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RESUMO

RODRIGUES, Guilherme Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2009.
Um método verde e sensivel para determinacdo de fendis em amostras de agua
utilizando sistemas aquosos bifasicos. Orientadora: Maria do Carmo Hespanhol da
Silva. Coorientadores: Luis Henrique Mendes da Silva e Luis Antonio Minim.

Este trabalho apresenta, inicialmente, uma breve revisdo sobre sistemas aquosos
bifasicos (SAB), incluindo o histdrico, principios e propriedades da técnica. Além disso,
uma divulgacdo sobre métodos verdes para determinacdo de fenois em agua ¢
apresentada, uma vez que estas substincias apresentam alto grau de toxicidade. O
descarte de compostos fenolicos no ambiente ¢ regulamentado em varios paises,
inclusive no Brasil, através da resolugio CONAMA n° 357 (17 de Marco de 2005).
Associado a este aspecto, existe uma grande procura por “métodos limpos”, isto &,
procedimentos que estejam de acordo com os principios da Quimica Verde, que
incluem: microextracao em fase liquida, microextracao em fase sélida, analise em fluxo,
extracdo por ponto nuvem e sistemas aquosos bifasicos. Foi desenvolvido neste trabalho
um procedimento sensivel e ambientalmente seguro para determinac¢do de fenol e 0-
cresol em amostras de agua, utilizando SAB (PEO1500 + sal + 4gua). O método ¢
baseado na reagdo entre fenol, nitroprussiato de soédio (NPS) e hidrocloreto de
hidroxilamina (HL) em meio alcalino, produzindo o 4nion complexo [Fex(CN);0]'", que
apresenta concentragdo preferencial na fase superior do sistema. O método apresentou
os seguintes pardmetros analiticos: faixa linear de 1,00 a 500 ug kg™, coeficiente de
variagdo igual a 0,38 e 0,30 %, limite de deteccdo de 1,27 e 1,88 ug kg'1 ¢ limite de
quantificacio de 4,22 e 6,28 pg kg, para fenol e o-cresol, respectivamente.
Recuperagdes entre 95,7 e 107% foram obtidas para amostras de agua. Além disso, o

método proposto apresentou excelente concordancia com o método padrao de analise.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Guilherme Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, july of 2009. A
greener and sensitive method for phenols determination in water samples using
aqueous two—phase systems. Adviser: Maria do Carmo Hespanhol da Silva. Co-
Advisers: Luis Henrique Mendes da Silva and Luis Antonio Minim.

This work initially presents a brief review of aqueous two-phase systems
(ATPS), including the history, principles and properties of the technique. Furthermore, a
divulgation on green methods for determination of phenols in water is shown, since
these substances have high toxicity. The disposal of phenolic compounds is regulated in
several countries, including Brazil, through the resolution CONAMA n° 357 (March 17,
2005) and, associated with this, there is a constant search for “environmental safe
methods” which are according to the principles of Green Chemistry, such as: liquid
phase microextraction, solid phase microextraction, flow analysis, cloud point
extraction and aqueous two-phase. In this work a greener and sensitive procedure for the
determination of phenol and 0—cresol in water samples, exploiting ATPS (PEG1500 +
salt + water) was developed. The method is based on the reaction among phenol,
sodium nitroprusside and hydroxylamine hydrochloride in alkaline medium, producing
the complex anion [Fe;(CN);o]'"" which concentrates in the top phase of the system.
The method shows the following analytical features: linear range of 1.00 to 500 ug kg ',
coefficient of variation equal 0.38 and 0.30 %, limit of detection of 1.27 and 1.88 ng kg~
! and limit of quantification of 4.22 and 6.28 pg kg ', for phenol and o—cresol,
respectively. Recoveries within 95.7 to 107 % were obtained for water samples.
Besides, excellent agreement between the proposed method and the standard method

was observed.
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Capitulo 1

Revisdo de Literatura

1. Introducgéo

Nos ultimos anos, devido ao impacto ambiental negativo gerado pelo grande
crescimento industrial e populacional, as regulamenta¢des ambientais tornaram-se mais
rigidas. Além disso, esfor¢os t€ém sido realizados no sentido de minimizar o descarte de
residuos nocivos a satide humana e ao ambiente. Devido a essa demanda, é crescente o
nimero de pesquisas académicas e industriais voltadas para o desenvolvimento de
novos métodos, que sejam sensiveis, menos poluentes, mais seguros, eficientes e ainda
economicamente viaveis [1].

Uma das técnicas largamente aplicadas a separagdo e/ou ao tratamento de
residuos em industrias ¢ a extracao liquido-liquido tradicional (ELT), pois permite que
um grande numero de diferentes solventes e agentes extratantes sejam utilizados. Isto
possibilita que uma extensa variedade de analitos sejam separados [2]. Entretanto, a
ELT ¢ uma técnica que emprega solventes organicos, que normalmente sdo toxicos,
cancerigenos e¢/ou inflamaveis [3].

Uma técnica de extracdo que vem sendo apresentada na literatura [4,5] como
alternativa ambientalmente segura a ELT sdo os sistemas aquosos bifasicos (SAB).
Estes sistemas tém como componente majoritario a dgua, o que, associado ao fato dos
demais componentes niao serem toxicos nem inflamaveis, e em alguns casos,
biodegradaveis, justifica o enquadramento dos SAB as novas perspectivas ambientais da
quimica, norteada pelos principios da Quimica Verde [6]. Além disso, esses

componentes sdo comercialmente acessiveis e de baixo custo.



Os sistemas que apresentam regioes com diferentes propriedades
termodindmicas intensivas, denominadas de fases, tem recebido grande atengdo por
parte das induastrias e dos grandes centros de pesquisa em fungdo das suas
aplicabilidades em processos de extragdo, purificacdo e pré-concentracdo de diversos
analitos. Um soluto ao ser adicionado em um sistema constituido por duas fases ou
mais, se transfere preferencialmente para uma das fases. Tal transferéncia ¢ dependente
de propriedades fisico-quimicas, tais como temperatura, pH, composi¢do do sistema,

dentre outras [7].

