendo recomendado por 6rgios
internacionais competentes (EPA, Standard Methods) e utiliza digestdo 4cida e uso de reagentes para conversao
do fésforo a composto cromdforo passivel de andlise por espectrofotdmetro UV-Vis.

Propde-se o emprego de ICP-OES, equipamento costumeiramente utilizado para andlise de metais, junto a
digestdo de amostras com &4cido oxidante em forno micro-ondas e emiss@o de radiacdo apds atomizagdo e
excitacdo por plasma de argdnio. E uma metodologia que exige menor consumo de reagentes e manipulagio de
amostra, ganho de tempo analitico e possibilidade de automacao.

Os resultados obtidos comprovam melhor mineralizagdo de amostra com uso de digestdo 4dcida em sistema
fechado, baixa influéncia de interferentes adicionados em solugdo padrido e maior sensibilidade ao analito para
o método proposto.

PALAVRAS-CHAVE: Fosforo, colorimetria, ICP-OES.

INTRODUCAO

O fésforo faz parte de um ciclo biogeoquimico natural, presente como componente estrutural de seres vivos,
sendo sua forma soldvel (fésforo inorganico presente na forma de ortofosfato, PO4>) utilizada como adubo [1].
Sua presenca em corpos d’agua se da pelo lancamento de insumos agricolas e efluentes de industrias, e sua alta
solubilidade faz com que a d4gua esteja excessivamente carregada de nutrientes, causando eutrofizac@o da dgua,
que é o crescimento desordenado de algas e outras plantas aquaticas. Além de alteracdes no ecossistema, a
diminuicdo da oferta de oxigénio dissolvido (OD) por conta do aumento da floragdo de fitoplancton e
cianobactérias prejudica a vida aquética [3] e altera a operacdo de represas e estacdes de tratamento de dguas
(ETAs) e esgotos (ETEs), com controles adicionais por conta da alteragao de outros parametros como cor, gosto
e odor, turbidez, perda da eficiéncia no tratamento da 4dgua, necessidade de aplicacdo de volumes maiores de
floculantes e outros materiais de tratamento, favorecimento do crescimento de cianobactérias, entre outros [4].
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A legislacdo em vigor considera o fésforo como micropoluente inorgénico e limita sua concentracdo entre 0,02
e 0,10 mg/L a corpos d'dgua doce de classe 1 (utilizados para consumo humano apds tratamento simples) e entre
0,05 e 0,15 mg/L & corpos d'dgua doce de classe 3 (para irrigacdo, pesca e consumo de animais) [5]. A tabela 1
abaixo resume os valores praticados por ambiente. A concentracio oscila conforme um ambiente I€ntico (baixa
velocidade de correnteza da dgua) e Idtico (alta velocidade). A importincia ambiental do controle da

concentragio de fésforo total também estd em seu uso como um dos pardmetros para avaliar o Indice de
Qualidade da Agua (IQA), que avalia a adequagdo da dgua em trechos de rios [18]
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Tabela 1: Valores permitidos pela legislacio CONAMA 357 para fésforo em agua doce

PARAMETRO PARA FOSFORO CLASSE 1 (mg/L) CLASSE 3 (mg/L)
Ambiente 1éntico 0,020 0,050
Ambiente intermediario 0,025 0,075
Ambiente 16tico 0,100 0,150

Os vérios métodos espectroquimicos e eletroquimicos sugeridos pela literatura [3] para a andlise de fésforo
iniciam-se, em geral, com uma conversao dos diferentes alétropos em ortofosfato solivel [7], procedimento
realizado com digestdo em acido ou outro reagente. Métodos colorimétricos exigem a adi¢io de reagentes para
formacdo de um composto croméforo com fésforo e andlise da absor¢do de radiagdo emitida por
espectrofotdmetro UV-Vis [2]. J4 a andlise por espectrometria de emissdo atdbmica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES) [6] dispensa essa tltima etapa, sendo um pequeno volume de amostra aspirado para sofrer
nebulizacdo do solvente e atomizagdo por conta de exposi¢c@o a tocha de argdnio, alcancando temperaturas entre
6000 e 8000 K e realizando excitacdo eletronica, de forma a quantificar a radiacdo emitida. Outras diferencas
podem ser percebidas, como uso de diferentes reagentes, necessidade de derivatizagdo (determinagdo indireta),
custo econdmico, toxicidade, conservacio do analito, entre outros [3].

