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RESUMO

Souza, Fernanda de Lourdes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2008. Determinacdo espectrométrica de fenol em amostras aquosas
utilizando um sistema aquoso bifasico, constituido pelo copolimero L35 e
o sal sulfato de litio. Orientadora: Maria do Carmo Hespanhol da Silva, Co-

Orientadores: Luis Henrique Mendes da Silva e Jane Sélia dos Reis Coimbra.

Neste trabalho foi desenvolvido um novo método espectrofotométrico
simples e ambientalmente seguro para a determinacdo de fenol em amostras
aquosas. O método baseia-se na reagdo do nitroprussiato de sodio (NP),
hidrocloreto de hidroxilamina (HH) e fenol em meio bdasico resultando em um
composto de coloragdo azul-esverdeado decacianodiferrato ([Fey(CN);o]'™). Esta
reacao foi realizada em um sistema aquoso bifasico (SAB) formado pelo
copolimero tribloco poli-(6xido de etileno)-bloco-poli(6xido de propileno)-
bloco-poli(6xido de etileno), (EO);(PO),(EO);;, com massa molar média
numérica igual a 1900 g mol™ (L35) com 50% de EO, sulfato de litio ¢ 4gua. O
produto formado na reacao se transfere preferencialmente para a fase superior do
SAB onde ¢ concentrado. A quantificagdo do fenol ¢é realizada indiretamente
através da medida de absorbancia do produto da reagdo, via um
espectrofotdometro de absor¢do molecular na regido do UV/visivel. Foram
investigados varios parametros a fim de se obter as melhores condicdes
experimentais: tempo de agitacdo, comprimento da linha de amarracdo (CLA),
concentracdao dos reagentes, pH do meio e tipo de eletrdlito formador do SAB.
Os parametros que originaram melhores resultados analiticos foram: agitagcdo
manual por cinco minutos, CLA igual a 43,77 % (m/m), concentracio de NP
igual a 1669,9 mg kg™ de NP, concentracdo de HH igual a 177,20 mg kg™, pH =
12,00 e eletrdlito formador do SAB sulfato de litio. Apds obtengdao dos melhores
parametros analiticos o método foi aplicado para a determinacao de fenol em

diferentes amostras de agua. Estas foram dopadas com 0,5000 mg kg™ de fenol
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originando recuperacdes quantitativas entre 98% e 113 %. Sob estas condicdes a
faixa de trabalho variou de 0,2500 a 2,000 mg kg™ com coeficiente de correlagio
linear igual a 0,99948. O coeficiente de variacdo foi igual a 0,113 % para
concentracdo de fenol igual a 0,5000 mg kg’ e o limite de deteccdo e

quantificagio foram 0,0426 mg kg™ e 0,141 mg kg™’ respectivamente.



ABSTRACT

Souza, Fernanda de Lourdes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, august
2008. Spectrometric determination of phenol in agqueous samples using a
two phase system with the copolymer L35 and lithium sulphate. Adviser:
Maria do Carmo Hespanhol da Silva, Co. advisers: Luis Henrique Mendes da

Silva e Jane Sélia dos Reis Coimbra.

This work developed a simple and environmentally safe
spectrophotometric method for the phenol determination in aqueous samples.
The method bases on the reaction of sodium nitroprusside (NP), hydroxylamine
hydrochloride (HH) and phenol in alkaline medium resulting in the blue-greenish
compound decacianodyferrate ([Fe,(CN)10]'° ). This reaction was accomplished
in an aqueous two phase system (ATPS) formed by the triblock copolymer poly-
(ethylene oxide) — poly (propylene oxide) - poli (oxyde etylene),
(EO),,(PO)¢(EO);;, with average molar mass of 1900 g mol™ (L35), 50% of EO,
lithium sulphate and water. The product formed in the reaction is transferred
preferentially to the superior phase of ATPS where is concentrated. The phenol
quantification is indirectly accomplished through absorbance measure of the
reaction product by a spectrophotometer of molecular absorption in the
UV/visible area. Several parameters were investigated to obtain the best
experimental conditions: agitation time, tie line lengths (TLL), reagents
concentration, pH of the medium and the type of electrolyte that forms the ATPS.
The parameters that showed the better analytical results were: manual agitation
for five minutes, TTL of 43,77% (m/m), NP concentration of 1669,9 mg kg-1,
HH concentration of 177,20 mg kg-1, pH = 12,00 and electrolyte that form ATPS
of lithium sulphate. Once it was obtained the best analytical parameters the
method was applied for the phenol determination in different water samples.
These were doped with 0,5000 mg kg' of phenol originating quantitative
recoveries between 98 to 113%. Under these conditions the range varied from

0,2500 to 2,000 mg kg'1 with lineal correlation coefficient of 0,99948. The
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variation coefficient was 0,113% for the phenol concentration of 0,5000 mg kg-1
and the detection limit and quantification limit were 0,0426 mg kg™ and 0,141
mg kg™ respectively.
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Capitulo 1
Revisao da Literatura
1. Introducéo

Nas ultimas décadas devido a crescente atividade industrial e
agropecudria, e conseqlientemente a contaminacdo do meio ambiente por
substancias organicas € inorganicas, observa-seé uma maior preocupagao com a
conservagao dos recursos naturais, principalmente com respeito a disponibilidade
de agua potavel e aos altos custos relativos & sua obtengdo'. Isto tem levado os
orgdos governamentais a estabelecerem limites rigidos e niveis ambientais
aceitdveis desses poluentes, exigindo-se assim métodos analiticos
ambientalmente seguros e economicamente vidveis que oferecam alta
seletividade e sensibilidade para a identificagdo e quantificacdo dessas
substancias®™.

Os sistemas aquosos bifasicos (SAB) surgem como uma alternativa
promissora, pois sdo constituidos majoritariamente por adgua, € os seus demais
componentes formadores (polimeros e eletrolitos) ndo sdo téxicos € nem
inflamaveis, o que os tornam sistemas de extragdo ambientalmente seguros.
Além disso, seus constituintes sdo comercialmente disponiveis e de baixo custo®.

Uma classe de sustancias encontradas em diversos processos industriais e
que sdao uma preocupagdo constante do ponto de vista ambiental sdo os
compostos fenolicos, considerados poluentes prioritdrios por apresentarem alta
toxicidade, bioacumula¢do nas diferentes cadeias alimentares, mesmo em baixas
concentracdes e persisténcia no ambiente’”.

Os compostos fenolicos estdo presentes nas mais diferentes concentragdes
em efluentes de varios processos industriais, tais como: fabricacdo de insumos
agricolas, presentes em pesticidas e fungicidas; processo de branqueamento da
celulose, onde se encontram os clorofenois; industrias quimicas que processam
resinas (fendlicas, epdxidas e poliamidas); industrias farmacéuticas; industrias

téxteis; beneficiamento da castanha de caju; processos fotograficos; processo de



coqueifacdo do carvao onde os fendis sdo os principais contaminantes, podendo
ser encontrados em até algumas gramas por litro; refinarias de petroleo;
fabricagdo de laminados decorativos para o setor moveleiro entre outros’™'%.

De acordo com resolugio CONAMA, artigo 21 nimero 20 (Brasil 1986),
o limite maximo de concentragdo de fenois para as classes de rio 1 e 2 (4guas
destinadas a conservag¢do da vida aquatica e ao abastecimento publico) ¢ 0,001
mg L. Os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderéo ser lancados,
direta ou indiretamente, nos corpos de agua desde que obedecam as condigdes de
apresentarem concentracdes de 0,5 mg L' de fenol'’. Na Portaria n° 518 (2004)
do Ministério da Saude, sdo estipuladas em 4guas de abastecimento
concentragdes maximas apenas para compostos derivados do fenol, tais como
pentaclorofenol (0,009 mg L) e 2.4,6-triclorofenol (0,2 mg L™). O Instituto
Nacional Norte Americano para Saude e Seguranca Ocupacional, estabeleceu
como limite de exposicdo uma concentracdo igual a 5,0 mg L' para fenol e o
limite de 2,3 mg L™ para isomeros de cresol'*.

No entanto, o método oficial da Associa¢ao de Saude Publica Americana,
APHA, adotado para a determinacao de fenol, envolve um procedimento tedioso
e oneroso de extragdo em cloroformio para alcancar os limites de quantificagdo
requeridos. Sendo assim, um procedimento de extracdo e determinacao de fenol
mais seguro e sensivel torna-se necessario'".

Neste capitulo busca-se trazer uma breve descrigdo dos compostos
fenolicos, sua importancia e aplicagdes nos diversos processos industriais, os
principais métodos de determinacdo, além de revisar a técnica de extragdo em

sistema aquoso bifasico, permitindo prever a sua aplicabilidade na determinacao

de fenol em aguas.



1.1.  Os compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sao encontrados na natureza como resultado da
decomposi¢do de substancias huimicas, ligninas e taninos uma vez que sao estes
componentes naturais da madeira (podendo representar cerca de 20 a 30%) e sao
responsaveis pelas propriedades organolépticas de muitas frutas, bebidas e flores,
tais como a cor, adstringéncia e sabor' .

Sdo encontrados em ambientes aquaticos, sendo produzidos por algas,
plantas e invertebrados, ¢ nas fezes e urina de animais, incluindo o homem,
contudo, em concentragdes bem menores que as geradas pelas atividades

17,18

antropicas Na atmosfera sdo originados principalmente de reagdes

fotoquimicas de compostos exauridos por veiculos, industrias e na fumaga de
cigarros'®'"-".

Eles sdo os principais produtos de degradacdo de pesticidas
organofosforados e fenoxidcidos clorados. Os mais representativos em aguas
tratadas sao 2-clorofenol, 2.4-diclorofenol e 2,4,6-triclorofenol3. Os nitrofenois
sao formados fotoquimicamente na atmosfera a partir de compostos exauridos
por veiculos e em diversos processos industriais.

As concentracoes de fendis nos efluentes industriais variam muito,
podendo estar entre 0 a 22 mg L™ para 4gua de producio de petréleo e gas, ou
ainda variar entre 100 a 1000 mg L' para outros processos industriais.”’O
problema mais grave do fenol ¢ o apresentado na utilizagdo das &aguas
contaminadas para fins potaveis. Aguas em concentra¢des minimas de 0,05 a 0,1
mg L' de fenol, em combinagio com o cloro, ficam com um sabor
reconhecidamente desagradavel de clorofenol®'.

A industria de celulose Kraft branqueada além de grande consumidora de
agua limpa (cerca de 30 a 60 m’ por tonelada de celulose) ¢ geradora de grandes
volumes de efluentes a serem tratados antes do langcamento nos corpos

2 X . ,
receptores™”. Estes efluentes sdo misturas complexas de materiais extraidos da

madeira (lignina, carboidratos e extrativos) durante a producio da polpa®. Além



disso, o0 uso de compostos clorados como o didéxido de cloro no branqueamento
de polpa Kraft leva a formagcdo de uma variedade de compostos organicos
clorados resultados de reacdes quimicas entre o didoxido de cloro e a lignina
remanescente na polpa apos a polpagdo, podendo ser de alta e baixa massa molar,
e incluem compostos fenolicos clorados que junto aos demais compostos
recalcitrantes sdo responsaveis pela cor e toxicidade do efluente, o que os torna
resistente a degradacdo biologica®.

Os compostos fenodlicos também s3o conhecidos como compostos
disruptivos endocrinos (ECD’s) que sdo substancias quimicas sintéticas que
podem imitar ou antagonizar o funcionamento normal do sistema endodcrino
podendo causar problemas no sistema imunoldgico e reprodutivo.

Eles estdo presentes na lista elaborada pela agéncia de Prote¢do Ambiental
dos Estados Unidos (EPA) que contém 126 poluentes prioritdrios em aguas
naturais, dos quais 113 sdo organicos, ¢ destes, onze sdo fendis substituidos,
sendo que o fenol ocupa o 11° lugar entre 126 poluentes™ >’

O fenol ¢ um composto da classe dos hidrocarbonetos aromaticos mono —
substituidos, e apresenta a formula quimica: C¢HsOH. Sao alcoois do tipo ROH,
onde R € um grupo benzénico. Os fendis diferem dos alcoois por terem o grupo
OH ligado diretamente a um anel aromatico.