1.1. Histérico

O SAB foi descoberto, em 1896, por Beijerinck [8,9], que ao misturar solugdes
aquosas de gelatina com agar ou gelatina ¢ amido soluvel, percebeu que o sistema
resultante apresentava uma turbidez caracteristica e, deixando-o em repouso por algum
tempo, ocorria a formagao de duas fases espontaneamente. Além disso, constatou que a
fase superior era rica em gelatina e a fase inferior enriquecida por agar (ou amido),
sendo que a agua era o componente majoritario nas duas fases. Em estudos
complementares, Ostwald e Hertel [10,11] constataram que amidos com diferentes
fragdes de amilose e amilopectina, produziam diferentes diagramas de fase. Esta
descoberta permitiu concluir que pequenas variagcdes nas interagdes moleculares t€ém
grande influéncia sobre as composicdes das fases em equilibrio. No final da década de
40, Dobry e Boyer-Kawenoki [12,13], na tentativa de verificar uma possivel
generalidade do fendmeno de separagdo de fases, realizaram um estudo sobre a
miscibilidade de um grande numero de diferentes pares de polimeros, dissolvidos em

solventes orgéanicos ou em solugdo aquosa. Os autores observaram que dos 35 pares de



macromoléculas estudados, apenas quatro nao resultaram na formagao das duas fases.
Fato que levou a conclusdo de que a incompatibilidade de polimeros ¢ um fendmeno
geral.

Somente em 1956, Albertsson [14] evidenciou a grande potencialidade dos SAB
aplicando estes sistemas na parti¢do de células e fragmentos de células. Ja os primeiros
estudos de extracdo de ions metalicos s6 se deram no final da década de 1980 com os
trabalhos de Zvarova et al. [15] que estudou o comportamento de ions metalicos na
presenga de agentes extratores soluveis em agua. Desde entlo, os sistemas aquosos
bifasicos foram largamente aplicados na separacdo, purificacdo e,ou pré-concentracao
de diversos tipos de solutos como organelas celulares, [16,17] proteinas [18],
membranas [19], DNA [20], anticorpos [21], nanoparticulas [22], corantes [23], e ions

[5,24-28].

1.2. Sistemas Aquosos Bifasicos: Principios e Propriedades

Os SAB sao formados, sob condi¢des termodinamicas especificas (temperatura,
pressdo e concentragdo) [6], a partir da mistura entre solugdes aquosas de dois
polimeros [29], um polimero e um eletrélito [30], ou dois tipos de sais [31]
quimicamente incompativeis. O processo de separa¢ao de fases resulta em um sistema
heterogéneo composto por duas fases imisciveis, sendo a fase superior (FS), rica em
polimero, e a fase inferior (FI), rica em sal. Além disso, ambas as fases possuem grande
quantidade de agua, conforme apresentado pela Figura 1.

Essa natureza bifasica oferece varias vantagens na utilizagdo dos SAB como
técnica de separacdo, como: (i) ambiente adequado para preservacdo da atividade

bioldgica de solutos [32,33]; (ii) baixa tensdo interfacial, o que beneficia o processo de



migracao pela interface [34]; e (ii1) possibilidade de aplicagcdo em larga escala [35].

FASE SUPERIOR
[PEQ1500] = 44,40 % (mvm)
[Li:504] = 3,25 % (mfmm)
[H:0] = 52,35 % (mlrm)

COMPOSICAOGLOBAL
[PEO1500]) = 26,46 % (i)
[Li;SO,] = 10,66 % (rafma)
(H-0] = 62,83 % {re/m)

o FASE INFERIOR

L ]

° [PEO1500] = 5,91 % (rim)
e ¢ | [Li:30]=1932% (mim)
o ©/

®
2 ) M,01=74,77 % (ralm)

Figura 1. ParAmetros termodindmicos para um ponto de mistura do sistema Poli(6xido de etileno), PEO,

1500 g mol ' + sulfato de litio + agua , a 25 °C. [30]

A composi¢ao quimica das duas fases em equilibrio termodinamico é geralmente
representada por meio de um diagrama de fases. Este, por sua vez, pode ser apresentado
graficamente de forma triangular ou retangular, como mostra a Figura 2, que apresenta
um SAB formado por um polimero e um sal inorganico. Nos diagramas retangulares, a
concentragdo de sal do sistema se encontra no eixo das abscissas € a concentragdo do
polimero, no eixo das ordenadas. Estas concentragdes geralmente sdo dadas em
porcentagem massica, % (m/m).

Nestes diagramas encontram-se informagdes fundamentais para o entendimento
e aplicacdo dos SAB, tais como, as composi¢des globais (CGL) nas quais irdo gerar
sistemas com uma ou duas fases, a composi¢ao da fase superior (CFS) e composi¢ao da
fase inferior (CFI). A linha binodal (LB) corresponde as mininas composi¢des de
equilibrio nas quais, o sistema se apresenta com duas fases, € sua posi¢do no diagrama
pode variar com a hidrofilicidade/hidrofobicidade e a massa molar média do polimero,
natureza quimica do sal, temperatura, pressdo ¢ pH do meio [36]. Existem diferentes
métodos para a obtencdo da linha binodal, entretanto o mais utilizado envolve titulagdo
turbidimétrica e andlise das composi¢des das fases [29].

4
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2 Fases

Linha de Amarracio

[Polimero] % (m/m)

CFl
1Fass Linha Binodal

I:I12.:‘r4-5 3111-12.14
[Sal] | %(m/m)

Figura 2. Diagrama de fase expresso em coordenadas retangulares de um SAB constituido por polimero e

sal.

Além disso, a Figura 2 representa as linhas de amarragao (LA), que sdo retas que
ligam os pontos no diagrama que representam a composicdo das duas fases em
equilibrio termodindmico. Ao longo de uma mesma LA, em qualquer composi¢ao
global, todas as propriedades termodindmicas intensivas (indice de refracao,
condutividade, densidade, composi¢do, etc.) de cada fase sdo constantes, enquanto as
propriedades termodindmicas extensivas (volume, capacidade calorifica, massa, etc.)
variam. Por exemplo, na Figura 3, os pontos de composi¢ao global A, B e C terdo uma
mesma composicado de fase superior, identificada pelo ponto CFS, e uma mesma
composi¢do de fase inferior, dada por CFI. Em compensacdo, os volumes das fases
serdo diferentes em cada um destes pontos. Deste modo, a medida que se desloca em
cima de uma linha de amarragao, em direcao a parte inferior do diagrama, por exemplo,
obtém-se composi¢des globais que formardo SAB com maior volume de fase inferior.
Em contrapartida, quando se desloca em direcdo a parte superior do diagrama, ocorre o
inverso, obtém-se sistemas com maior volume de fase superior.