OBJETIVO

Fazer comparativo entre o método colorimétrico e espectroscépico para determinacgio de fésforo total de forma
a implementar técnica analitica para amostras de dgua bruta (anterior ao tratamento) mais eficiente, visando
reducdo de custos e automacao.

METODOLOGIA E PROCEDIMENTOS UTILIZADOS

e Instrumentagdo

Utilizou-se um espectrofotometro UV-Vis Evolution 300 (Thermo Scientific) e um ICP-OES iCAP 7400 Duo
(Thermo Scientific). A digestdo (abertura) para analise colorimétrica foi realizada em chapa aquecedora L4500
(Lactea), enquanto que para andlise espectrométrica esta foi aberta em forno micro-ondas Ethos Up (Milestone)
utilizando vaso fechado sob pressdo.

e Reagentes

Para andlise colorimétrica utilizou-se dgua deionizada (reagente), persulfato de potdssio 5%, acido sulfirico
30%, hidroxido de sédio 50%, fenolftaleina 0,5%, cloridrato de hidroxilamina 25%, molibdato de aménio 2,5%
e cloreto estanoso 2,5%.

Para andlise espectrométrica utilizou-se dgua reagente e acido nitrico 60%. Para ambas as andlises se utilizou
solugcdo padrdo de foésforo inorganico (fosfato) 1000 mg/L, fésforo organico (adenosina 5’-monofosfato sal
dissédico) 1000 mg/L, ambas com certificado de rastreabilidade NIST.

e Amostras

Para o estudo comparativo 3 solu¢des padrio foram preparadas com dgua reagente e dilui¢do da solug@o primdria
de fésforo inorgénico (0,05 mg/L; 0,5 mg/L; 2 mg/L) e 3 solugdes padrdo com solug@o primdria de fésforo
inorganico e organico em propor¢do (40:1) (0,205 mg/L; 1,025 mg/L; 10,25 mg/L).

A partir da solucdo de fésforo organico, também se preparou solu¢do padrao de trabalho (0,050 mg /L; 0,02 mg
/L) por dilui¢do do padrdo primdrio, e padrdes para curva de calibragdo (0,01 mg /L; 0,25 mg /L; 0,50 mg /L;
1,00 mg /L; 1,50 mg /L; 2,00 mg /L; 3,00 mg /L; 4,00 mg /L; 5,00 mg /L; 6,00 mg /L).
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Foi realizada coleta de 10 amostras de dgua bruta. As amostras e os padrdes foram conservados com adigdo de
dcido sulfirico 30% até pH < 2 e refrigeradas entre 2 e 6°C. A conservagdo permite andlise em até 28 dias [7].

FENASAN

e Preparacdo colorimétrica

Para um Erlenmeyer de 250 mL, transferiu-se 50 mL de amostra, 2 mL de dcido sulfirico e 10 mL de persulfato
de potdssio, aquecendo a solu¢do em chapa aquecedora até redugao do volume entre 10 e 15 mL. Acertou-se o
volume do frasco entre 25 e 30 mL com 4gua reagente, adicionou-se 2 gotas de fenolftaleina e alcalinizou-se o
meio com hidréxido de sédio até surgimento de cor rosa. A base foi neutralizada com 4cido sulfirico até
mudanga de cor para incolor. Transferiu-se a solug@o para baldo volumétrico de 100 mL, acertou-se o volume
com 4gua reagente e transferiu-se 20 mL para tubo de Nessler. Desse serdo transferidas aliquotas

No tubo de Nessler adicionou-se 800 uL. de molibdato de amdnio e 100 uL de cloreto estanoso de forma a gerar
o azul de fosfomolibdénio (equagdes 1 e 2), um composto de composicdo indefinida [9], sendo feita a leitura da
absorbancia em duplicata a 690 nm e entre 10 e 12 minutos da adi¢do dos dois ultimos reagentes. O preparo e
analise dos padrdes da curva de calibragdo e as amostras foram feitos na mesma temperatura e intervalo de
tempo por conta da sensibilidade da cor a esses pardmetros. Esse método € apropriado para determinagdes de
baixas concentragdes (< 7 pug/L) [8].