E um cristal incolor ou branco em forma de agulha, pouco soliivel em
agua e com cheiro forte caracteristico, toxico e de agdo caustica sobre a pele. O
ponto de fusdo ¢ 40,71 °C e o produto comercial contém em geral menos do que
5% de 4gua. Mistura-se completamente com os solventes orginicos e sua
solubilidade a 20° C ¢ 0,083g de fenol/g de 4gua. Sdo compostos relativamente
acidos, porém menos acido que os acidos carboxilicos e podem ser convertidos
em seus respectivos sais, por solugdes aquosas de hidroxidos, conhecidos como
fenoxidos ou fenolatos. De acordo com Juang et al. (1999)*, o fenol apresenta
uma 4rea superficial de 3,05.10" m? / molécula e pKa de 9,89. Possui raio
molecular e 0,31 nm, que corresponde a um didmetro de 0,62 mm®. E

moderamente volatil a temperatura ambiente, fracamente acido, sendo ionizado



por reacdes eletrofilicas e de oxidagdo™. E considerado veneno tréfico, causando
efeito de cauterizagdao no local em que ele entra em contato através da ingestao.
Os resultados de intoxicagdao sdo nauseas, vomitos, dores na cavidade bucal, na
garganta e estdmago, entre outros. Inicialmente, hd uma excitagdao seguida por
depressao, e queda na pressdao arterial, seguida de desenvolvimento de coma,
convulsio e endemia dos pulmdes®' .

Os fenois apresentam diversas aplicagdes, citam-se: fabricacdo de
desinfetantes (fenois e cresois); preparagdo de resinas e polimeros; producao de
2,4,6- trinitrofenol ou 4cido picrico, utilizado como anti-séptico no tratamento de
queimaduras e também na preparagdo de explosivos; fabricagdo de
medicamentos, um exemplo ¢ o acido o- hidréxidobenzoico, conhecido com o
nome de 4cido salicilico do qual se obtém o acido acetilsalicilico, analgésico
conhecido comercialmente como aspirina; fabricagdo de xampus e aditivos para
Oleos lubrificantes; aplicacdes dérmicas com finalidades estéticas, tal como a

técnica de peeling® .

Nesta técnica, o fenol ¢ utilizado, pois, produz a coagulagdo das proteinas
da pele, induzindo a uma queimadura quimica, que ao longo do tempo leva ao
rejuvenescimento facial intenso, quando utilizado corretamente. Contudo,
estudos dermatologicos afirmam ser o fenol uma substancia toxica para todas as

células que penetra e permeia a pele®.
1.2. Meétodos analiticos para determinacao de fenois

As principais técnicas analiticas para a determinagdo de compostos
fendlicos incluem a espectrofotometria’, a cromatografia gasosa (CG) acoplada a
detectores como ionizagdo em chama (DIC)’’, captura de elétrons (DCE)*"® ou
ainda a um espectrometro de massa (EM)*, a cromatografia liquida de alta
eficiéneia (CLAE) em combinagio com deteccdo ultravioleta®, eletroquimica *',
ou detecgido fluorescente®, além da eletroforese capilar acoplada a diversos tipos
de detectores .

Contudo, estes métodos apresentam as desvantagens de nao permitirem



um monitoramento continuo ““in Situ”, pois sdo caros ¢ necessitam de operadores
bem treinados. Em alguns casos requerem uma etapa de extragdo ou pré-
concentragdo para alcancar os limites de quantificacdo requeridos para a
determinacdo direta de fendis em 4guas potaveis *.

Um das técnicas de extragao/pré-concentracao mais utilizadas € a extragao
liquido-liquido (ELL), devido a caracteristicas como baixo custo, boa
aplicabilidade a um grande niimero de compostos, ser simples e utilizar uma
grande variedade de solventes. No entanto, h4 uma tendéncia em substituir a ELL
pela extracdo em fase soélida (SPE) ou microextracio em fase sélida (SPME),
pois a ELL em alguns casos utiliza grandes volumes de solventes toxicos, ocorre
a formacao de emulsdes, o tempo de andlise ¢ longo e existe a dificuldade de
automagdo **. Ja a SPE requer pequenas quantidades de solventes gerando baixo
volume de residuos na anélise, ¢ de facil automacao, e ¢ mais rapida. Entretanto a
SPE é mais cara que a ELL, além de sofrer efeitos de matriz*.

A extragdo liquido-liquido (ELL) ¢é usada como técnica de pré-
concentragdo no método padrao de determinagdo de fenol em agua. Este método
¢ baseado na formag¢dao de um complexo colorido de antipirina, derivado da
reacdo da 4-aminoantipirina (4-AAP) na presenca de ferrocianeto de potassio em

pH 7,9 '*4*7_ A reacdo é mostrada na Figura 1.

(l36H5
N OH N
¢} SN~ CH; H;C ¢}
[Fe(CN)g]*
— + B —— —
OH
H,N CH, H;C N 0

Figura 1. Reagdo da 4-aminoantipirina com fenol na presenga de ferrocianeto de
potassio em pH 7,9.

O método envolve uma etapa de destilacdo onde os fenois sdo separados
de impurezas ndo volateis reagindo com a 4 - aminoantipirina (4-AAP) na
presenga do ferrocianeto de potassio em meio alcalino formando a antipirina,
cuja absorbancia ¢ lida em um espectrofotometro a 500 nm. Este corante pode ser

analisado pelo método indireto baseado na extracdo com cloroféormio e a



absorbancia medida a 460 nm. O limite de detec¢do para o método direto ¢ 0,01
mg L' e para o método indireto 0,001 mg L™

Este método tem a vantagem de ser simples, de baixo custo e facilmente
reprodutivel. Contudo, ainda apresenta algumas deficiéncias por apresentar os
resultados de quantidades de fenol total, dos quais se incluem o fenol, fendis orto
e meta substituidos, e os fendis para substituidos nos quais os substituintes sao os
grupos carboxila, haletos, metoxila ou sulfonicos. O método ndo determina os
fenois para-substituidos onde a substituicdo ¢ um radical alquila, arila, benzoila
ou um grupo aldeido por nao reagirem com a 4-AAP. Além disso, apresenta alta
sensibilidade a variacdes de pH, o produto da reacdo de alguns compostos
fenolicos ndo podem ser extraidos com cloroformio e utiliza solventes toxicos ao
meio ambiente'”,

Um método que tem merecido destaque foi descrito por Nagaraj et al. [48]
baseado na reagdo entre o fenol, pentacianonitrosilferrato de s6dio ou comumente
chamado de nitroprussiato de sédio (NP) e hidrocloreto de hidroxilamina (HH)
em meio basico, formando um complexo de cor azul ([Fe,(CN);0]'") segundo a
reagdo mostrada na Figura 2 *. O método ¢ rapido e sensivel quando comparado
ao método padrdo, embora ndo seja satisfatorio para a determinacao de fenol em

baixas concentragdes, alcangando um limite de deteccao igual a 0,1 mg L

OH (O}

2[Fe(CN)sNOJ>  + 2 + G6NH,OH  + 60H ~ —=

(5
o-

[Fe;(CN)jol'™  + 2 © + 3N, +  12H,0
NO

Figura 2. Etapas da reacio entre nitroprussiato de sodio, hidroxilamina e fenol *.



Para melhorar o método descrito anteriormente, Kang et al. * propuseram
um novo método sem diluicdo das amostras, € estudou os parametros que podiam
influenciar a determinacao do fenol, como: comprimento de onda (A1) de maxima
absorcao, efeito das quantidades de reagentes, tempo de reacdo e estabilidade,
ordem de adicdo dos reagentes e temperatura, além de investigar o mecanismo da
reacdo, a composic¢ao € a estrutura do produto formado.

1.* envolve um passo de pré-

A metodologia proposta por Kang et a
destilagdo das amostras, sendo todos os reagentes preparados em agua destilada
sem fenol. A adi¢do dos reagentes segue a seguinte ordem: solugdo de fenol,
solu¢do de nitroprussiato, hidrocloreto de hidroxilamina e solu¢do tampao em pH
12,00. Os tubos sdo agitados e apds 15 minutos ¢ lida a absorbancia contra o
branco (4gua destilada).

Os resultados mostraram que o maximo de absorbancia ocorre a 700 nm.
O método modificado alcancou melhor limite de deteccdo (0,05 mg L™), boa
precisdo (desvio padrao relativo=1,3%) e boa recuperacdo do analito (98%).
Sendo que valores de teste F nao mostraram diferengas significativas entre o
método proposto e 0 método padrao empregando a 4-aminoantipirina.

Dos métodos cromatograficos, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) ¢ um dos métodos mais frequentemente utilizados na andlise de
compostos fendlicos. Neste caso normalmente um passo de pré-concentracao €
utilizado antes da andlise cromatografica, como a SPME. A CLAE equipada a
deteccao ultravioleta (UV) e eletroquimica (DE) foi utilizada para analisar 11
compostos fenolicos, utilizando fibras de poliacrilato para extrair os analitos da
amostra aquosa, obtendo uma faixa linear de 0,005 a 30 mg L™ para a deteccio
UV e 5x10° a 0,1 mg L para a detecgdo DE. O limite de detec¢io (LD) foi entre
0,001 ¢ 0,018 mg L' para a detec¢do UV e 1x10” a 0,012 mg L™ na detecgio
DE. Os desvios padrdes relativos foram entre 12,2 e 15,3 % para repetibilidade e
reprodutibilidade respectivamente. Na deteccdo UV os desvios padrdes relativos
foram entre 13,2 e 18,5 respectivamente. O método quando aplicado a amostras

de rios mostrou resultados similares a d4gua deionizada (Milli-Q) indicando que a



presenca de componentes da matriz, tais como acidos himicos e fulvicos nao
interferiram na extracdo dos compostos fendlicos *'.

A cromatografia gasosa ¢ bastante explorada no sentido de se avaliar
outros métodos de pré-concentracdo, que utilizem pouco ou nenhum solvente.
Esta técnica, acoplada a outros tipos de detectores permite obter os resultados em
baixos niveis de concentragdo em pequeno intervalo de tempo. A técnica de
SPME-CG-MS foi recentemente validada estatistica e experimentalmente para a
analise de fendis e clorofendis em &guas tratadas e brutas. As condig¢des
otimizadas foram obtidas usando fibras de poliacrilato, 20 mL de amostra, 10%
de NaCl, pH 4,0 e extragao direta a 35 °C e¢ 1000 rpm, por 40 min. O método
atendeu aos critérios de linearidade sendo o coeficiente de correlacdo R*>>0,99 ¢ o
coeficiente de variagdo menor que 10 % (valor maximo requerido para o
método). Os limites de quantificacao (LQ) para fenois e clorofendis foram entre
5,3x107 ¢ 9,1x10” mg L. A repetibilidade foi entre 11% e 19% para a menor
concentragdo e 5,4 ¢ 18% para a concentracdo mais alta. A recuperacao e os
efeitos do cloro livre estudados demonstraram que os efeitos de matriz sdo mais
significantes em 4aguas tratadas do que em 4guas superficiais, no entanto, a
adicao de tiossulfato de s6dio permitiu aproximadamente 100% de recuperagao
para a maioria dos compostos estudados °.

A técnica de cromatografia gasosa empregada com detec¢do por ionizagdo
em chama também foi avaliada para a determinacdo de fenol urinario de
trabalhadores do setor de macharia de uma industria de pegas sanitdrias. A
técnica demonstrou ser precisa e exata com valores adequados de sensibilidade e
linearidade (R* > 0,99). Em termos de recuperagdo a técnica empregada
apresentou-se satisfatoria demonstrando uma perda aceitavel frente as condic¢oes
propostas (recuperagio superior a 87% para o fenol)*’.

Apesar dos bons resultados, as técnicas de CG e CLAE, ainda convivem
com problemas tais como, complicados procedimentos de preparacao da amostra,
alto custo e longo tempo de andlise, por isso técnicas como a fluorescéncia por

laser-induzido (LIF) tem sido investigada. Como a maioria dos hidrocarbonetos



aromaticos sdo excitados no ultravioleta e na faixa espectral visivel, a alta
intensidade do sinal fluorescente pode ser usado para a deteccao destes
contaminantes. A técnica foi aplicada no monitoramento in Situ dos niveis
ambientais de EDCs fenolicos e apesar de problemas tais como a seletividade na
distingao dos compostos, os resultados foram comparaveis aos obtidos por CG-
MS mostrando uma tendéncia consistente em termos de variagdo sazonal e
categorias locais, mostrando ser uma ferramenta poderosa para deteccdo de
contaminantes on line e in situ em ambientes aquaticos, tendo como vantagens a
reducao de custo e tempo na andlise e evitando complicados procedimentos
experimentais como amostragem, clean-up e extragio’' ™.