O ponto D (Figura 3) representa uma composicao global que pertence a uma LA

com comprimento menor que a linha de amarra¢dao que contém o ponto B, isto significa



que a diferenca entre as propriedades termodinamicas das fases do sistema com
composi¢do global D sdo menores do que aquelas apresentadas entre as fases dos
sistemas com composi¢oes globais A, B ou C. A diminui¢do sucessiva nos
comprimentos das linhas de amarracdo (CLA) leva de encontro ao ponto critico (Pc). A
medida que as composi¢des das duas fases do sistema aproximam deste ponto, a

diferenca entre as propriedades termodinamicas dessas fases diminuem até que

teoricamente, tornam-se iguais.

50 -
CFs

[Polimero] / % (m/m)

[Sal] / %(m/m)

Figura 3. Variagdo do volume das fases em fungdo das diferentes composi¢des globais do SAB.

Deste modo o comprimento da linha de amarragdo ¢ um importante pardmetro
termodinamico utilizado para medir a diferenca entre as propriedades intensivas das
fases em equilibrio. Este parametro ¢ calculado a partir dos valores de composi¢dao dos

solutos de cada fase, de acordo com a Equacdo 1:

CLa=[(CF —Cp)* + (C8 — Ca )7 (1)



onde €f e €} sdo as concentragdes de copolimero e £ ¢ Ci sdo as concentragdes do sal

% (m/m) nas fases superior e inferior, respectivamente. Ou seja, quanto maior o valor
de CLA, mais distintas sdo as propriedades termodinamicas intensivas entre as duas
fases, o que ocasiona um incremento do coeficiente de particdo (K) de um analito, desde

que esse apresente migracao preferencial para uma das fases (K # 1).
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Capitulo 2

Meétodos verdes para determinacao de fendis em agua

Resumo

A disponibilidade restrita de fontes de dgua propria para o consumo € 0s
elevados custos para a obtengdo de agua potdvel tem causado um aumento da
consciéncia sobre sua utilizagdo e monitoramento. Assim, existe uma grande procura
por “métodos limpos”, isto €, procedimentos que estejam de acordo com os principios
da Quimica Verde. Além disso, essas metodologias devem ser capazes de fornecer
resultados confidveis para a andlise da qualidade da 4dgua para diversos poluentes, tais
como compostos fendlicos. Fenol e seus derivados sdo espécies que estdo incluidas na
lista de poluentes prioritarios em diversos paises e, as legislacdes ambientais
estabelecem um limite méximo de fendis totais em 4aguas utilizadas para consumo
humano de 3 pg L. Neste trabalho, serdo apresentados métodos ambientalmente
seguros para determinagdo de compostos fendlicos em matrizes aquosas empregando
diversas técnicas analiticas, que incluem: microextracdo em fase liquida, microextragao
em fase solida, andlise em fluxo, extragdo por ponto nuvem e sistemas aquosos

bifasicos.

Palavras-chave: fenois; quimica verde; 4gua; microextracdio em fase liquida;

microextragdo em fase solida; andlise em fluxo, extragdo por ponto nuvem; sistemas

aquosos bifasicos.
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Abstract

The restricted availability of water sources suitable for consumption and high costs for
obtaining potable water has caused an increase of the conscience concerning the use and
monitoring of water. Thus, there is a high demand for "environmental safe methods”
which are according to the principles of Green Chemistry. Moreover, these
methodologies should be able to provide reliable results for the analysis of water quality
for various pollutants, such as phenolic compounds. Phenol and its derivatives are
species included in the list of priority pollutants in many countries, and environmental
legislations establish a limit of 3 pg L of total phenols in waters used for human
consumption. In this work, greener methods for determination of phenolic compounds
in aqueous matrices are presented, using several analytical techniques, which include:
liquid phase microextraction, solid phase microextraction, flow analysis, cloud point

extraction and aqueous two-phase systems.

Keywords: phenols, green chemistry, water, liquid phase microextraction, solid phase

microextraction, flow analysis, cloud point extraction and aqueous two-phase systems.
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1. Introducgéo

Nas ultimas décadas, devido as conseqiiéncias negativas do grande crescimento
industrial e populacional, que provoca graves danos a saude humana e a natureza, o
crescimento da responsabilidade ambiental tem sido visivel. Diversos paises tém
voltado seus esfor¢os pela busca do desenvolvimento auto-sustentavel, que pode ser
definido como o progresso industrial que atendem as necessidades do presente sem
comprometer a capacidade das futuras geracdes em satisfazerem suas proprias
necessidades.’

Inevitavelmente, essa demanda teve influéncia decisiva na Quimica.
Pesquisadores tém buscado, cada vez mais, desenvolver novos métodos,> elaborar

> criar novas ferramentas,”’ que reduzam ou eliminem componentes

’ 4
novas sinteses,
indesejaveis de uma andlise quimica, como, producdo de residuos, uso de reagentes

toxicos, desperdicio de energia em processos industriais, etc.

1.1. Quimica verde (QV): definicdo e principios

A partir da década de 90, surge uma nova tendéncia em como conduzir as
analises quimicas, com o intuito de reduzir o impacto ambiental das mesmas. Essa nova
visdo ¢ denominada “Green Chemistry”, ou quimica verde, quimica limpa, quimica
ambientalmente benigna, ou ainda, quimica auto-sustentavel. O conceito da quimica
verde, que inclui 12 principios basicos, ¢ definido como o projeto, desenvolvimento e
aplicacao de produtos e processos quimicos com o objetivo de reduzir ou eliminar o uso

~ A s . \ , . 1 . .
ou geragdo de substancias nocivas a saude humana e ao ambiente. A partir disso,
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iniciou-se o desenvolvimento de diversas pesquisas com o objetivo de desenvolver
metodologias ambientalmente seguras.

Um dos principais alvos dos estudos envolvendo quimica verde e da
preocupacdo ambiental ¢ o monitoramento da qualidade de &4guas, haja vista o
fundamental papel desempenhado pela agua na manutencao de todos outros segmentos
da natureza. Para que esse monitoramento (ndo apenas da agua, mas como de outras
matrizes, como solos, atmosfera, etc.) fosse realizado de forma eficaz, que inclui
estabelecimento de normas e fiscaliza¢do, diversas agéncias de controle ambientais
foram criadas. Dentre elas, destacam-se a Environmental Protection Agency (EPA) que,
atualmente, € o principal 6rgdo de controle ambiental do mundo e, em ambito nacional,
0 Ministério do Meio Ambiente (MMA), representado pelo Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA). Esses o6rgdos possuem uma lista, denominada poluentes
prioritarios,® na qual estdo listadas as substincias mais nocivas a satide humana e ao
ambiente, que incluem: (i) metais (e.g., Sb, Cu, Pb, Zn, Cd, Cr, Ni, Hg, etc.); (ii)
agrotoxicos (e.g., DDT); e outras espécies, como CN’, benzeno, cloroférmio, etc.. Além
disso, esta lista inclui uma classe muito importante de poluente e, que tem sido alvo de

. A . -11 ~ rqe
pesquisas académicas,”"'! que sdo os compostos fenolicos.