PO+* + 12 MoO4? + 27 H* — H3sPO4 (M003)12 (Acido fosfomolibdico) + 12 H20 equacdo (1)
H3PO4 (M0O3)12+ SnCl: (agente redutor) —> Azul de fosfomolibdénio equagdo (2)

As medi¢des foram feitas utilizando lampada de xenonio, abertura de fenda 4nm, velocidade de corrida 600
nm/min e intervalo de leitura Inm. A curva de calibracdo foi construida com uma solugd@o branco e 7 solugdes
padrio com concentraciio variando de 0,005 a 3,0 mg/L. O valor de R? > 0,990 obtido indica boa linearidade
para quantificacdo das amostras.

e Preparacdo espectrométrica

45 mL de amostra e 5 mL de 4cido nitrico foram transferidos para um vaso do micro-ondas, tampado,
condicionado no carrossel e digerido no micro-ondas por 20 min, sendo 10 min de aquecimento até 170°C e 10
min mantendo essa temperatura [10]. Foram preparadas duplicatas de amostras de dgua bruta para digestdo com
acido sulftrico 30%.

Ap6s aguardar o forno alcangar temperatura ambiente, a solucdo foi transferida para tubo Falcon e levada para
leitura a 177,485 nm em duplicata. Antes da amostra € injetado um branco, 10 solu¢des padriao da curva com
concentracdes variando entre 0,01 a 6,00 mg/L um padriio (check) e outro branco. O valor de R*>> 0,995 e a
reproducdo do check entre 80 e 120% obtidos, sd@o condicdes necessdrias do controle de qualidade para o
prosseguimento das andlises.

As medigdes foram feitas com a tocha no modo axial, utilizando poténcia de 1150 W, 15 s de tempo de
exposi¢ado, 0,5 L/min de fluxo de gds auxiliar, 5 L/min de fluxo de gas principal, 0,5 L/min de fluxo de gas do
nebulizador e 50 RPM de velocidade da bomba peristaltica.

e Teste do comprimento de onda

O banco de dados do ICP-OES sugere comprimentos de onda para cada analito, estimando a intensidade da
radiacdo emitida do fésforo e possiveis interferentes que emitem em comprimento de onda préximo e causem
sobreposicdo espectral [11]. Como o sistema permite a leitura de multiplos comprimentos de onda em uma tinica
andlise, 7 comprimentos (Figura 1) de maior intensidade e menor interferéncia foram testados.
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[] | 177.495 {4590} 150000 |
[] |178.284 {483} 110000 |
[] |213.618 {458} 90000 |
[] |185.942 {481} 65000 |
|
|
|

178.766 {489} 60000
] | 214.914 {457} 50000
[] | 185.891 {481} 40000

Figura 1: Comprimentos de onda analisados com suas respectivas intensidades.

O valor entre colchete refere-se a ordem de difracdo, a posi¢ao onde a radia¢do emitida incide no detector. A
coluna State indica se radia¢do emitida € atdmica (I) ou idnica (II).

ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

e Comprimento de onda e curva de calibragdo

A escolha do melhor comprimento de onda deve ser feita considerando critérios de linearidade (R?), a reprodugio
do valor do check e baixo valor de branco (indicando a auséncia de falsos positivos), a intensidade do analito
(diretamente proporcional a sensibilidade) e a de interferentes, de forma a minimizar efeito de matriz [13]. A
figura 2 apresenta os espectros dos elementos préximos ao comprimento de onda do f6sforo.
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Figura 2: Espectros dos comprimentos de onda testados.