Outra técnica recentemente bastante discutida e avaliada baseia-se na
utilizacdo de biossensores para a determinagdo de fendis. O biossensor ¢ um
dispositivo que combina a especificidade de um elemento biologico ativo para o
analito de interesse com a sensibilidade de um transdutor para converter o sinal
proporcional a concentracdo do analito. Esta técnica tem se destacado por
apresentar como caracteristicas Unicas: seletividade; relativo baixo custo de
construcao e estocagem; potencial para miniaturizacao; facilidade de automagao
e construgdo de equipamentos simples e portateis para um monitoramento in Situ
rapido. Porém apresentam a desvantagem de ndo serem mais uma das técnicas
analiticas classicas, mas sim atuarem como um complemento a elas, pois alguns
biossensores ainda podem apresentar problemas de estabilidade®*.

Além destas técnicas, a titulagdo potenciométrica, a polarografia, sensores
de quartzo piezométricos, adsor¢ao em silica, extracao liquida e cristalizagdo, sdao
utilizados para a determinagio de fenol™.

Apesar das metodologias existentes, o desenvolvimento de ferramentas
analiticas que superem as limitacdes destas técnicas ainda € necessario. Uma vez,
que se busca um meétodo que reuna ndo s6 a especificidade, ou a alta

sensibilidade, mas que sejam menos poluentes e principalmente economicamente

viaveis.

10



1.3. Sistemas Aquosos Bifasicos

Os sistemas denominados sistemas aquosos bifasicos (SAB, ou em inglés
aqueous two-phase system, ATPS), surgem como uma técnica analitica de
extracdo alternativa para substituir as tradicionais técnicas de extracao liquido-
liquido (ELL) que fazem uso de solventes organicos, que normalmente sdo
toxicos, cancerigenos e, ou inflamaveis™*.

Os sistemas aquosos bifasicos atendem aos principios da quimica verde,
pois sdo constituidos majoritariamente por dagua, sendo os seus demais
componentes formadores (polimeros e sais inorganicos) ndo téxicos € nem
inflamaveis, o que os torna um sistema de extracdo ambientalmente seguro. Além
disso, seus constituintes sdo comercialmente disponiveis e de baixo custo’”.

A formacao dos SAB ¢ conhecida desde o final do século XIX, quando,
Beijerinck em 1896 descobriu que solucdes aquosas de gelatina e agar ou
gelatina e amido soluvel, misturadas em uma dada faixa de temperatura e
concentracdo, formavam misturas turvas que, em repouso, Sseparavam-se
espontaneamente em duas fases liquidas limpidas. A fase mais densa era
enriquecida em agar (ou amido) e a fase superior (FS) em gelatina, sendo que a

, o 56,57
agua era o componente majoritrio em ambas as fases™”

. Porém, foi apenas com
os trabalhos de Per-Ake Albertsson, em meados da década de 50, que ficou
evidente para a comunidade cientifica a grande potencialidade de aplicagdo
destes sistemas a parti¢ao/purificacdo de materiais biologicos, desde proteinas até

células®®>

. Este fato estaria relacionado ao elevado teor de agua em ambas as
fases: meios ricos em agua simulam o micro-ambiente natural das bioparticulas
evitando, assim, mudangas em suas estruturas e perda das atividades
biologicas®™®'.

ApOs estas descobertas, os SAB tém sido usados com sucesso ndo sé na

59, 62-64
: , mas

extracdo de bioparticulas (como virus, dcidos nucléicos e proteinas)
também na extracdo de compostos inorganicos e organicos e a partir da metade

dos anos 80, na extragdo de ions®°. Sendo assim, torna-se importante conhecer
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a formagdo e o comportamento destes sistemas a fim de aplica-los a extragao de
novos compostos de interesse ambiental’.

A formacdo espontanea de um SAB ocorre quando dois polimeros
quimicamente diferentes e hidrossoliiveis, ou um polimero € um sal inorganico
sao misturados em agua, em determinadas condi¢des termodinamicas criticas
estabelecidas, isto ¢, em uma faixa especifica de temperatura, pressio e
composicdo dos constituintes’.

Em geral, para um SAB produzido a partir de uma composi¢do global,
geralmente definida em termos de porcentagem massa/massa, % (m/m), observa-

se que uma das fases formadas sera rica em polimero e a outra rica em sal, sendo

que, em ambas, predomina a 4gua, Figura 3".

= - |
Composigio da Fage
Composicdo e SuDe"m.ytmf )
| PE0 35,49 %(mim
L I 4
Glohal o2 S8 BAL 3,45 Ye(mm)
PED 18,75 % (mm) s0® % | AEma 61,06 % (mim)
AL 13,42 % l(mm) | s
AGUA 67,83 % (mfm) = | Composicao da Fase
? L Inferior
a *
1% % PEOD 1,67 % (mim)
Loea) BAL 23,24 %(mim)
e AGUL 75,09 %(m/m)

Figura 3. Parametros termodindmicos para um ponto de mistura do sistema Poli (6xido
de etileno) (PEO) 1.500 g mol "'+ fosfato de potassio + agua , 4 25 °C e pH= 7",

A composi¢do quimica das duas fases que se encontram em equilibrio
termodinamico, sdo geralmente representadas por meio de um diagrama de fases
retangular conforme a Figura 4. Esta representacdo grafica ¢ de grande
importancia para os estudos de parti¢do, pois ¢ utilizada inicialmente como
ferramenta fundamental para o desenvolvimento de um processo de extragdao. Os
dados de equilibrio apresentados nesses diagramas estdo relacionados a variagdao
da energia livre de Gibbs (AG®) do sistema. Por sua vez, este parAmetro fisico-
quimico auxilia na compreensao dos mecanismos que governam a parti¢ao de um

ion no SAB™,
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Figura 4. Diagrama de fases, expresso em coordenadas retangulares, de um SAB
formado por copolimero L35, Li,SO, e 4gua, a (25,0 +0,1) °C”.

Neste diagrama de fase, a abscissa representa a concentragao de sal em %
(m/m) e a ordenada a concentragdo do polimero em % (m/m) presentes no
sistema. Desta forma, o diagrama informa em quais composicoes globais o
sistema se encontra homogéneo ou heterogéneo, sendo essas duas regides
separadas pela linha binodal (LB). Portanto, valores de concentracao de polimero
e de sal abaixo da LB, correspondem a um sistema monofasico e valores de
concentracdo de polimero e de sal acima da LB, correspondem a um sistema
bifasico. A posi¢ao da binodal varia de acordo com o tipo € a massa molar média
do polimero, natureza quimica do sal, temperatura ¢ pH do meio. Existem
diferentes métodos para a obtencdo da linha binodal, sendo geralmente utilizados
os métodos de titulagao turbidimétrica e de analise das composi¢des das fases®.

No diagrama de fase, sdo também representadas as linhas de amarracao
(LA), que para uma determinada composi¢do global do sistema (ponto G),
fornece a composicao das duas fases em equilibrio, representadas pelos pontos S
(fase superior) e 1 (fase inferior, FI) (Figura 4). A obtencao das linhas de
amarracdo ¢ de grande importancia, pois, todas as misturas com composi¢des
globais representadas por pontos, presentes em uma mesma linha de amarragao,
fornecerdao fases superiores com propriedades termodinamicas intensivas (ex:

composicdo) idénticas, porém com propriedades extensivas (ex: volume)
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diferentes. O mesmo principio aplica-se as fases inferiores. O ponto G,
localizado no ponto médio da LA que une S e I representa um ponto em que se
obtém um sistema bifasico, em equilibrio termodindmico, com o mesmo volume
de fases superior e inferior.

Um pardmetro termodindmico freqiientemente utilizado para medir a
diferenga das propriedades intensivas entre as fases em equilibrio € o
comprimento da linha de amarragdo (CLA). Este parametro ¢ calculado em
funcao das diferencas de concentragdes dos componentes em cada fase, sendo

que, tal parametro ¢ representado matematicamente pela equagao 1:

2
CLA = \/(C polimero — pohmero) + (Csal Cal (1)
Sendo que, Cp;,mero e Cgohmem representam as concentragdes de polimero,

em % (m/m), presentes na fase superior ¢ inferior, respectivamente, enquanto

CFS e CFI

sal <l » Fepresentam as concentragdes do sal, em % (m/m), presentes na fase
superior e inferior respectivamente.

A medida que o valor do CLA aumenta, torna-se maior a diferenca de
composicao entre as fases superior e inferior, elevando, conseqiientemente, a

eficiéncia na extracao e/ou parti¢cao do soluto de interesse.

1.3.1 Polimeros e Copolimeros: conceitos, estrutura molecular e

propriedades

Macromolécula ¢ um conjunto formado por um grande niimero de dtomos
ligados covalentemente formando uma cadeia principal, seguida em alguns casos
de ramificac¢des’®

Segundo a ITUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada),
polimero ¢ definido como uma substancia composta de moléculas caracterizadas
pela multipla repeticdo de uma ou mais espécies de d&tomos ou grupos de atomos

(unidades constitucionais) ligados uns aos outros em quantidades suficientes para
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fornecer um conjunto de propriedades que ndo variam acentuadamente com a
adico ou remogio de uma ou de pequenas unidades constitucionais’®.

Portanto, o polimero poli (6xido de etileno), PEO, ¢ uma macromolécula
formada por uma cadeia principal constituida por unidades constitucionais
repetitivas do tipo o6xido de etileno (EO), (-CH,-CH,-O-), unidas por ligacoes
covalentes e grupos terminais R;= OH e R,= H (Figura 5a).

A letra “n” representa o grau de polimerizagdo do polimero, ou seja,
indica quantos mondmeros se repetem ao longo deste bloco. O grau de

polimerizagao também ¢ definido, matematicamente, pela Equacao 2.

n _ Mblocouin = (MRl(bloco"i") + MRZ (bloco"i"))

bloco *'i** do copolimero — M (2)

mondmero do bloco "

73T 73T
1 1

, do mondmero referente ao bloco e dos grupos funcionais referentes ao
mesmo bloco, respectivamente.

O PEO ¢ também chamado de Poli (etileno glicol), PEG, por ser obtido
por meio de reagdes de polimerizagdo a partir do etileno glicol, sendo que ndo ha
restrigdes quanto ao emprego de ambas as nomenclaturas. Geralmente o nome
PEO ¢ empregado para massas molares mais elevadas e PEG para menores.

Copolimero, segundo a IUPAC, ¢ um tipo de polimero produzido a partir
de dois ou mais tipos de mondmeros que se repetem ao longo de uma cadeia
principal, e tais monomeros estdo ligados covalentemente entre si por ligagdes de
coordenacdo ou deficiéncia de elétrons’’.

Os copolimeros da série Pluronic sao macromoléculas constituidas por
duas unidades monoméricas diferentes que se repetem ao longo da cadeia

principal. As duas unidades monoméricas repetitivas sdo as de 6xido de etileno

(EO, Figura 5a) e de 6xido de propileno (PO, Figura 5b)".
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Figura 5. Estrutura molecular da unidade monomérica repetitiva do (a) 6xido de etileno
e (b) 6xido de propileno.

Os copolimeros ocorrem, amplamente, na natureza e na industria. As
proteinas s3o copolimeros com aproximadamente vinte diferentes tipos de
aminoacidos em ordem irregular, mas com a mesma seqiiéncia em toda cadeia.
Copolimeros sintéticos sao produzidos para melhorar certas propriedades ou, até
mesmo, como Unico meio de atingir essas propriedades.

Nas ultimas décadas, os copolimeros blocos tém encontrado iniimeras
aplicagdes na industria quimica, farmac€utica e ambiental como agentes
antiespumantes, emulsificantes, detergentes, lubrificantes e estabilizantes de
dispersdo coloidal, formulacdo de cosméticos e tintas, além de outras aplicacoes
especializadas na area farmacéutica (solubilizacdo e liberacdo controlada de
drogas), em bioprocessamento (prote¢gdo de microorganismos contra danos
mecanicos) € nas separacoes (solubilizagdo de compostos organicos em solucoes
aquosas)’’. Além disso, devido suas propriedades ndo-toxicas e sua natureza
superficial ativa, os copolimeros blocos também encontram aplicagdo na area de
biomateriais, liberagdo de drogas e na produgdo de remédios cardiovasculares’ .