1.2. Compostos fendlicos

Fenol e seus derivados sdo substincias encontradas em diversos processos
industriais. Essas substancias causam uma constante preocupacdo do ponto de vista
ambien‘[al,12 devido ao alto grau de toxicidade, bioacumulagdo nas diferentes cadeias
alimentares, mesmo em baixas concentragdes e persisténcia no ambiente.>'> A Tabela

1 apresenta os fendis incluidos na lista de poluente prioritarios. Os 20 compostos
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fendlicos presentes nesta lista se dividem em 4 grupos principais, além do proprio fenol:
(1) clorofenois; (ii) metilfenodis (cresoéis); (iii) nitrofendis; e (iv) outros fenodis que

apresentam mais de um tipo de substituinte no anel aromatico.

Tabela 1. Fendis incluidos na lista de poluentes prioritarios. Adaptada da ref. 8

Grupo Compostos Fendlicos
Fenol Fenol
Clorofendis 2-clorofenol; 2,4-diclorofenol; 2,6-

diclorofenol; 2,4,5-triclorofenol;
2,4,6-triclorofenol; 2,3,4,5-
tetraclorofenol; 2,3,4,6-tetraclorofenol;
2,3,5,6-tetraclorofenol; pentaclorofenol
Cresois 2-metilfenol; 3-metilfenol; 4-metilfenol;

2,4-dimetilfenol

Nitrofenois 2-nitrofenol; 4-nitrofenol; 2,4-
dinitrofenol
Outros 4-cloro-3-metilfenol; 2-metil-4,6-

dinitrofenol; 2-cilcoexil-4,6-dinitrofenol;

2-sec-butil-4,6-dinitrofenol (Dinoseb)

A resolu¢ado CONAMA, numero 357, de 17 de Marco de 2005,16 dispde sobre a
classificagdo dos corpos de 4gua e diretrizes ambientais para seu enquadramento, bem
como estabelece as condicdes e padrdoes de lancamento de efluentes. Esta resolucdo
estabelece os teores maximos de fenois, denominado “Fenois Totais”,17 tolerados de
acordo com o tipo de agua, conforme mostrado na Tabela 2. Para dguas doces e salobras
de classe 1, que sdao destinadas ao consumo humano apds tratamento adequado, a
tolerancia para fendis é de 3 ug L. J4 para aguas que ndo sdo destinadas ao consumo
humano e/ou utilizacdo direta, a legislacao estabelece um teor madximo que varia de 10 a
60 pg L.

Além disso, segundo o CONAMA, os efluentes de qualquer fonte poluidora

somente poderdo ser lancados, direta ou indiretamente, em corpos de agua se
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apresentarem concentra¢des maximas de fenois de 0,5 mg L. Atualmente, os efluentes
industriais sdo os principais alvos de trabalhos académicos que envolvem determinagao

de fenois. As principais fontes industriais de residuos contendo compostos fenolicos sao

industrias de corantes,'® pesticidas,”” papel e celulose,”’ petroquimica®** e
siderurgica.”
Tabela 2. Teores maximos de fendis totais permitidos em agua. Adaptada da ref. 16
Tipo de 4gua Descricéo Fendis
Totais®
Doce - Classe 1 Abastecimento para o consumo humano; protegdo de comunidades 0,003 mg L™

aquaticas; recreacdo de contato primario; irrigacdo de hortalicas.
Doce - Classe 3 Abastecimento para o consumo humano; irrigacao de culturas 0,0l mg L™
arboreas, cerealiferas e forrageiras; pesca amadora; recreagdo de
contato secundario; dessedentacdo de animais.
Salina - Classe 1 ~ Recreagio de contato primario; protegdo de comunidades aquaticas; 0,06 mg L™
aquicultura e pesca.
Salobra - Classe 1  Recreagdo de contato primario; protecio de comunidades aquaticas; 0,003 mg L™
aquicultura e pesca; abastecimento para o consumo humano;
irrigagao.
Efluente Quaisquer fontes poluidoras que langam residuos em corpos de 0,5mg L’

agua.

? substancias que reagem com 4-aminoantipirna [17]

2. Métodos analiticos ambientalmente seguros para determinacdo de fendis em

agua

Diversos métodos analiticos para determinacao de compostos fenolicos foram

desenvolvidos, os quais incluem: (i) técnicas eletroanaliticas, representadas por

23-25 26-28

voltametria e amperometria; (i1) cromatografia gasosa (CG), acoplada a

detectores de ionizacdio em chama (DIC),” captura de elétrons (DCE) ou

espectrometro de massa (EM);*' (iii) cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);**
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% (iv) eletroforese capilar (EC), com diferentes sistemas de deteccdo;’*>® e (v)
espectrometria de absor¢io molecular na regido do UV-Visivel (UV/Vis).**

Essas técnicas sempre foram amplamente aplicadas para determinacao de fendis,
entretanto, de modo convencional, isto ¢, sem a preocupagao do impacto gerado ao meio
ambiente. Com o advento da Quimica Verde ¢ de toda a demanda em relacdo a
consciéncia ambiental, os procedimentos analiticos passaram por modificagdes com o
objetivo de se tornarem “métodos limpos”. Neste trabalho, serdo apresentados métodos
ambientalmente seguros para determinacdo de compostos fenodlicos em matrizes

aquosas empregando diversas técnicas analiticas.

2.1. Microextracdo em Fase Liquida

Dentre as técnicas de extragdo/pré-concentracdo utilizadas para preparo de
amostras e¢ determinacdo de fendis, a extracdo liquido-liquido tradicional (ELT) e a
extragdo em fase solida (EFS) sdo certamente as ferramentas mais aplicadas, devido a
caracteristicas como baixo custo, simplicidade e possibilidade de emprego de varios
tipos de solventes. Entretanto, a ELT e a EFS apresentam diversas desvantagens, como
o emprego de grandes quantidades de solventes organicos, que por sua vez, sio
substancias tdxicas, cancerigenas e/ou inﬂaméveis;44 formacao de emulsdes; longo
tempo de anélise; e dificuldade de automagio.*

Uma proposta para substituicdo da ELT e EFS foi desenvolvida recentemente.
Esta técnica ¢ denominada microextragdo em fase liquida (MEFL) e foi desenvolvida
como um pré-tratamento para reducdo do consumo de solvente organico. A MEFL ¢
baseada na distribui¢do do analito entre uma fase aquosa, contendo o material de

. . n . . 4 , .
interesse, ¢ uma microgota de solvente organico (Figura 1).*® Esta técnica apresenta
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vantagens como rapidez, simplicidade e baixo custo e, além disso, inclui principios da
quimica verde, pois uma quantidade muito pequena de solvente organico ¢ empregada,
o que reduz a produgdo de residuos (Principio 1 da QV), a exposi¢ao de operadores a
substincias toxicas e o risco de acidentes (Principio 12 da QV).!