Possiveis contaminagdes podem ser causadas por interferéncia espectral (componentes que emitem radiagdo em
comprimento de onda igual ou préximo do fésforo) [14]. No caso de haver sobreposicdo de espectros, deve-se
eliminar o concomitante, enquanto que o erro causado por emissdes proximas dependerd da abertura do
monocromador que separa a linha de emisséo, de forma que menores aberturas levam a uma leitura mais exata,
porém a menor passagem de energia diminuird a intensidade do sinal [16]. Dessa forma, alguns comprimentos

de onda podem ser preteridos, como o 183,891 nm pela baixa intensidade e 0 214,914 nm pela grande quantidade
de interferentes.

As concentragdes obtidas estdo representadas abaixo (Tabela 2). Durante a constru¢do da curva buscou-se ter
em seu intervalo o menor valor midximo permitido para legislacio (VMP), de forma a estar apta para o
atendimento da resolucio CONAMA. Como o software de quantificacdo utiliza os valores do Branco 1 como
primeiro ponto da curva, o valor foi uniforme para todos os comprimentos de onda.
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Tabela 2: Concentracao obtida dos comprimentos de onda testados durante construcio da curva de
calibracio.
Conc. Alvo P P P P P P P
(mg/L) 178.284 | 177.495  213.618 185942 @ 178.766 @ 214914 = 185.891
Branco 1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,010 0,027 0,013 0,009 -0,011 0,032 0,007 -0,014
0,250 0,234 0,233 0,229 0,179 0,200 0,225 0,213
0,500 0,476 0,489 0,485 0,460 0,433 0,484 0,537
1,000 0,994 0,977 0,988 0,948 0,952 0,994 0,955
1,500 1,441 1,480 1,468 1,443 1,472 1,475 1,414
2,000 1,950 1,934 1,932 1,930 1,935 1,942 1,981
3,000 2,973 2,989 2,957 2,986 2,951 2,982 3,011
4,000 4,082 4,074 4,071 4,080 4,110 4,067 4,023
5,000 4,917 4,938 4,915 4,927 4,939 4,926 4,996
6,000 6,063 6,040 6,080 6,067 6,047 6,055 6,017
Check 3,080 3,040 3,060 3,013 3,049 3,038 3,032
(3 mg/L)
Branco 2 0,035 0,006 0,002 -0,054 -0,045 0,001 0,047
R? 0,999 1,000 0,999 0,999 0,999 1,000 1,000

A partir dos valores do Branco 2, pode-se verificar a contaminac¢io externa (solu¢des, vidraria ou ambiente de
trabalho) [15]. Valores negativos podem indicar contaminacdo do Branco 1 ou varia¢cdes do equipamento. A
Figura 3 compara os valores recuperados do check a partir da equagao 3:

R =(VA*100%)/VT (equagdo 3)
Sendo VA: Valor alcancado e VT: Valor teérico.

Comparativo de check
103.0%
102,5% -

102,0% -

1101.5% -
101,0% -
100,5% -
100,0% -
99,5% - : : : : : :
P P P P P P P

178.284 177495 213.618 185942 178.766 214914 185.891
Comprimento de onda/ nm

eracao

Recup

Figura 3: Valores de check recuperados nas curvas

Considerando os critérios estabelecidos, optou-se por trabalhar com o comprimento de onda 177,495 nm, por
esse apresentar intensidade mais visivel (a maior dentre os testados), poucos interferentes e com baixa
intensidade de emissdo, sua curva teve 6tima linearidade (R? = 1,000), e o check apresentou a segunda melhor
recuperacdo (préoximo de 100%). Outros comprimentos de onda apresentaram resultados satisfatérios e podem
ser utilizados alternativamente.
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Para realizar a liberacdo do fésforo em ortofosfato e oxida¢do da matéria organica, podem-se utilizar varios
reagentes como perdxido de hidrogénio, persulfatos e dcidos oxidantes [7]. Buscou-se fazer uma comparacao
entre agentes oxidantes para digestdo de amostra em sistema fechado. Foi escolhido dcido sulfirico pelo baixo
preco e por ser utilizado como conservante apds coleta de amostras, e dcido nitrico por este ser utilizado em
medicdes multielementares de metais. Os resultados encontram-se na tabela 3.