Os copolimeros estdo divididos em randomicos € em blocos. Nestes
ultimos, as diferentes unidades repetitivas sdo organizadas em grupos, sendo
classificados de acordo com o numero de blocos que cada molécula contém e
com o modo pelo qual estdo arranjados. A Figura 6 mostra alguns exemplos de

arranjo molecular para os copolimeros.
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Figura 6. Arranjos moleculares para os copolimeros

Os copolimeros estdo disponiveis numa extensdo de massas molares que
abrange de 1000 a 15000 g mol™ e razdes de composicdo de PPO/PEO entre 10 a
80% em massa de PEO. A notagdo para os copolimeros blocos Pluronics (BASF)
inicia-se com letras, seguidas de numeros. A letra “L” indica que o copolimero
puro ¢ liquido, “F” indica que o copolimero puro ¢ formado por flocos, ¢ “P”
indica que o copolimero puro ¢ uma pasta, todos a temperatura de 25 °C e
pressdao de 1,00 atm. Os numeros representam, respectivamente, o estado de
agregacdo do copolimero puro (massa molar do bloco de poli (6xido de
propileno) (PPO)) e a fracdo em massa de blocos de segmentos EO presentes no
copolimero.

Portanto, o copolimero L35 ¢ um liquido que possui, em média, 950 g
mol” de blocos EO e 50 % em massa desses blocos em sua estrutura. Geralmente

o copolimero L35 ¢ representado por (EO),1(PO),,(EO),; (Figura 7).

} CH; _ }
B C\
c o) c” o C O
R{/ ‘ \(_:/ ‘ H T\C/ \Rz
H = o H H :
H Im L In H Im

Figura 7. Estrutura molecular de um copolimero tribloco formado por PEO—PPO-PEO.

17



As macromoléculas dos polimeros e dos copolimeros nunca sdo do mesmo
tamanho, em outras palavras, as amostras poliméricas sdo, na verdade, uma
mistura de moléculas com tamanhos diferentes. A maioria das amostras de
polimeros ou copolimeros consiste de uma mistura de polimeros ou copolimeros
com diferentes graus de polimerizagdo, ou seja, tais amostras sdo de natureza
polimolecular’”.

A macromolécula do copolimero L35 ¢ constituida de duas regides
polares, referentes aos dois blocos com segmentos EO, e uma regido apolar,
referente ao bloco com segmentos PO. Quando em meio aquoso, estas
macromoléculas apresentam-se solvatadas. A interacao segmento PO/H,0 ¢ mais
intensa que a interagdo segmento PO/segmento PO que se estabelece entre a
mesma macromolécula ou uma vizinha, no entanto, estas macromoléculas
preferem fazer interagdes do tipo segmento PO/segmento PO e liberar moléculas
de agua para o seio da solugdo, aumentando assim a entropia configuracional do
sistema, mesmo que para isso interacdes entalpicas menos favoraveis devam ser
mantidas. O fendmeno descrito ¢ chamado de efeito hidrofobico.

Devido ao efeito hidrofobico, o copolimero L35, acima de uma
determinada concentragdo, denominada concentragdo micelar critica (CMC),

- -82
forma agregados moleculares, chamados de micelas™™

que sdo estruturas
organizadas e dindmicas que sdo formadas e destruidas constantemente segundo
estudos cinéticos. Tais micelas sdo constituidas por um nucleo hidrofébico,
constituido por interacdes segmento PO/segmento PO e uma coroa hidrofilica,
constituida por segmentos EO'*™.

O copolimero L35, quando empregado na construgdo do SAB, confere
uma importantissima aplicacdo analitica, que ¢ a solubilizacdo de solutos
insoliiveis em 4agua, propiciada pela existéncia de um ambiente micelar. O
dominio hidrofobico € capaz de acondicionar moléculas do soluto pouco soluvel

; -88
em agua’ ™,
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1.3.2 Aplicacdes dos sistemas aquosos bifasicos na particao de solutos

Desde o trabalho pioneiro de Albertsson, um dos principais objetivos do
estudo e desenvolvimento de novos SAB ¢ extrair e purificar materiais. Solutos,
quando presentes num SAB, se particionam/distribuem entre as duas fases.

O coeficiente de particdo, K, ¢ um parametro termodinamico definido pela
razdo das atividades u™° do soluto presente nas fases superior € inferior,
respectivamente, do SAB. Geralmente os estudos de parti¢ao sdo realizados em
concentragdes muito baixas de soluto, podendo ser considerado como sendo
realizado em regime de dilui¢do infinita, de maneira que o coeficiente de
atividade, 7v,.., tende a 1 e a atividade torna-se igual a concentra¢do. Em tal
situagdo, o K ¢ calculado pela razdo entre a concentracdo do soluto na FS e a

mesma especie na FI.

[Cs ]S
K, = 3
’ [Cs]l ( )

Em que “C” ¢ concentracio do soluto, e os sub-indices “S” e “I”
representam fase superior e fase inferior, respectivamente.

O comportamento de particdo depende de inimeras propriedades fisico-
quimicas associadas ao sistema (natureza quimica do polimero e do eletrdlito,
temperatura, presenca de co-solutos, pH, valor do CLA, concentrag¢do do soluto e
a propria composigao das fases do SAB).

Até o momento os SAB foram aplicados em sua grande maioria na
particdo de bioparticulas, entretanto existe uma lacuna de aplicagcdes dos SAB a
outros tipos de solutos. Como veremos a seguir ainda ¢ incipiente a aplicagdo de

SAB a extragdo de metais, bem como a outros solutos.

1.3.2.1 Particdo de Bioparticulas

A particdo/purificacio de bioparticulas iniciou-se em 1956 com os
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trabalhos de Per-Ake Albertsson ao perceber que além da separacdo de fases
ocorria a particao/purificacdo de materiais biologicos, desde proteinas, virus,
acidos nucléicos até outras bioparticulas.

As técnicas empregadas em biosseparagdes devem assegurar que a
atividade biologica das moléculas ndo seja afetada além de obter-se elevada
pureza e rendimento. Uma das técnicas de purificacdo, que preenchem estes
requisitos, € a parti¢do de biomoléculas por extracao liquido-liquido em sistemas
aquosos bifasicos”. Ela eliminou dois problemas referentes a aplicagdo de
sistemas 4dgua-solvente organico para purificacdo de biopolimeros: a
desnaturacdo e/ou efeitos de precipitagdo e a partigdo extrema de proteinas para
uma das fases, por conter em ambas as fases uma grande quantidade de agua,
oferecendo assim um meio suave para cé€lulas, organelas celulares e proteinas
biologicamente ativas™.

A Tabela 1 mostra alguns exemplos de bioparticulas recentemente
estudadas em diferentes SAB.

Tabela 1. Bioparticulas particionadas em diferentes SAB

Sistema Aquoso Bifasico

Bioparticula Ref
Componente 1 Componente 2
Albumina bovina Dextrana Ficoll, tampao fosfato 69
Albumina humana Dextrana Ficoll 69
Cisteina, fenilalanina,
o o PEO* K,HPO4,KH,PO, 88
metionina e lisina
Insulina PEO-PPO-PEQ" K,HPO,/KH,PO, 90
Morfina PEO K>HPO, 91
Protease de Bacillus
- PEO K,HPO,KH,PO, 92
Subtilis
Proteinas anticorpos PEO Na,HPO./K,HPO, 93
(NH4)2804 ou
Rotavirus PEO 94
K,HPO,KH,PO,

*Poli(éxido de etileno); ° Poli(éxido de etileno)-poli(6xido de propileno)-poli(éxido de etileno).
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1.3.2.2 Particdo de ions metalicos

Embora os SAB tenham sido descobertos em 1896 por Beijerinck56’57,

0
primeiro estudo destes sistemas voltados a particdo de ions metdlicos surgiu
apenas em 1984, com os trabalhos de Zvarova e colaboradores” , que estudaram a
particao de ions metalicos na presenga de agentes extratores soliiveis em agua.

Assim como a particdo de biossolutos, a particdo de ions metalicos nos
SAB também ¢ influenciada pelos fatores: temperatura, pH, concentracdo dos
componentes em cada fase (CLA), tipo de polimero e de eletrélitos, de aditivos e
de agentes complexantes adicionados, e da natureza do soluto. Além disso, a
utilizacdo de polimeros com raio hidrodindmico pequeno visa aperfeigoar
caracteristicas do sistema como viscosidade, solubilidade do polimero e tempo de
separacio das fases’®.

Os tipos de SAB mais empregados para a particdo de ions sdo aqueles do
tipo polimero + eletrdlito + dgua, visto os coeficientes de particdo serem maiores
nestes sistemas do que nos SAB formados por dois polimeros.

Em geral, os trabalhos desenvolvidos at¢ o momento mostram que, nos
SAB, a extracao de ions metalicos ¢ conduzida de trés formas: (a) na presenca de
um extratante soluvel em dagua; (b) utilizando-se um extratante ligado ao
polimero; (c) na auséncia de qualquer agente extrator.

Dentre as trés formas de extragdo, a mais empregada ¢ aquela em que se
usa complexantes organicos ou inorganicos soluveis em agua. Em geral, esses
extratantes promovem uma melhoria na partigdo dos ions metalicos para a fase
rica em polimero. Essa melhora ¢ decorrente de uma maior interacdo do
complexo metalico formado, com os componentes presentes na fase polimérica.
Desta forma, a escolha do tipo e concentracdo do extratante a ser utilizado ¢
importante, pois, este pode otimizar a extracao e, ou separacao entre um grupo de
metais existentes em uma amostra. A Tabela 2 apresenta alguns exemplos de
SAB, aplicados para extragdao de diversos ions metalicos na presenca ou auséncia

de extratantes.

21



Tabela 2. SAB aplicados a partigdo de metais

Componente 1 Componente 2 fon metalico

Dextrana Sulfato de . 97
PEO® ‘ Actinideos
Sodio ou Dextrana

PEO Na,SO, ou Am**, UO,*", Fe*', Cu®’, Sb*", Mo™",
(NH,),SO0. Cd*, Pb*", Th*", Lu’**®
PEO NH,SCN Fe*', Co®', Eu’’, Zzr*, s, Bi*
PEO K,CO; ou Na,CO; Cr**, Th*', Pu*’, BK*",Ce™,
PEO NaOH ou KOH Ba®', Cs', Sr*", Ca®", Na', Rb" %7
PPO-2000" ou 100
(NH4)2SO4 TCO4_
PVP-K15°¢
q K;PO, ou NaOH ou 100
Pluronic-L64 TcO4
(NH4)2SOy4

? poli(oxido de etileno)
® poli(éxido de propileno) de massa molar 2.000 g mol™.
¢ polivinilpirrolidona de massa molar 10.000 g mol™.

¢ copolimero bloco de massa molar 2.900 g mol™, constituido de poli(dxido de etileno) e poli(éxido de

propileno)

Ao contrario do numero reduzido de estudos acerca da influéncia da
natureza do polimero sobre o coeficiente de distribuicdo dos ions metélicos, ¢
grande o numero de trabalhos que estudaram o efeito do tipo de eletrélitos sobre

e L 100-105
a distribuicao de espécies carregadas nos SAB

. Isto ocorreu por que ¢
marcante a influéncia, que a natureza do eletrdlito formador dos SAB exerce

~ . 101
sobre os valores de porcentagem de extracdo dos metais = .
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Para comparar o efeito de diferentes componentes sobre a particao de ions,
¢ fundamental que a analise ocorra em SAB que possuam 0 mesmo comprimento
de linha de amarragdo. Isto se deve ao fato de que diferentes SAB possuem
distintas curvas binodais e, conseqiientemente, uma mesma composi¢do global
produz fases com diferentes propriedades termodinamicas, causadas apenas pela
diferenga em composicao quimica (CLA).

Estudos recentes demonstram que os SAB formados por copolimero L35 e
Li,SO, em associagdo com agentes extratores soluveis (SCN™ e I') e insoluveis
em agua (IN2N e PAN) mostram-se eficientes na extragao dos ions metélicos
CdI), Cu(I), Fe(Ill) e/ou Zn(Il). Os ions Cd(Il), Fe(Ill) e Zn(Il) foram
extraidos em 98, 100 e 100% para o emprego do agente extrator NaSCN (pH
igual a 6,0, 0,80 e 6,0). Os ions Cd(II) e Fe(IlT) em 100 e 14% para o emprego do
agente extrator KI (pH igual a 6,0 e 0,80). Os ions Cd(Il) e Fe(Ill) em 25 e 25%
para o agente extrator IN2N (pH = 6,0). Os ions Cd(II), Cu(Il), Fe(IIl) e Zn(II)
em no maximo 71, 36, 100 e 100% para o emprego do agente extrator IN2N (pH
1 a 13) e os ions Cd(II) em no méaximo 81% para o emprego do agente extrator

PAN (pH 1 a 13)*.