Desde que a MEFL foi introduzida pela primeira vez, em 1996, por Liu e
Dasgupta,”’ diversos procedimentos empregando a técnica foram desenvolvidos para
determinacio de fenol, que incluem: microextragio com gota unica (MEGU);*

microextragdo liquido-liquido dispersiva (MELD);*~°

micorextragdo com headspace
. A e 1.52 ~ .
(MHS), aplicando solventes organicos '~ ou solugdes aquosas’ como microfase; e a

microextragdo em fase liquida com fluxo continuo (MEFC).”

Seringa

Gota de
solvente

=0

B Agitador

i
N —
Figura 1. Configuracdo bésica das etapas principais de um sistema de MEFL. Injecdo da microgota de

fase extratora (A); extracdo do analito (B); recolhimento da microgota para analise (C).

Reimpressa da ref. 46, com autorizacdo da © Springer.

Um exemplo de trabalho aplicando a MEFL para determinagdo de fenois € o
método desenvolvido por Chen et al..”” no qual um sistema de MEFC ¢ utilizado como

pré-etapa de extracdo a analise cromatografica via CG. Conforme esquematizado na
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Figura 2, neste método, uma microgota de solvente organico (3 uL) € injetada em uma
camara de extragdo, através de uma seringa e mantida na saida de um tubo de teflon. A
solu¢do contendo a amostra (30 mL) é propulsionada, com o auxilio de uma bomba
peristaltica, para a camara de extracdo onde ocorre a transferéncia do fenol da fase
aquosa para a fase orgénica, através de um processo de particdo. Em seguida, o fluxo de
amostra pela camara ¢ interrompido pelo fechamento do injetor, e a gota ¢ coletada e
injetada no cromatografo. Devido ao pequeno volume da fase extratora e, ao contato
continuo com a amostra no sistema em fluxo, o método apresenta altos fatores de pré-
concentragdo. Além disso, este trabalho apresenta melhorias em relagdo as andlises
cromatograficas tradicionais, como: reducdo do uso de solventes organicos, que por sua
vez, diminui a possibilidade de acidentes; diminui¢cdo do erro de andlise devido a

diminui¢do de operacdo humana pelo uso de um sistema em fluxo.

Figura 2. Esquema do sistema de MEFC (A), descrito no trabalho desenvolvido por Chen et al.,
composto pelo recipiente com amostra (1), bomba peristaltica (2), injetor (3), e camara de
extracdo (4). Esta é detalhada em (B), com a seringa (5), recipiente de vidro (6), ¢ microgota

de solvente orgénico (7). Adaptada da ref. 29.

A Tabela 3 apresenta as principais caracteristicas deste trabalho e de outros
métodos que empregam a MEFL para determinacdo de compostos fenolicos em agua.

Detalhes sobre o tipo de matriz, tipo de fendis estudados, técnica de detecg¢do e as
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principais figuras de mérito, como limite de deteccao (LOD) e faixa linear, estdo
descritos na tabela.

Um aspecto importante apresentado na Tabela 3, que ¢ uma tendéncia geral em
trabalhos que envolvem determinagao de fenois, ¢ o fato de os clorofenois serem um
dos principais alvos de analise em amostras aquosas, pois a presenca de fendis clorados
em aguas utilizadas para fins potaveis gera um sabor reconhecidamente desagradavel,
além de danos a saude.>® Entretanto, ¢ importante ressaltar que a legislagdo estabelece
um controle de fenois totais em agua e, ndo apenas de espécies individuais, logo ¢
importante e necessario o desenvolvimento de procedimentos para determinacdo de

compostos fenolicos totais.
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Tabela 3. Sumario de alguns trabalhos relevantes aplicando MEFL para determinagido de compostos fendlicos em matrizes aquosas

Técnica Fenois® Matriz Deteccao LOD Faixa linear Ref.
(ng L) (ng L)
MEGU F; 2CF; 4CF; 2NF; 4NF; 24DCF; 24DMF; 246 TCF; 4C2MF; 24DMF; Rio CG-EM 0,004 — 0,061 0,04 - 51 48
2M46DNF; PCF Destilada
MELD 2CF; 3CF; 4CF; 26DCF; 25DCF; 24DCF; 35DCF; 23DCF; 34DCF; Torneira CG-DCE 0,010-2,0 0,02 - 400 49
246TCF; 236 TCF; 235TCF; 245TCF; 234TCF; 345TCF; 2356TeCF; Rio
2346TeCF; 2345TeCF; PCF
ELD 2CF; 3CF; 4CF; 26DCF; 25DCF; 24DCF; 35DCF; 23DCF; 34DCF; Torneira CG-DEC 0,0005 — 0,100 0,001 — 20,000 50
246TCF; 236 TCF; 235TCF; 245TCF; 234TCF; 345TCF; 2356TeCF; Rio
2346TeCF; 2345TeCF; PCF
MHS 24DMF; 246TMF; 2CF; 24DCF; 2NF Drenagem EC- 1-3 5-5000 53
UV/Vis
MHS F; 2MF; 4MF Lagoa CLAE- 450 - 590 1000 - 30000 51
UV/Vis
MHS 24DCF; 246TCF; 2346 TeCF; PCF Lixiviado CG-DEC 0,04 -0,7 0,5-100 52
de aterro
MFC F; 2MF; 3MF; 24DMF; 23DMF; 34DMF Coqueria CG-DIC 1,37-295 4 - 10000 29