Para o tratamento dos dados utilizou-se as equacdes 4 a 6, de forma a verificar resultados uniforme e que atendam
ao controle de qualidade (dentro do limite de precisdo).

LP = {2*[1-(0,5*log C)}/100}*CM (equacdo 4)
Sendo LP: Limite de precisido (ou aceita¢io), C: Concentracio ajustada e CM: Concentracio média.

D= | Ci-C2 | (equacdo 5)
Sendo D: Diferenca nas duplicatas, Ci: Conc. amostra 1 e Cz: Conc. amostra 2.

DC=Se-1<(D/LP)<1 (equagido 6)
Sendo DC: Duplicata conforme.

Tabela 3 — Avaliacio da digestdo com diferentes acidos

Amostra | Acido | Concentragio CM/ D/ mg/L LP Valor Duplicata
/ mg/L mg/L normalizado | conforme?

H,SO4 1,7037

AB, HNO; 17704 1,737 0,0667 0,2558 -0,2608 SIM
H,SO4 0,0128

AB; HNO: 0.0113 0,012 0,0015 0,0037 0,4001 SIM
HoSO4 2,3886

AB;3 HNO» 2.4708 2,430 0,0822 0,3401 -0,2417 SIM
H,S0O4 5,5064

ABy4 HNO; 5.7090 5,608 0,2026 0,6922 -0,2927 SIM
H,S0O4 0,0061

ABs HNO; 0.0058 0,006 0,0003 0,0021 0,1457 SIM
HoSO4 0,0284

ABg HNO: 0.0221 0,025 0,0063 0,0070 0,8963 SIM
HoSO4 0,0376

AB7 HNO; 0.0325 0,035 0,0051 0,0093 0,5492 SIM
H,S04 0,0194

ABg HNO; 0.0198 0,020 0,0004 0,0057 -0,0706 SIM
HoSO4 0,0091

ABy HNO: 0.0080 0,009 0,0011 0,0028 0,3927 SIM
H,SO4 0,0091

ABio HNO: 0.0085 0,009 0,0006 0,0029 0,2090 SIM

Legenda: AB: Amostra de agua bruta; CM: Concentracio média; D: Diferenca nas duplicatas; LP:
Limite de precisao.

Como as duplicatas mostraram resultados proximos, percebe-se que ambos os acidos podem ser utilizados para
abertura de amostra. Optou-se por utilizar o acido nitrico, pois a amostra de fésforo pode ser utilizada para
andlise de metais, e a conservacao desta apds coleta ndo poderia ser feita com H>SO4 por conta da precipitacio
de alguns metais como sulfatos. O 4dcido nitrico € um reagente menos reativo do que o sulfiirico, sendo de
manuseio mais seguro para o analista.

AESABESP - Associacao dos Engenheiros da Sabesp 8
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e Comparagdo entre métodos.

Pela comparacao das etapas de preparacdo de amostra (Figura 4), percebe-se que o método colorimétrico estd
sujeito a imprecisdes por conta do maior manuseio e cinética da reag¢do por conta do pouco tempo para leitura
da amostra apds formagdo do composto croméforo. Enquanto que o método espectrométrico requer apenas a
digestdo, permitindo preparacio mais 4gil, com menos interferéncia do operador e de menos reagentes.

Adicio de NaOHe

i Abertura com o Formacfo da Medigdo
Agua bruta H2304 +K2520% neutralizagdo com coloragio colorimétrica
H2504
Agua bruta Abertura com HNO3 Medicio espectrométrica

Figura 4: Fluxograma de analise por UV-VIS (acima) e ICP-OES (abaixo)

Outra diferenca primordial estd na curva de calibragdo. O espectrofotdmetro é operado com uma faixa menor de
trabalho se comparagdo com ICP-OES por conta de desvios da Lei de Beer em altas concentracdes [19],
requerendo dilui¢des (causando aumento do tempo analitico) para medicdes.