1.3.2.3 Particao de complexos inorganicos

Até os ultimos anos nao era conhecido nenhum cation metéalico que se
transfiria preferencialmente para fase rica em polimero. Porém em 1995, com os
trabalhos de Rogers e colaboradores'” foi descoberto o primeiro 4nion, o
pertecnetato (TcOy), a se concentrar preferencialmente na fase rica em polimero
sem a utiliza¢do de agente extrator.

A importancia dos estudos realizados, envolvendo a parti¢ao desse anion
(TcO4) em SAB, esta relacionada ao interesse de promover a purificagao de
amostras de *’Tc para sua reutilizacdo em procedimentos envolvidos na medicina
nuclear, remover o PTcO, de residuos nucleares altamente alcalinos, no qual o

elevado tempo de meia-vida (t;» = 2,12 x 10° anos) ¢ elevada mobilidade
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ambiental do **Tc apresenta problemas para longos tempos de estocagem e,
separar os radioisotopos de metais do grupo 1 e 2 presentes em grande
quantidade em residuos alcalinos, uma vez que estes interferem,
significativamente, no processo de remocdo seletiva de outros componentes,
como pertecnatato e actinideos'**'%.

Buscando maior compreensdo da particao de anions em SAB, em 2006 foi

descoberto por da Silva et al.'”’

um segundo anion que se transfere,
preferencialmente, para a fase enriquecida em polimero. Trata-se do anion
complexo hexacoordenado  pentacianonitrosilferrato ([Fe(CN)sNOT»),

comumente conhecido na literatura como nitroprussiato, NP, (Figura 9).
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Figura 8. Representa¢do da estrutura tridimensional octaédrica do complexo anidnico
nitroprussiato (NP).

O nitroprussiato ¢ um composto bastante utilizado como fonte de (NO) em
diversos meios fisioldgicos para o tratamento contra hipertensdo em razao de sua
propriedade vasodilatadora, bem como em tratamento fotodindmico de doencas,
devido sua fotolabilidade, e também em processos cirurgicos'**'%.

Os resultados de partigdo do NP em SAB formado por poli(6éxido de
etileno) de massa molar 35000 g mol”’ (PEO35000) e sais de sulfatos (sédio,
magnésio e litio) (Figura 9 ) mostram a forte afinidade do anion pela fase
polimérica. Foi observado que o tipo de eletrdlito influencia do nos valores do
coeficiente de parti¢do, sendo que para um mesmo valor de CLA verifica-se a

seguinte ordem crescente: MgSO, < Na,SO,4 < Li,SO,'7.
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Figura 9: Coeficientes de particio do NP * em fung¢io do CLA em SAB formados por
PEO35000 em diferentes sais de sulfato' ™",

Os pesquisadores apontam que o comportamento de particio do NP* é
regido por forcas de natureza entédlpica, ou seja, a interagdo especifica do
grupamento nitrosil, NO, do anion com os segmentos EO do polimero ¢ bastante
intensa. Esta idéia foi confirmada por medidas espectroscopicas na regiao do
infravermelho (IV), em que uma intensa alteragdao na freqiiéncia de estiramento
do grupo NO, v (NO), do nitroprussiato em agua e em PEO foi observada e que
este parametro independe da massa molar do polimero. Os elevados valores do
coeficiente de particdo encontrados no SAB formado pelo sal Li,SO, sdo
explicados pelo modelo de interacdo Li'-EO e pela formagdo de um
pseudopolication, consequentemente uma interagao eletrostatica entre o NP e o
pseudopolication ¢ formada. Além disso, resultados calorimétricos confirmam as
idéias relacionadas com contribuicdes especificas de entalpia que determinam o
particionamento do nitroprussiato em SAB.

Em 2007 foi descoberto um terceiro anion complexo que se transfere
espontaneamente para a fase rica em polimero do SAB, o anion
hexanitrocobaltato ([Co(NO,)s]>)'"°, que assim como o nitroprussiato, possui
diversas aplicacdes analiticas, medicinais e farmacéuticas. O anion
hexanitrocobaltato se transferiu para a fase polimérica do SAB de forma mais

intensa do que os anions pertecnetato (TcO4 ) e nitroprussiato, (NP). A
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preferéncia do anion complexo [(Co(NO,)s]> pela fase rica em polimero dos
SAB ocorre via interagcdes intermoleculares especificas entre o complexo,
especialmente no sitio de um dos grupamentos nitro (NO,), e os segmentos EO
do polimero ou dos copolimeros gracas aos pares de elétrons ndo- ligantes dos
atomos de oxigénio .

A particao destes anions entre as fases pode ser melhor compreendida em
termos de interacdes intermoleculares na mistura, descritas pelo parametro
termodindmico chamado de energia livre de transferéncia, A;G° e calculada pela
relagdo classica da termodinamica: A,G° = -RTInK,, que relaciona diretamente o
coeficiente de particdo K., do anion com o A,G°. Este parametro informa a
energia total envolvida no processo de transferéncia do soluto de uma fase para a
outra do SAB. O éanion pentacianonitrosilferrato, por exemplo, mostra alta
afinidade com a fase superior alcancando valores de Kc iguais a 120. Assim, o
processo de parti¢ao ¢ dito espontaneo, pois o valor do parametro termodinamico
A.G foi negativo, ou seja, a particdo do complexo para a fase polimérica ocorreu

e . . . . . 110
para minimizar a energia livre de Gibbs do sistema .

1.4 CONCLUSAO

Conhecendo-se o grande potencial poluidor dos compostos fendlicos
(elevada toxicidade, mutagenicidade e bioacumulagdo) e sua importancia no
ambito industrial, seja este quimico, petroquimico, farmacéutico, agropecuario
ou até mesmo medicinal, percebe-se a necessidade de monitorar os niveis de
descarte destes compostos no ambiente.

Busca-se desta forma desenvolver novos métodos de determinacdo que
sejam confiaveis, sensiveis, rapidos, de baixo custo, que permitam um
monitoramento in situ, mas que sejam também ambientalmente seguros,
substituindo os métodos cldssicos que utilizam uma grande quantidade de
reagentes e solventes perigosos.

O sistema aquoso bifdsico ¢ uma técnica de extracdo alternativa e
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promissora que atende aos principios da quimica verde, uma vez que se utiliza
polimeros biodegradaveis e reutilizaveis, e reagentes de baixo custo. Além disso,
sdo simples de serem construidos e altamente eficientes.

Neste trabalho busca-se desenvolver um novo método para a determinagao
de fenol em 4gua, utilizando um SAB constituido por copolimero tribloco L35 e
sais 1inorganicos baseando-se nas vantagens da utilizacdo de sistemas

macromoleculares micelares e determinacdes espectrofotométricas.
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Capitulo 2

Determinacéo espectrofotométrica de fenol em amostras aquosas
utilizando um sistema aquoso bifasico, constituido pelo copolimero L35 e
sulfato de litio

Resumo

Neste trabalho foi desenvolvido um novo método espectrofotométrico
simples e ambientalmente seguro para a determinacdo de fenol em amostras
aquosas. O método baseia-se na reacdo entre o nitroprussiato de sodio,
hidrocloreto de hidroxilamina e fenol em meio basico resultando em um
composto de coloragdo azul-esverdeado decacianodiferrato ([Fey(CN);o]'™). Esta
reagdo ocorre em um sistema aquoso bifasico (SAB) L35/Li,SO4/H,0, onde o
produto formado se transfere preferencialmente para a fase superior do SAB
onde ¢ concentrado. A quantificacdo do fenol ¢ realizada por espectrofotometria
de absor¢do molecular na regido do UV/visivel. O método foi aplicado a
determinacdo de fenol em diferentes amostras de agua, onde as mesmas foram
dopadas com 0,5000 mg kg de fenol originando recuperagdes quantitativas
entre 98% e 113 %. Sob estas condi¢des a faixa de concentracdo variou de
0,2500 a 2,000 mg kg com coeficiente de correlagio linear igual a 0,99948. O
coeficiente de variacao foi iguala 0,113 % para concentragdo de fenol igual a
0,5000 mg kg-1 e o limite de deteccio e quantificacio foram 0,0426 mg kg™ e
0,141 mg kg respectivamente. O método proposto além de ser sensivel ¢
economicamente viavel e principalmente menos poluente e mais seguro a saude

humana.
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1. INTRODUCAO

A conscientizagdo a respeito do uso da dgua e da conservagao dos recursos
naturais ¢ crescente, principalmente devido a disponibilidade restrita das fontes
de agua doce e aos altos custos relativos a obtencdo de agua potavel'”. A
presenga de fenois nos diversos tipos de despejos industriais tem levado os
orgdos governamentais a estabelecer limites rigidos e niveis ambientais
aceitaveis desses poluentes.

As legislagdes ambiental brasileira e americana estabeleceram os limite de
0,001 mg L de fenol em 4guas naturais e 0,5 mg L para fenol total em
efluentes de qualquer fonte poluidora®®. As principais técnicas analiticas para a
determinagio de compostos fendlicos incluem a espectrofotometria’, a
cromatografia gasosa (CG) com deteccdo por ionizacdo em chama (FID)’, por
captura de elétrons (DCE)™” ou acoplada ao espectrometro de massa (EM)’. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em combinacdo com detec¢ao
ultravioleta®, eletroquimica’, e/ou deteccdo fluorescente', além da eletroforese
capilar acoplada a diversos tipos de detectores, também sdo técnicas largamente
empregadas' .

Contudo, estes métodos apresentam as desvantagens de ndo permitirem
um monitoramento continuo in Situ, pois sdo caros e necessitam de operadores
bem treinados. Em alguns casos ¢ necessaria uma etapa de extracdo ou pré-
concentragdo para alcancar os limites de quantificagdo requeridos para a
determinacio direta de fendis em 4guas potaveis’, como no caso do método
oficial adotado pela Associacdo de Saude Publica Americana (APHA) que apesar
de ser simples, de baixo custo e facilmente reprodutivel, requer uma extragao
tediosa com cloroformio para alcangar o limite de quantificagdo requerido'.
Além de apresentar alta sensibilidade a variagdes de pH, e o produto da reacao de
alguns compostos fenolicos ndo poder ser extraido com cloroférmio, sendo este
solvente muito toxico tornando o método perigoso para a saude humana'.

Um método que tem merecido destaque foi descrito por Nagaraj et al.'.

Este método se baseia na reagdo entre o fenol, nitroprussiato de sédio (NP) e
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hidrocloreto de hidroxilamina (HH) em meio bésico, formando um produto de
cor azul. O método ¢ simples, estavel, rapido e sensivel quando comparado ao
método padrdo, embora ndo seja satisfatorio para a determinagdo de fenol em
baixas concentragdes, alcangando um limite de detecgdo igual a 0,1 mg L. Em
melhoria a0 método descrito anteriormente, Kang et al."” propuseram um
procedimento sem dilui¢do das amostras nos tubos de ensaio e adotou um passo
de pré-destilagdo para as amostras de dguas antes das analises, atingindo um
limite de detec¢do um pouco mais baixo da ordem de 0,05 mg L. Contudo,
ainda apresenta as desvantagens de sofrer interferéncia de concentragdes acima
de 100 mg L™ de fons comuns, tais como Fe*', Fe’*, Mg®", Cu*, NH*, AI’",
entre outros, além de necessitar do passo de pré-destilacdo das amostras antes das
analises.

Sendo assim, neste trabalho desenvolveu-se um método para a

15'18, onde o

determinacao de fenol utilizando um sistema aquoso bifasico (SAB)
produto gerado na reacdo do nitroprussiato de sodio (NP) com hidrocloreto de
hidroxilamina (HH) e fenol, em meio basico ¢ pré-concentrado na fase superior
do SAB (rica em copolimero), sendo determinado espectrometricamente na
regido do UV/visivel, baseando-se nas vantagens da utilizacdo de sistemas

macromoleculares micelares e nas determinacdes espectrofotométricas.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Reagentes

O copolimero tribloco L35, com massa molar média numérica igual a
1900 g mol' e formula molecular (EO);(PO)((EO),;, foi adquirido da
ALDRICH (EUA). Os compostos Na,[Fe(CN)sNO]-2H,O (99 %), hidrocloreto
de hidroxilamina, sulfato de litio monohidratado (99 %), sulfato de so6dio (99 %),
hidrogenofosfato de potéassio (99 %) e hidroxido de sodio (99 %), foram
comprados da VETEC Quimica Fina LTDA (Brasil). O hidréxido de potéssio
(99%) foi obtido da Merck (Alemanha). O fenol (C¢HsOH) foi adquirido da

Aldrich (EUA) com 99% de pureza. Todas as solucdes foram preparadas com
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reagentes de grau analitico e em 4gua destilada.