? F: fenol; 2MF: 2-metilfenol; 3MF: 3-metilfenol; 4MF: 4-metilfenol; 23DMF: 2, 3-dimetilfenol; 24DMF: 2,4-dimetilfenol; 34DMF: 3, 4-dimetilfenol; 246TMEF:
2.,4,6-trimetilfenol; 2CF: 2-clorofenol; 3CF: 3-clorofenol; 4CF: 4-clorofenol; 23DCF: 2,3-diclorofenol; 24DCF: 2,4-diclorofenol; 25DCF: 2,5-diclorofenol;
26DCF: 2, 6-diclorofenol; 34DCF: 3,4-diclorofenol; 35DCF: 3,5-diclorofenol; 234TCF: 2,3,4-triclorofenol; 235TCF: 2,3,5-triclorofenol; 236TCF: 2,3,6-
triclorofenol; 245TCF: 2.4,5-triclorofenol; 246TCF: 2.4,6-triclorofenol; 345TCF: 3.4,5-triclorofenol; 2345TeCF: 2,3,4,5-tetraclorofenol; 2346TeCF: 2,3,4,6-
tetraclorofenol; 2356TeCF: 2,3,5,6-tetraclorofenol; PCF: pentaclorofenol; 2NF: 2-nitrofenol; 4NF: 4-nitrofenol; 4C2MF: 4-cloro-2-metilfenol, 2M46DNF: 2-

metil-4,6-dinitrofenol.
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2.2. Microextragdo em Fase Sélida

Outra proposta para superar as desvantagens e limitacdes, do ponto de vista
analitico e ambiental, apresentadas pela ELT e EFS ¢ a microextragdo em fase sélida
(MEFS). A MEFS foi descrita, pela primeira vez, por Arthur e Pawliszyn no inicio da
década de 90> e & baseada na (i) particio do analito entre a amostra ¢ uma fibra de
silica fundida revestida com um filme de um material sorvente; e na posterior (ii)
dessorc¢ao do analito concentrado na fase sélida em um instrumento analitico.

Durante a exposicdo da fibra a fase vapor acima da amostra (técnica de
“headspace”) ou imersdo direta na solucdo, um processo de transferéncia de matéria
entre as fases ocorre e, o analito é concentrado na fase solida (Figura 3). Neste momento
a fibra ¢ retirada do contato com a amostra e o composto de interesse ¢ dessorvido para
o instrumento adequado para fornecer o sinal analitico.

A MEFS ¢ uma técnica que certamente estd de acordo com os principios da
quimica verde. Em relagdo ao processo convencional de extragdo em fase sélida, em
uma microextragao o volume de solvente organico utilizado é extremamente reduzido, o
que gera um menor risco de acidentes (Principio 12 QV) e menor produgdo de residuos
(Principio 1 QV)." Além disso, como esta técnica engloba extragdo, pré-concentragio e
introdu¢do de amostra em duas etapas, a MEFS oferece uma alta frequéncia de

amostragem e facilidade de automagao.
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Montagem do
sistema de MEFS

. Modo de
; headspace
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Modo de :;

@-— Agitador

Figura 3. Esquema do sistema de MEFS, em modo de imersdo direta e headspace. Reimpressa da ref. 46,

imersio

com autorizagdo da © Springer.

A MEFS ¢ extensamente aplicada na determinacdo de compostos fenolicos em
matrizes de interesse ambiental, principalmente em amostras de 4gua.'’”%% Todos os
trabalhos reportados na literatura apresentam modificacdes peculiares no processo de
extracdo com o objetivo de melhorar a anélise e os resultados. Um exemplo ¢ o método

analitico descrito por Santana et al.,”

no qual a MEFS com dessor¢ao em meio micelar
foi aplicada para determinagdo de clorofen6is em amostras de esgoto tratado e aguas
subterraneas, utilizando CLAE e um detector com arranjo de diodos (DAD). As etapas
basicas do procedimento sdo representadas na Figura 4. O processo de dessorcao do
analito, da fibra para a solucdo, quando realizado em meio micelar, oferece vantagens

em relacao ao processo de MEFS convencional, pois o uso de uma solugdo de surfatante

substitui o emprego de solventes e, segundo os autores do trabalho, previne limitagcdes
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como o efeito de memoria nas fibras e sobreposicao de picos no cromatograma, devido

a maior eficiéncia no processo de eluigao.

Solucao de
surfacante

Amostras de
clorofenol

\A_:_

Figura 4. Esquema do sistema de MEFS com dessor¢do em meio micelar. (A) amostra contendo
composto fenolico; (B) etapa de extracdo e pré-concetragdo; (C) dessor¢do do analito em meio micelar.

Reimpressa da ref. 59, com autorizagdo da © Elsevier.

A Tabela 4 apresenta as principais caracteristicas deste trabalho e de outros
procedimentos importantes que empregam a MEFS para determinagdo de fendis em
agua. Detalhes sobre o tipo de matriz, natureza de fenodis estudados, tipo de fibra,
técnica de detecgdo e as principais figuras de mérito, como limite de detec¢ao (LOD) e

faixa linear, estdo descritos na tabela.
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Tabela 4. Sumario de alguns trabalhos relevantes aplicando MEFS para determinag¢do de compostos fendlicos em matrizes aquosas

Fenol* Matriz Fibra® Deteccao LOD Faixa linear  Ref
(ng L) (ng L)
F; 2CF; 4CF; 24DCF; 246 TCF; PCF; 4C3MF; 4C35DMF Esgoto CW/LEP  CLAE-DAD 0,5-20 1,1-59 59
Subterranea
2MF; 3MF; 4MF; 26DCF; 245TCF; 2346TeCF; 2M46DNF Rio Pt/DS-PP CG-DIC 0,57 - 1,82 2-100 56
Mar
246TCF; PCF; 246TBF Rio NiTi/ZrO, CG-DCE 0,21 -0,30 0,5-30 57
F; 2CF; 4CF; 24DCF; 26DCF; 245TCF; 246TCF; 2346 TeCF; PCF; 4C3MF Surpeficial ~ Silica/PA CG-EM 0,052 -9,1 0,042 - 79 19
Subterranea
F; 2MF; 3MF; 4MF; 3NF; 2,4DNF, 2,5DNF; 2,6DNF; 34DNF; PCF; 2M3NF; Chuva Silica/PA CG-EM 0,20 - 34,00 nr.’ 58
3M2NF; 3M4NF; 4M2NF; SM2NF; 4M26DNF; Dinoseb
F; 2CF; 24DCF; 246TCF; PCF; 2NF; 4NF; 24DNF; 24dDMF; 4C3MF, Esgoto Silica/PA CG-DIC 0,610 - 32000 2 - 8000 60
2M46DNF
2CF; 24DCF; 2346 TeCF; PCF Lixiviado PA CG-EM 0,0005 — 0,1-100 61
de aterro 0,040
2CF; 4CF; 24DCF; 234TCF; 235TCF; 2346 TeCF; 4C3MF Rio PAe CG-EM 0,2-50 n.r 62
Subterranea  CW/PDS
F; 2NF; 4NF; 24DNF; 2CF; 24DCF; 246 TCF; PCF; 24DMF; 2M46DNF; Rio PA CLAE- 0,4-23 2 -30000 63
4C3MF UV/Vis
F; 2NF; 4NF; 24DNF; 2CF; 24DCF; 246 TCF; PCF; 24DMF; 2M46DNF; Rio PA CLAE-DE°® 0,013-15 0,05 - 100 63
4C3MF
F; 2NF; 4NF; 2CF; 24DCF; 246 TCF; PCF; 24DMF; 4C3MF Rio CwW CLAE-DAD 1-10 10 - 1000 64