Para verificar os resultados de ambos os métodos, foram feitas andlises de padrdes foram analisados por UV-
Vis e ICP-OES (Tabela 3). Para o primeiro teste foi utilizado padrdo de fosforo inorganico para verificar a
resposta do equipamento, ji que esse composto ndo requer digestdo para andlise. O segundo teste foi feito com
uma mistura de fésforo inorganico e orgédnico de forma a testar eficiéncia de digestdo utilizando uma amostra
fortificada (spike) [13].

A verificacdo das amostras também seguiu as equagdes 4 a 6.

LP = {27[1-(0,5*1og C)]/100}*CM (equagdo 4)
Sendo LP: Limite de precisao, C: Concentracio ajustada e CM: Concentracido média.

D= | Ci-C | (equacdo 5)
Sendo D: Diferenca nas duplicatas, Ci: Conc. amostra 1 e Cz: Conc. amostra 2.

DC=Se-1<(D/LP)<1 (equagdo 6)
Sendo DC: Duplicata conforme.
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Tabela 3: Resultado do estudo intralaboratorial
Descrigao da C/ mg/LP Limite de Colorimetria ICP-OES
amostra aceitacdo / % Recuperacdo / | Recuperacdo /
% %
Agua reagente com 0,01 +32% 130% 112%
pad.rﬁo de ff')SfOrO 0,05 +25% 104% 88%
inorganico 0,50 +18% 97% 86%
Agua reagente c/ 0,205 +20% 90% 103%
padrdes de fésforo 1,025 +16% 89% 88%
inorganico e 10,25 +11% 99% 90%
organico

Como todas as concentragdes obtiveram recuperacido dentro do limite de aceitacdo, todos os padrdes tiveram
boa reproducdo. O limite de aceitacdo € uma aplicacdo do teste de Horwitz, utilizado para comparagdes
interlaboratoriais [20].

Pelos resultados também € possivel verificar a eficiéncia da digestdo de amostra para ambos os sistemas. O uso
de forno micro-ondas permite controle da pressao e temperatura da reacdo (sistema fechado), fatores que podem
alterar o potencial do agente oxidante e garantir a oxida¢@o do analito e a degradac¢do da matéria organica (MO),
permitindo uma melhor mineralizacdo da amostra. A digestdo por chapa aquecedora (sistema aberto) estd sujeita
a contaminacio de interferentes no ar e pode levar a perda de compostos volateis [17]. Além disso, a digestdo
em chapa € individual, enquanto que o forno permite digestdes simultaneas e sem necessidade da presenga do
operador.

Para o ensaio por ICP, é importante a degradacdo da MO. Como amostras de dgua bruta estdo carregadas de
compostos orgdnicos, sua presenca poderia levar a entupimento/contaminag¢do dos capilares, alteracdes na
viscosidade e tensao superficial do solvente (variando a taxa de nebulizacio), uma matriz mais complexa, entre
outros.

CONCLUSAO

Verifica-se pelos resultados obtidos o potencial do método de andlise por ICP-OES, de forma que a otimizacao
de pardmetros como a escolha do comprimento de onda adequado permite minimizar o impacto de interferentes
e aumentar a sensibilidade ao analito. Ainda assim, diante das necessidades analiticas e da complexidade da
matriz, os testes indicam que o uso de outros comprimentos de onda € vidvel.

O método de digestdo por forno micro-ondas mostrou-se efetivo para oxidar o analito, mesmo com matrizes
mais complexas (com presenca de interferentes que prejudicam o ensaio por colorimetria), e para evitar perda
de compostos. A manipulacdo humana e tempo analitico do método por ICP-OES sao menores, diminuindo
erros e aumentando eficiéncia do laboratdrio.

Além do menor consumo de reagentes, laboratdrios que realizam andlise de metais e outros micropoluentes
inorganicos podem se beneficiar do acoplamento de andlises. Com a possibilidade de automagao, essa andlise é
interessante para laboratérios com grande demanda. A redugio na geragdo de residuos para descarte, visto que
a quantidade de reagentes utilizada na técnica por ICP-OES ¢é muito menor com relagio a técnica colorimétrica,
também torna a op¢ao mais atraente do ponto de vista de preservacdo do meio ambiente.
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