2.2. Preparo do SAB

Os SAB foram preparados em cinco Comprimentos de linha de amarragado
(CLA) diferentes, ou seja, cinco sistemas com diferentes composi¢oes de
copolimero (L35), eletrolitos e 4gua. As concentracdes para gerar cada SAB
foram obtidas utilizando dados de diagrama de fase encontrados na literatura'>*.
As solugdes estoque de copolimero e sais foram misturadas a fim de se obter no
sistema a 2 gramas de fase superior e 10 gramas de fase inferior gerando no final
uma massa total igual a doze gramas.

As solugdes estoque de L35 e dos sais (Li,SO4, Na,SO,4 e K,HPO4-KOH)
foram preparadas em agua destilada de tal forma que ao mistura-las gerassem as
composicdes globais dos SAB dadas na Tabela 1. O pH da 4gua sempre foi
ajustado com solucdo de hidroxido de sodio 1,0 mol L e medido com um
peagametro, modelo pH 3301, fabricado pela WTW (Alemanha) antes do preparo
das solucdes estoque de sal e copolimero. Isto porque existe uma influéncia da

presenga de outros componentes (ex.: acidos, bases, sais ou agentes extratores)

sobre o comportamento de parti¢do do complexo.

Tabela 1. Valores de composicao global para cada tipo de SAB estudado

Composi¢ao Global
Tipo de SAB % (m/m) % (m/m) sal
Polimero
L35/Li,SO,4 (1° CLA) 7,78 13,48
L35/Li,SO,4 (5° CLA) 14,01 16,93
L35/Na,SO, (1° CLA) 13,36 12,06
L35/Na,SO,4 (3° CLA) 17,69 14,65
L35/K,HPO,-KOH (1° CLA) 24,04 16,34

A solucdo estoque do nitroprussiato de sddio foi preparada utilizando
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como solvente a solucdo estoque de L35. As solugdes de hidrocloreto de
hidroxilamina e fenol foram preparadas utilizando como solvente a solugdo
estoque dos sais listados na tabela 1.

Massas apropriadas da solugdo estoque de fenol na faixa de concentracao
de 0,2500 a 2,000 mg kg 'foram adicionadas em tubos de vidro com tampas,
seguida pela adicdo de 2,0000 g de solugdo estoque de NP a 1666,0 mg kg™ e
5,0000 g de solucio estoque de HH a 443,00 mg kg™, utilizando balanga analitica
(+0,0001) (modelo Libor AEX-200B, SHIMADZU, Japao).

Os tubos foram cobertos com papel aluminio, com o objetivo de se evitar
a fotodecomposicdo do complexo formado. Posteriormente foram agitados
manualmente por cinco minutos para que a transferéncia do complexo pudesse
acontecer mais rapidamente, levados a centrifuga (modelo 2-3, Sigma,
Alemanha) por meia hora a 3084,2 g afim se acelerar a separacdo das fases e
imersos em banho termostatizado (modelo MQBTC 99-20, MICROQUIMICA
Equipamentos LTDA, Brasil) onde permaneceram em repouso, a (25,0 £ 0,1) °C,
por 12 h até atingirem o equilibrio termodindmico.

2.2.1 Coleta e diluicéo das fases

ApoOs atingirem o equilibrio termodindmico, onde se observa a limpidez
das fases, aproximadamente 1 g de fase superior foi coletada vagarosamente com
seringas descartaveis de polietileno e agulhas de aco inox. Em frascos de
polietileno as massas de fase superior recolhidas foram pesadas e diluidas com
solucao estoque de L35. As fases diluidas foram lidas contra o branco, que
constitui a fase superior do sistema montado sem a adi¢ao de fenol a 715 nm em
um espectrofotometro UV-Visivel (modelo 600S, FEMTO, Brasil) em cubetas de

plasticos de 1 cm.

2.3. Efeito do tempo de agitacéo

O sistema L35/Li,SO,4 (5° CLA) foi escolhido como referéncia para o
estudo das melhores condigdes experimentais. No ponto de composi¢ao global

selecionado, as concentragdes de copolimero L35 e Li,SO,4 foram 14,01 (m/m) e
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16,93 % (m/m), respectivamente.

A concentracdo de NP utilizada foi igual a 277,66 mg kg ¢ HH igual a
184,58 mg kg™ respectivamente. Os experimentos foram realizados em duplicata
com concentragdes de fenol 0,0; 1,0; 2,5 e 5,0 mg kg'l. Trés experimentos de
agitacao foram realizados, o primeiro através da agitacdo via um vortex (modelo
541-19000-27-1, CERTOMAT® MV, Alemanha) durante 60 segundos. O
segundo experimento foi realizada através de uma agitacdo mecanica, através de
uma bomba peristaltica onde se adaptou um frasco de polietileno cortado com
furos em que se ajustava os tubos de ensaio com tampas, a agitagdao se baseia em
movimentos de rotagdo, porém, os tubos sofriam uma pequena inclinagao,
fazendo com que as fases pudessem quebrar a interface existente, aumentando o
contato e a interacdo entre ambas. A velocidade foi a 1468,6 g por 20 minutos. E
o ultimo experimento realizado com agitacdo manual durante cinco minutos, em
que os tubos eram inclinados a aproximadamente 45°, agitados rapidamente em
movimentos pra cima e para baixo. Apds a agitacdo todos os tubos foram imersos
em banho termostatizado a (25,0 + 0,1) °C, permanecendo em repouso por 72

horas. A coleta da fase superior foi realizada conforme o item 2.2.1.

2.4. Efeito do Comprimento da Linha de Amarragio

Para o SAB L35/Li;SO4 os comprimentos de linha de amarragao
estudados foram: 43,77 e 62,53. Desta forma, foram escolhidos para o sistema
L35/Na,SO,4 valores de CLA iguais a 46,77 e 64,06 e para o sistema
L35/K,HPO4-KOH, CLA igual a 63,57. As solugdes estoque de L35 e do
respectivo sal foram preparadas em &4gua destilada pH = 12,00. A solugdo
estoque de L35 foi utilizada como solvente para o preparo das solugdes de NP.
As solucdes estoque dos respectivos sais foram utilizadas como solvente para o
preparo das solu¢des de HH e solugdes de referéncia do fenol.

As solucdes de referéncia de fenol preparadas variaram entre 0 € 2,000 mg
kg'. Para isso massas apropriadas das solugdes de referéncia de fenol foram

adicionadas em tubos de vidro com tampas, seguida pela adi¢ao de 2,0000 g de
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solucdo estoque 1665,9 mg kg™ de NP e 5,0000 g de solu¢io estoque de HH
(443,00 mg kg') a fim de obter a faixa dindmica desejada. Todos os
experimentos foram realizados em duplicatas. Os sistemas foram imediatamente
cobertos com papel aluminio, agitados manualmente por cinco minutos,
centrifugados 30 min a 3084,2 g e levados ao banho termostatico por 12 horas

(25 °C), procedendo assim o item 2.2.1.

2.5. Efeito da Natureza do Eletrélito

Foram obtidas curvas analiticas para cada sistema em diferentes
comprimentos de linha de amarragdo: L35/L1,SO,4 1° ¢ 5° CLA; L35/Na,SO,4 1° ¢
5° CLA; L35/K,HPO4KOH 1° CLA.

As solucdes estoque de L35 e dos sais foram preparadas em dgua destilada
pH = 12,00. A solugao estoque de L35 foi utilizada como solvente para o preparo
das solucdes de NP. As solugdes estoque dos respectivos sais foram utilizadas
como solvente para o preparo das solugdes de HH e solugdes de referéncia do
fenol.

As solucdes de referéncia de fenol preparadas variaram entre 0 € 3,300 mg
kg'. Para isso massas apropriadas das solu¢des estoque de fenol foram
adicionadas em tubos de vidro com tampas, seguida pela adi¢ao de 2,0000 g de
solugdo 1665,9 mg kg™ de NP e 5,0000 g de solugio 443,00 mg kg™ de HH.

Todos os experimentos foram realizados em duplicata. Os sistemas foram
imediatamente cobertos com papel aluminio, agitados manualmente por cinco
minutos, centrifugados 30 min a 3084,2 g e levados ao banho termostatico por 12

horas (25 ° C). As fases superiores foram entdo coletadas conforme o item 2.2.1.

2.6. Influéncia das concentracdes dos reagentes

Solugdes estoque de L35 a 59,869 % (m/m) e Li,SO4 a 22,023% (m/m)
foram preparadas em agua destilada em pH = 12,00. A solu¢do estoque de L35
foi utilizada como solvente para o preparo das solugdes de NP. A solugdo

estoque do Li,SO, foi utilizada como solvente para o preparo das solugdes de HH
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e de referéncia do fenol.

As solugoes de NP estudadas variaram de 166,99 a 6679,5 mg kg'l, sendo
a concentragio de HH fixada em 443,00 mg kg

Para estudar a concentracao ideal de HH, a concentragao de NP foi fixada
em 1669,9 mg kg ¢ as concentracdes de HH variaram de 88,641 a 1063,7 mg
kg

As solugdes de referéncia de fenol foram 1,2; 2,4 e 12,0 mg kg'l. Massas
apropriadas das solucdes de referéncia de fenol e de HH foram adicionadas em
um tubo de vidro com tampa de tal forma a obter as concentragdes desejadas de
cada soluto e totalizar 10,0000 g. Em seguida 2,0000 g de solugdo estoque de
nitroprussiato foram adicionados ao mesmo tubo.

No experimento onde se desejava estudar o efeito da concentracdo de HH
5,0000 g de solugdo de referéncia de fenol foi adicionada a um tubo de vidro com
tampa, seguida pela adi¢dao 5,0000 g de solucdo estoque de HH ¢ 2,0000 g de NP
(1669,9 mg kg™).

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas. Os sistemas foram
imediatamente cobertos com papel aluminio, agitados manualmente por cinco
minutos, centrifugados 30 min a 3084,2 g e levados ao banho termostatico por 24

horas (25 °C), e assim procedeu-se o item 2.2.1.

2.7. Efeito do pH

As solugdes estoque de copolimero L35 e de Li,SO4 (59,8692 % e
22,0231% m/m) foram preparadas em agua destilada em pH 8,00; 10,00; 12,00;
13,00 e 14,00. A solucao estoque de L35 foi utilizada como solvente para o
preparo das solugdes de NP. A solugdo estoque do Li,SO, foi utilizada como
solvente para o preparo das solu¢des de HH e de referéncia do fenol.

Massas apropriadas de solucdes estoque de fenol em concentragdes iguais
a 1,0 e 2,0 mg kg foram adicionadas em tubos de vidro com tampas, seguida
pela adigdo de 2,0000 g de solugio estoque de NP (1669,9 mg kg™') e 5,0000 g de
solucdo estoque de HH (443,00 mg kg™).
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Todos os experimentos foram realizados em duplicatas. Os sistemas foram
imediatamente cobertos com papel aluminio, agitados manualmente por cinco
minutos, centrifugados 30 min a 3084,2 g e levados ao banho termostatico por 12

horas (25 °C) e item 2.2.1.

2.8 Estudo dos parametros analiticos

Para assegurar a credibilidade do método desenvolvido, alguns pardmetros
analiticos foram analisados. Neste trabalho foram considerados os critérios
linearidade, limite de detec¢ao (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdao e
exatiddo®' ™.

A faixa linear foi estabelecida avaliando a resposta do detector
ultravioleta-visivel para concentra¢des crescentes 0 ¢ 3,300 mg kg do padréo de
fenol. Apods a andlise espectrométrica, foram construidas curvas analiticas
relacionando a absorbancia com a concentracdo do fenol. A linearidade foi
avaliada, pelo coeficiente de correlagdo determinado pela regressdo linear das
curvas analiticas construidas.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados
utilizando os parametros da curva analitica para o SAB L35/Li,SO,4. O LD e LQ
foram considerados como 3,3 e 10 vezes, respectivamente, a razdo entre o
coeficiente linear e angular da curva analitica®.

A precisdo do método foi verificada sob condi¢do de repetibilidade. Ela
foi avaliada pela estimativa do desvio padrao relativo (coeficiente de variacao) de
sete repeticdes do SAB fortificado com 0,5 mg kg de fenol.