* 4C3MF: 4-cloro-3-metilfenol; 4C35DMF: 4-cloro-3,5-dimetilfenol; 246TBF: 2,4,6-tribromofenol; 24DNF: 2,4-dinitrofenol; 25DNF: 2,5-dinitrofenol; 26DNF: 2,6-dinitrofenol; 34DNF: 3,4-dinitrofenol;
2M3NF: 2-metil-3-nitrofenol; 3M4NF: 3-metil-4-nitrofenol; 4M2NF: 4-metil-2-nitrofenol; 5SM2NF: 5-metil-2-nitrofenol; 4M26DNF: 4-metil-2,6-dinitrofenol; ver restante na Tabela 3. ° (suporte/filme)

CW/LEP: carbowax/lauril éter polioxido de etileno; Pt/DS-PP: Pt/dodecilsulfato dopado com polipirrol; PA: poliacrilato; PDS: polidimetilsiloxano. ¢ DE: detecgdo eletroquimica. ¢ nc: nio reportado
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2.3. Espectrofotometria UV/Visivel

Apesar da MEFL e da MEFS serem técnicas amplamente aplicadas, de modo
ambientalmente seguro, para analise de compostos fendlicos e apresentarem diversas
vantagens, estas técnicas ainda apresentam aspectos negativos, 0s quais geram
limitagdes do ponto de vista analitico. Dentre eles pode-se destacar: (i) o alto custo do
procedimento quando este envolve técnicas de deteccdo como CG-EM, CG-DIC,
CLAE-DAD; (ii) necessidade de analistas muito bem treinados para operagdo destes
instrumentos que sdo muito delicados; (iii) vida 1til curta e alto custo de algumas fibras
utilizadas em MEFS; (iii) emprego de solventes organicos, em alguns casos, mesmo que
em volume reduzido; e ainda, (iv) impossibilidade de empregar essas metodologias para
analise in situ, ou seja, aplicar o procedimento no proprio local de coleta da amostra,
verificar se existe fenol presente e, determinar a concentragdo do mesmo. Dessa forma,
ha uma demanda por metodologias ambientalmente seguras, mas que, além disso, sejam
simples, eficientes € economicamente vidveis.

Neste aspecto, a espectrometria de absor¢do molecular UV/Visivel (EAM
UV/Vis), comumente conhecida por espectrofotometria, ¢ uma 6Otima alternativa para
determinagdo de fenois totais em matrizes aquosas. Inclusive, esta é a técnica
empregada no método padrdo de analise de fenol, descrito no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater,” desde 1965. O método é baseado em uma
reacdo de acoplamento oxidativo, em meio alcalino, entre fenol e o reagente 4-
aminoantipirina (4AAP) na presenca do oxidante K;[Fe(CN)s], conforme representado
pela Equacdo 1. O produto formado apresenta coloragdo avermelhada e absorcao
molecular maxima em 500 nm. Esta reacdo foi descrita pela primeira vez por Edgard

Emerson em 1943% ¢, a partir disso, foi extensivamente estudada para a determinacio
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das condigdes experimentais 6timas (pH, concentragdo dos reagentes, interferentes, etc.)

e parametros, como sensitividade, seletividade.®®¢’

C<H
CH 65
/& s OH !

N
. N\N/CH3 o Ny CHs
K;[Fe(CN)4]
+ — — (D)
= CH
HoN CHs © N 3

O método padrido, apesar de possuir vantagens reconhecidas, apresenta uma
grande deficiéncia para detectar teores de fenol abaixo de mg L. Para permitir a
determinagdo de fenol em concentracdes normalmente presentes em ambientes
aquaticos (< 100 pg L"), uma etapa de pré-concentragdo é necessaria, a qual emprega
ELT utilizando cloroférmio. Outro aspecto importante ¢ o elevado consumo de
reagentes neste procedimento, que pode alcancar 550 mL por amostra analisada. Além
disso, esta reacdo ¢ muito sensivel a variagdes de pH do meio reacional e, o
procedimento possui tempo de andlise alto, o que ndo ¢ interessante para trabalhos de
rotina.

Virias dessas desvantagens estdo em contradicdo com os principios da quimica
verde e, devido a essa nova tendéncia de métodos ambientalmente seguros diversos
trabalhos para determinagdo de fenol, envolvendo a reagdo com a 4AAP, foram

desenvolvidos para superar essas deficiéncias relatadas no método padrio.

29



2.3.1. Anélise em Fluxo

Atualmente, os métodos analiticos, de modo geral, estdo bem estabelecidos para
monitoramento ambiental. Todavia, a maioria dos procedimentos empregados para
investigar problemas ambientais gera residuos quimicos e, consequentemente, grande
impacto ambiental.® Em alguns casos, esses residuos sdo mais toxicos que os proprios
poluentes em analise.

A andlise em fluxo abrange um amplo grupo de métodos aplicados em rotina e
pesquisa.”’ O desenvolvimento desta técnica trouxe uma nova perspectiva & quimica
analitica verde, pois permite medi¢des rapidas (Principio 11 da QV), minimo de
intervengdo de analistas (Principio 12 da QV) e minima geragao de residuos (Principio 1
da QV).!