A exatidao neste trabalho foi avaliada através dos ensaios de recuperagao,
o qual se baseia no fator de recuperagao (R) que ¢ definido como a propor¢ao da
quantidade de substancia de interesse, previamente adicionada a matriz, que ¢é
extraida e passivel de ser analisada.”’ As amostras aquosas foram fortificadas em
uma concentragio 2,0000 mg kg' de fenol para se obter no final uma

concentracdo igual a 0,5 mg kg™
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2.9 Determinacao de fenol em amostras aquosas

O método proposto foi aplicado para a determinagdo de fenol em amostras
de agua destilada (AD), deionizada (ADI), mineral (AM), de torneira (AT), de
Lagoa (AL), de 4gua residual de efluente alcalino de industria de celulose (Kraft
branqueada de eucalipto) (ECEL), extrato de café (EC) e urina (UR).

As amostras de agua destilada, dgua ultra pura (Milli-Q System, Millipore,
USA) e agua da torneira foram obtidas no laboratorio. As amostras de agua
mineral foram adquiridas no comércio local. A amostra do efluente de industria
de celulose foi obtida da CENIBRA. A amostra de 4gua superficial foi coletada
na lagoa da Universidade Federal de Vicosa, localizada aproximadamente a 1 km
da entrada principal. A urina foi coletada de varias mic¢des durante trés dias, de
voluntarios sadios, académicos da Universidade Federal de Vigcosa, nao
possuindo historico de contato com compostos fenodlicos, ou matérias a base de
fenois. Todas as amostras foram coletadas em frasco de polietileno e estocadas a
10 °C na auséncia de luz e posteriormente ajustadas a pH = 12,00 com solugdo 1
mol L de hidréxido de sédio.

A amostra de ECEL foi filtrada, sendo uma parte desta amostra diluida 5 e
outra 10 vezes, portanto foram utilizadas trés amostras, ECEL sem dilui¢ao s/d,
diluida 5 e 10 vezes (d/5x e d/10x). As amostras de urina foram preparadas sem
dilui¢do e diluidas num fator de 10 e 20 vezes (s/d, d/10x e d/20x). A amostra de
café foi obtida de cafés cerejas onde foi macerada, extraida com metanol, e
posteriormente diluida por um fator de 40 vezes (d/40x).

O SAB utilizado para a determinacdo de fenol nas amostras foi o
L35/L1,SO4 na 1°CLA, cuja composicao global foi igual a 7,78% (m/m) de L35 e
13,48% (m/m) de Li,SO,.

Para obteng¢do da curva analitica preparada em agua destilada (pH 12,00),
massas apropriadas de solugdes estoque de fenol preparadas em solugdo estoque
do sal na faixa de concentrac¢io entre 0,2500 a 2,000 mg kg foram adicionadas
em tubos de vidro com tampas, seguido pela adicao de 3,0000 g de solucdo

estoque de nitroprussiato a 1665,9 mg kg e 3,0000 g de solu¢io estoque de
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hidrocloreto de hidroxilamina em solu¢do estoque do sal a uma concentragao
igual a 443,00 mg kg'. Os tubos foram agitados manualmente durante 5 min,
centrifugados por 30 min a 3084,2 g e deixados em repouso em banho
termostatico por 12 h a 25 °C.

As amostras de agua e urina ajustadas a pH = 12,00 foram utilizadas como
solvente para o preparo da solucao estoque de sal contendo HH e fenol. E a dgua
destilada ajustada em pH 12,00 foi utilizada como solvente no preparo da solugao
estoque de L35 que foi utilizada no preparo da solugdo de NP.

As amostras foram analisadas em triplicata e fortificadas com a 2,0000 mg
kg de fenol. Os tubos forma preparados da mesma maneira em que se obteve a

curva analitica descrita anteriormente, € em seguida, procedeu-se o item 2.2.1.

3. Resultados e Discussao

O método proposto baseia-se na reagdo entre NP, HH e fenol em meio
basico produzindo um composto de coloracdo verde-azulado decacianodiferrato
([Fe»(CN)10]'") representado na Figura 1. Este composto particiona-se
preferencialmente para a fase superior (FS) do SAB, rica em polimero.”* O
processo de transferéncia do anion complexo ([Fe,(CN);o]'") para fase rica em
copolimero se compara ao que ocorre com os anions complexos hexacoordenado
pentacianonitrosilferrato ([Fe(CN)sNO]*) e o hexanitrocobaltato ([Co(NO,)s]’ )

cujo comportamento de particdo foi estudado por da Silva et al.*°.
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Figura 1A. Etapas da reagdo entre nitroprussiato de sodio, hidroxilamina e fenol*'. 1B.
Foto mostrando a parti¢do do anion decacianodiferrato em um SAB L35/Li,SO44a 25 °C.

A Figura 2 mostra um espectro UV/visivel obtido para o
decacianodiferrato particionado para a fase superior do SAB L35/Li,SO,.
Observa-se um maximo de absorbancia em 715 nm. O espectro obtido para o
decacianodiferrato ([Fe,(CN);0]'") no SAB foi semelhante ao obtido por Kang et

al. em solugdes aquosas."” O comprimento de onda igual a 715 nm foi escolhido
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para as andlises, pois a mais alta razdo sinal / branco foi obtida.

300 450 600 750 900
A/ nm

Figura 2. Espectro Ultravioleta-visivel do decacianodiferrato [Fez(CN)lo]lo'

particionado na fase superior do SAB L35/Li,SOs.

3.1. Efeito do tempo de agitacéo

A Figura 3 mostra o efeito do tipo de agitacdo no sinal analitico
(absorbancia). E possivel observar que na agitagio em vortex por 1 minuto a
absortividade € menor do que na agitagdo mecanica por vinte minutos € esta por
sua vez ¢ menor do que em agitacdo manual por cinco minutos. Este ¢ um
resultado interessante, pois a agitacdo manual evita utilizagdo de equipamento e
consequentemente gasto de energia, minimizando o custo da analise. Além disso,
os resultados mostram que a agitagdo manual promoveu uma maior superficie de
contato entre as fases, fazendo com que a formacao e a transferéncia do produto

formado fossem mais rapidas.
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Figura 3. Estudo do tempo de agitacdo. (m) Agitagdo em vortex por 1 min, (®) Agitacdo

mecanica por 20 min e ( A ) Agitacdo manual por 5 min.

3.2. Efeito do Comprimento da linha de amarracéo

O comprimento da linha de amarragdo ¢ um parametro, que expressa a
diferenga nas funcdes termodinadmicas intensivas entre as fases superior e inferior
[27]. E dependente da diferenca da concentragio de sal e da concentragdo da
macromolécula (% m/m) presente nas fases superior e inferior e foi calculada

segundo a equagao 1:

\/(C polimero — pollmero) + (Csal sal ’ (l)

CFI

A Fs
Os parametros C polimero

polimero representam as concentragdes de

polimero, em % (m/m), presentes na fase superior e inferior, respectivamente,

FS Fl
e C

enquanto C_, qal >

representam as concentragdes do sal, em % (m/m),

presentes na fase superior e inferior respectivamente.

A Tabela 2 mostra os valores do CLA calculados e o sinal analitico
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correspondente a cada SAB, cuja concentragdo de fenol foi fixada em 0,5000 mg
kg'. Observa-se que para o sistema L35/Li,SO, quanto maior o valor da CLA,
maior ¢ o sinal analitico. Isto ocorre devido a maior diferenca entre as
propriedades termodinamicas intensivas entre as fases geradas, fazendo com que
o composto formado seja mais concentrado na fase superior. Resultados
semelhantes foram obtidos para os anions [Fe(CN)s(N 0)]*, [Co(NOz)6]37 e
[Mn(CN)sNOJ* em que o coeficiente de particdo (K) aumenta com o aumento da
CLA, ocorrendo em todos os casos uma concentragao preferencial do anion na
fase rica em polimero. Este resultado é semelhante ao obtido por da Silva et al.?,
em que se observou que independente da massa molar do polimero, uma relagao

exponencial crescente entre K e CLA foi obtida para os sistemas formados por

PEO e diferentes sais de sulfato.

Tabela 2. Absorbancias obtidas utilizando diferentes SAB para uma concentragdo de
fenol igual a 0,5000 mg kg

SAB CLA (% m/m) Sinal analitico *dp
L35/Li,SO4 43,77 0,215 0,0078
L35/Li,S0, 62,53 0,241 0,0042
L35/Na,SO4 46,77 0,072 0,0035
L35/Na,SOy4 64,06 0,052 0,0071

L35/K,HPO4-KOH 63,57 0,072 0,0007

*dp: estimativa do desvio padrao (n=2)

3.3. Efeito da Natureza do Eletrolito

A natureza do eletrdlito formador do SAB interfere significativamente na

230 Desta forma foram estudados SAB constituidos por

particdo do soluto
L35/Na,S0,, L35/L1,S04 e L35/K,HPO4-KOH a fim de verificar a influéncia do
eletrolito na parti¢io do [Fes(CN)jo]'" e consequentemente na determinagdo de
fenol. A Figura 4 mostra que o SAB L35/Li,SO,, tanto para o 1° como para o 5°
valor de CLA, apresenta o maior sinal analitico. Os demais SAB proporcionaram

uma menor eficiéncia na determinacao de fenol.
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Figura 4. Curvas analiticas obtidas para cada SAB em diferentes CLA. (m) L35/Li,SO4
5° CLA; (@) L35/Li,SO4 1° CLA; (A) L35/NaySO4 5° CLA; (V) L35/Na,SO4 1° CLA;
(¢)L35/K,HPO4-KOH 1° CLA.

Estudos anteriores mostram que Na' possui uma maior eficiéncia em
induzir a separacio de fase do que o fon Li™'®. Isto ¢ demonstrado pela maior
regido bifasica do diagrama em que se emprega Na,SO, do que o Li,SO4".
Entretanto, os resultados mostram que o Li,SO4 possui maior capacidade de
transferir o complexo ([Fe,(CN);o]'") para a fase rica em copolimero. Isto é
explicado pela forte interacdo entre o cation Li’ e o segmento EO da cadeia de

polimeros do tipo PEO que sio mais intensas do que Na'-EQ*'»*%*3*

,
confirmada por medidas de RMN,*! eletroquimicas32 e calorimétricas'®, além de
simulagdes moleculares®™. Mas, para que ocorra a interacdo dos fons com as
unidades EO, deverd haver primeiramente a retirada das moléculas de H,O da
camada de solvatagdo tanto das espécies carregadas quanto dos mondmeros. De
acordo com Silva et al. (2000)18, o sal Li,SO, apresenta 0o mais alto valor de
entalpia de transferéncia (pardmetro de interacdo ion - EQO), pois, sendo a
interacao do cation com as moléculas de H,O predominantemente do tipo ion-
dipolo (energia inversamente proporcional ao raio do ion na rede cristalina), o
menor raio do Li’, quando comparado ao raio do Na', levaria ao primeiro a ter

uma maior energia de hidratagao.

Apos a retirada das moléculas de H,O da camada de solvatagdo, ocorrem
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as interagdes Li'-EO, levando a existéncia de uma grande densidade de carga
positiva que se forma ao longo dos segmentos EO do copolimero L35. Dessa
maneira, as interagdes cation-EO conduzem a formagao de um pseudopolication
que interage eletrostaticamente com o complexo ([Fes(CN);0]'"), contribuindo
pra uma maior minimizagdo da energia do sistema, quando comparado com o
cation Na'. Assim, o processo de transferéncia do 4nion decacionodiferrato
([Fe2(CN)10]'") e consequentemente seus maiores valores de absorcdo sdo

maiores no SAB formados por copolimero L35 e Li,SO,.

3.4. Influéncia das concentracdes dos reagentes

As Figuras 5 e 6 mostram o efeito da quantidade de nitroprussiato de
sodio e hidrocloreto de hidroxilamina, respectivamente, na formagdo do
complexo, mantendo-se o pH do meio igual a 12,00. Nota-se que para
concentracdo de NP igual a 1669 mg kg obtém-se um sinal de absorbancia
maximo. Estequiometricamente, quantidades abaixo de 1669 mg kg' sdo
insuficientes para que todo o fenol seja consumido e para que a reagdo
eletrofilica formando o decacianodiferrato seja completa. Valores acima de 1669
mg kg, ja ndo afetam significativamente a reagdo. No estudo do efeito da
concentragdo de hidrocloreto de hidroxilamina, observa-se que a medida que se
aumenta a quantidade, se favorece a reacao, aumentando-se assim a formacao do
complexo até 177,1995 mg kg™ onde entfio obtém-se o maximo de absorbancia.
Entretanto maiores concentragdes de HH levam a uma diminui¢ao significativa
do sinal analitico, indicando que o excesso deste agente redutor do Fe*" para Fe’
pode levar a formacdo de outros complexos em solugdo que j4 ndo absorvem

neste comprimento de onda.
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Figura 5. Variagdo do sinal analitico em fun¢do de diferentes concentragdes de NP.(m)
[Fenol]= 0,5 mg kg™';(®) [Fenol]= 1,0 mg kg'; (A) [Fenol]= 5,0 mg kg
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Figura 6. Variagao do sinal analitico em fungdo de diferentes concentra¢des de HH.(m)
[Fenol]= 0,5 mg kg'l;(O) [Fenol]= 1,0 mg kg'l; (A) [Fenol]= 5,0 mg kg'1
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3.5. Efeito do pH

A Tabela 3 mostra a influéncia do pH sobre o sinal obtido para a
concentra¢io de fenol igual a 1,000 mg kg”'. O maior sinal analitico foi obtido

para pH do meio igual a 12,00.

Tabela 3: Valores de absorbancias obtidos para a concentragdo de fenol igual a 1,000
mg kg em diferentes pH.

pH Sinal Analitico
8,00 -0,016
10,00 0,008
12,00 0,416

Nota-se que a reagdo ¢ bastante favorecida em pH 12,00, pois com o
aumento da concentra¢do de ions hidroxila no meio ¢ promovida a desprotonacao
da molécula de fenol, convertendo-o a fenolato. O ion oxigénio negativo (O°) do
anel benzeno repele o elétron o que faz do anel benzeno muito reativo, tornando-
o um bom doador de elétrons. Como um eletrofilo, o grupo nitroso na forma de
NO" ataca o anel benzeno e a reagio eletrofilica ocorre mais facilmente (Figura

1A).

Neste estudo, observou-se que apds a preparagdo das solugdes estoque de
sal em aguas destilada ajustada em pH 12,00, ha uma pequena queda no pH de
aproximadamente 0,5 unidades. Sendo assim uma solugao em pH 12,00, apds o
preparo da solugdo estoque de sal caiu pra aproximadamente pH 11,5. Como o
maximo de absorbancia foi obtida em pH 12,00, esta de acordo com os resultados
obtidos por Nagaraj et al.'"* onde em meios tamponados na faixa de pH 9.26-
11.45 sdao obtidos maximos de coloragdo. Além disso, sdo observados que a
reacdo ¢ mais sensivel e com limites de tolerancia de outros ions mais altos em

meio tamponado.

Em valores de pH’s maiores que 12,00, ndo foi possivel o preparo dos
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tubos, pois houve uma pequena precipitagdo do sal nas solugdes estoque de

sulfato de litio.

3.6. Estudo dos parametros analiticos

A faixa linear ¢ a habilidade em produzir resultados que sejam diretamente
proporcionais a concentracdo do analito nas amostras, em uma dada faixa de
concentragdo dos padrdes, denominada faixa de trabalho®. A linearidade de
resposta do detector foi verificada pela curva analitica preparada, conforme
descrito no item 2.5, em que padrdoes de fenol em solugdes estoque dos
respectivos sais estudados foram preparados nas concentracdes de 0 a 3,3 mg
kg™ Os valores dos coeficientes de correlagdo (R) encontrados na Figura 4 estdo
de acordo com as normas estabelecidas pela ANVISA que recomenda valores
superiores a 0,99, indicando que existe uma resposta linear do detector por
ultravioleta-visivel na faixa de concentragdo trabalhada para o fenol’’. A melhor
curva analitica obtida foi utilizando o SAB L35/L1,SO4na 1° CLA, cuja equagdo

= -0,005384+0,414828[Fenol], que apresentou uma correlacdo linear entre a
absorbancia e a concentracdo de fenol R*> 0,99948 (n=5) na faixa de 0,2500 a
2,0000 mg kg™

O limite de detec¢do (LD) corresponde a menor concentracdo da
substancia de interesse que pode ser detectada, mas nao necessariamente
quantificada como um valor exato. O limite de quantificacao (LQ) corresponde a
menor concentragdo da substancia de interesse que pode ser quantificada com
exatiddo®'. Os limites de deteccdo e o de quantificagdo obtidos para o SAB
L35/Li,SO4 (1° CLA) foram iguais a 0,0426 mg kg' e 0,141 mg kg’
respectivamente. Resultado semelhante foi obtido por Kang et al. (2000)", em
que o menor limite de concentragdo detectivel foi 0,05 mg L. Os valores
obtidos para o método proposto ndo cobrem o limite estabelecido para fenol em
aguas potaveis (0,001 mg L), mas ¢é aceito pra determinagdes de fendis totais
em amostras de qualquer tipo de efluentes, cujo limite de lancamento ¢ 0,5

mg L.
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A repetitividade do método foi determinada realizando-se a determinacdo
do fenol em SAB preparado em amostras de dgua destilada, em sete repetigoes,
para o calculo da estimativa do desvio padrdo relativo, conforme recomendagdes
do INMETRO (2003)*'. O coeficiente de variagio (CV) para concentragio de
fenol igual a 0,5000 mg kg foi igual a 0,113 %. Em analise de amostras
complexas considera-se que o método ¢ preciso quando os coeficientes de
variagdo apresentam-se menores que 20%° , portanto, os pequenos valores de
CV(%), demonstraram que o método estudado apresentou uma boa

repetitividade.

A porcentagem de recuperagcdo (R) para cada amostra ¢ mostrada na
Tabelas 4. As porcentagens de recuperagdo obtidas neste estudo estdo entre 98 e
143%, observando um efeito negativo na recuperacao para as amostras de urina.

Além destes parametros, as melhores condi¢cdes experimentais obtidas
sdao: leitura a 715 nm, onde mais alta razao sinal ruido foi obtida; agitacdo
manual por cinco minutos, por proporcionar maior contato entre as fases, e
conseqiientemente uma maior transferéncia de massa, fazendo com que os
reagentes possam entrar em contato e reagirem mais facilmente. A concentragao
de nitroprussiato de sddio escolhida foi a 1669 mg kg' e hidrocloreto de
hidroxilamina igual a 177,2 mg kg™, em que se obteve maior absortividade do
composto decacianodiferrato na fase superior do SAB. O SAB utilizado para a
determinacao de fenol nas amostras foi o SAB constituido pelo copolimero L35 e
o sulfato de litio, por obter uma maior eficiéncia na determinagdo de fenol, além
de um coeficiente de correlagdo igual a 0,99948 para uma faixa de concentragdo

de 0,2500 a 2,000 mg kg™

3.7. Determinacao de fenol em amostras aquosas

O método proposto foi aplicado a determinagdo de fenol em amostras de
agua e urina. As amostras foram dopadas com 2,000 mg kg™ de fenol. Os valores

de recuperacdo obtidos sdo mostrados na Tabela 4. A Tabela 4 mostra que as

58



recuperacdes foram quantitativas (98 a 107 %) quando as amostras de agua
destilada, deionizada e da lagoa foram analisadas. As recuperagdes para as
amostras residuais de celulose/papel e café variaram entre 108 e 143 %,
indicando que o método sofre interferéncia da matriz. O mesmo ocorreu para as
amostras de urina, porém neste caso a interferéncia foi negativa (<63,9 %).

A presenca de interferentes de matriz nas amostras dos efluentes gerados
na industria de celulose e papel, podem ser originado das caracteristicas destes
efluentes, uma vez que sdo misturas complexas, consistindo de materiais
extraidos da madeira (ligninas, carboidratos e extrativos) durante a producao da
polpa, e apos principalmente o branqueamento, onde surge uma variedade de
subprodutos clorados, inclusive compostos fenolicos clorados que podem reagir e
estimar os valores de recuperacio’".

Efeito semelhante, obtendo-se altos valores de recuperagao foi observado
para as amostras obtidas da extragdo do fruto do café, onde estdo presentes um
grande numero de compostos tais como carboidratos e aglicares, proteinas,
corantes naturais e principalmente compostos fenolicos tais como os polifendis
(4cidos clorogénico e caféico, taninos e cafeina)®.

A importancia em se querer determinar fenol em amostras biologicas, se
deve ao fato de que segundo a NR-7, o fenol urindrio ¢ considerado indicador
biologico de exposi¢do ao fenol. Embora, o fenol seja encontrado na urina,
oriundo do metabolismo de componentes alimentares ou de exposi¢des a
compostos cujos metabdlitos finais sdo o fenol, este ¢ aplicado no monitoramento
biologico com valor de referéncia conhecido e € considerado na correta avaliagao
da exposi¢do ocupacional™.

A técnica de espectrofotometria UV-VIS tem sido relatada na literatura
cientifica, como método de determinacdo de fenol em amostras biologicas,
baseada na extracdo liquido - liquido, utilizando para isto o éter etilico. Sendo
assim, buscando eliminar o uso de solventes toxicos, avaliou-se a aplicabilidade
dos SAB na determinacdo de fenol em urina. Os resultados de recuperagdo

obtidos demonstraram alta perda do analito frente as condi¢des propostas, valores
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estes inferiores a 63,9 %. Este efeito de matriz observado pode ter sido
proveniente da coleta, armazenagdo ou até no preparo das solugdes.

Estudos relatam que as amostras biologicas precisam ser coletadas em
frascos ambar, previamente descontaminados com hipoclorito de sédio e agua
deionizada, além de serem acondicionadas em caixa de isopor com gelo seco e
conservadas a 4 °C até o momento da andlise para evitar e eliminar os possiveis
interferentes. Outra forma de diminuir estes efeitos de matriz ¢ a utilizagao de
padrdo interno, utilizando, por exemplo, uma solu¢do de nitrobenzeno.

Observa-se através dos resultados apresentados que a quantificagdo do
fenol pode ser afetada pela presenga de compostos co-extraidos da matriz. Sendo
assim, a exata avaliagdo do efeito de matriz pode evitar estimativas erroneas dos
teores do analito, além de tornar a técnica mais confiavel. Para reducao do efeito
de matriz, ¢ recomendavel o uso da curva de calibragdo preparada na matriz,

122

isenta de fenol™”, ou a utilizagdo de substancias protetoras nos padrdes preparados

em solvente puro*’. Ou ainda submeter as amostras a um processo de clean up.
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Tabela 4. Parametros analiticos obtidos na aplicagdio do método proposto na
determinagdo de fenol em diferentes amostras.

Amostra  Recuperacdo+dp* R’ Abs =A + B (conc)
AD 98,1+0,8 0,9993  Abs=-0,046525+0,40597conc
AMQ 104,7+6,1 0,9985 Abs=0,048100+0,32676conc
AM 112,9+0,8 0,9993  Abs=-0,046525+0,40597conc
AT 106,5+9,5 0,9985 Abs=0,048100+0,32676conc
AL 113,14£3,2 0,9993  Abs=-0,046525+0,40597conc
ECEL S/D 108,4+15,3 0,9997  Abs=-0,028478+0,38051conc
ECEL d/5x 111,7+0,9 0,9997  Abs=-0,028478+0,38051conc
ECEL d10x 128,0+3,8 0,9993  Abs=-0,046525+0,40597conc
ARC1 120,8+5,0 0,9997  Abs=-0,028478+0,38051conc
ARC2 123,847,5 0,9997  Abs=-0,028478+0,38051conc
ARC3 143,743,6 0,9997  Abs=-0,028478+0,38051conc
Urina s/d 19,4+0,4 0,9993 Abs=-0,046525+0,40597conc
Urina d/10x 63,9+4,7 0,9993  Abs=-0,046525+0,40597conc
Urina d/20x 60,1+4,1 0,9997  Abs=-0,028478+0,38051conc

*dp: estimativa do desvio padrao (n=3)

4. Conclusao

O método desenvolvido para determinacdo de fenol em agua utilizando
um sistema aquoso bifasico formado por copolimero tribloco L35 e Li,SO,, se
mostrou eficiente para a faixa de concentragao estudada, obtendo um R*> 0,999 e
boa precisdo (em média 2 %). Para a maioria das amostras de dgua estudadas
obteve otimos resultados de recuperacdao que variaram de 98 a 113%. Os limites
de detecgio e o de quantificagio foram iguais a 0,0426 mg kg e 0,141 mg kg™’
respectivamente.

Os resultados mostrados neste trabalho comprovam a aplicabilidade da
utilizacdo de sistemas macromoleculares para a determinagdao de fenol,

oferecendo como vantagens quando comparado ao método descrito por Nagaraj
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13,14 ~ - ~
1. 7" o fato de ndo sofrer com efeitos de altas concentracoes de

et al. e Kangeta
ions, ndo necessitar de um passo de pré-destilagdo das amostras, ser uma técnica
de pré-concentragdao do analito, além de ser ambientavelmente segura, simples,

rapida, de baixo custo e sensivel.
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