A andlise em fluxo com detec¢do espectrofotométrica vem sendo bastante
empregada para determinagdo de compostos fendlicos em agua, empregando diferentes
abordagens, que incluem: (i) analise por inje¢do em fluxo (FIA, do inglés flow injection

70-73

analysis); (ii) analise em fluxo segmentado (AFSEG);* (iii) sistemas em fluxo

baseados em multi-comutagio (SFMC);”” (iv) analise por injegdo seqiiencial

(AISEQ);"® (v) anélise por injegdo em fluxo baseados em multi-seringas (AIFMS);**"" e
(vi) anélise em fluxo continuo (AFC).”®

O trabalho desenvolvido por Lupetti et al.*’ emprega a rea¢io entre fenol e
4AAP para determinagdo de fenois utilizando um SFMC. Este sistema consiste no
emprego de dispositivos de comutacdo (valvulas solendides, por exemplo). Estes
dispositivos sdo controlados por computador, o que permite que todas as etapas do

processo, inclusive a adi¢do de reagentes, sejam realizadas de forma independente. A

Figura 5 apresenta o sistema em fluxo descrito por Lupettti et al.** Um ponto importante
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neste procedimento ¢ que o sistema de detecgdo empregado trata-se de um dispositivo
de fibra oOptica, cujo caminho optico ¢ de 100 cm, o que oferece uma alta sensibilidade

ao método.

Figura 5. Esquema do sistema utilizado para determinagdo de fendis. V: vélvulas solenoides de trés vias;
B: bobina de reacdo (80 cm); D: cela em fluxo de longo caminho (100 c¢cm); C: carreador,
agua; S: amostra; R;: 4AAP em tampéo pH 10,0; R2: K;[Fe(CN)g]; W: descarte. Reimpressa da

ref. 43, com autorizac¢do da © Elsevier.

A Tabela 5 apresenta caracteristicas de sistemas em fluxo empregando deteccao
espectrofométrica utilizados para determinacdo de fendis em agua. Alguns parametros
obtidos por andlise em fluxo como tipos de sistema em fluxo, freqiiéncia de amostragem
(FA), volume de residuo gerado (VR) e figuras de mérito, estdo descritos na tabela.
Como os trabalhos tratam de métodos espectrofotométricos, com a utilizacdo de
reagentes cromoforos, as concentragdes descritas na Tabela 4 correspondem a fendis

totais.
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Tabela 5. Trabalhos relevantes aplicando analise em fluxo para determinagéo de fendis em agua.

Sistema LOD (ugL™)  Faixa linear (ug L™) FA (h™) VR® (mL) Ref.
FIA 900 1000 - 50000 5 29,3 70
FIA 10 100 - 1500 60 423 71
FIA 900 19000 - 190000 26 nr’ 72
FIA 30 50 - 15000 40 - 60 4.8 73
AFC 1 100 - 10000 39 nr’ 78

SFMC 1 10 - 100 90 4,0 43
SFMC 13 50 - 3500 65 1,6 75

AIFMS 42 - 448 140 - 17655 11 nr’ 42

AIFMS 42-15 > 1600 3,16 nr. 77

AFSEG 0,3 <10 10 60 74

AFSEQ 100 500 - 25000 12 10 76

* estimado por determinagdo. ° ndo reportado.

2.3.2. Extragao por Ponto Nuvem

Outro tipo de técnica aplicada para determinagdo de fendis, utilizando inclusive
a reagdo do método padrdo, é a extragdo por ponto nuvem (EPN), ou “cloud point
extraction”. A EPN foi introduzida, em 1976, por Watanabe e Tanaka’’ como uma nova
técnica de separagdo e extracdo, alternativa ao uso de solventes organicos e, apesar de
ser utilizada inicialmente para pré-concetragcdo de metais, ela foi aplicada para diversos
tipos de analitos, como compostos fendlicos.**™

O potencial da EPN esta relacionado a utilizagdo de substancias com
propriedades surfatantes. A molécula de um surfatante ¢ constituida por uma regido
hidrofilica, denominada cabeca polar, e uma regido hidrofobica, denominada cauda
apolar. Em solucdo aquosa e em baixas concentragdes, os surfatantes se encontram sob
a forma de monOmeros, entretanto, sob determinadas condi¢des de temperatura e
pressdo e, acima de uma determinada concentragdo, denominada concentragao micelar

86-88

critica (CMC), as moléculas se agregam espontaneamente, formando micelas. Tais
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micelas sdo constituidas por um nucleo hidrofébico, constituido principalmente por
interacdes cauda apolar/cauda apolar e uma coroa hidrofilica, constituida pela por¢ao
hidrofilica do surfatante. De acordo com o tipo de surfatante e condi¢des do meio, as
micelas podem adotar diversos tipos de formas, desde esféricas a camadas,® conforme

representado na Figura 6.
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Figura 6. Tipos de agregados micelares formados em solugdo aquosa. Esfera (A); cilindrica (B)

hexagono de cilindros (C); estruturas em camadas (D).

O principio da técnica de EPN ¢ baseado na particdo preferencial de espécies
afins (como por exemplo, o produto da reacdo entre fenol ¢ 4AAP) para o interior
hidrofébico das micelas presentes na solugdo. Esta particdo gera um alto fator de
concentragdo e, consequentemente, um ganho de sensibilidade do método. Usualmente,
o sistema ¢ submetido a um aquecimento, através do qual, ocorre um processo de
segregacdo de fases, originando duas fases distintas: uma fase aquosa e uma fase rica
em surfatante (sob a forma de micelas) e com o produto de interesse.

A EPN inclui diversas vantagens, inclusive do ponto de vista ambiental, como:
(1) utilizagdo de solventes auxiliares, em substituicdo aos organicos (Principio 5 da
QV);' (i) capacidade de concentrar diversos analitos com recuperagdo quase

quantitativa; (iii) baixo custo e facil aquisi¢do dos reagentes; e (iv) simplicidade.
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O potencial da EPN na determinagdo espectrofotométrica de compostos
fenolicos foi demonstrado por Katsaounos et al** ao aplicar a técnica para a
extracao/pré-concentracao do produto da reagdo entre fenol e 4AAP. Parametros como
concentracdo dos reagentes (4AAP e Kj[Fe(CN)g]) e concentragdo de surfatantes
(Triton X-100 e Triton X-114) foram otimizados. Alguns parametros analiticos do
método foram determinados, como fator de pré-concentragdo, limites de detecgdo
(LOD) e quantificacio (LOQ) e precisio, obtendo valores de 50, 0,5 ug L™, 1,6 ug L™,
3,11%, respectivamente. Além disso, o método foi aplicado para analises da presenga de
poluentes fenolicos em agua de lagoa, efluente de esgoto e estagdes de tratamento de

residuos de agua.

2.3.3. Método espectrofotométrico para determinacdo de compostos fendlicos
utilizando a reacdo entre fenol e nitroprussiato de sédio em meio aquoso

Um interessante método para determinagdo de fenol foi descrito Nagaraj et al.”’
e aprimorado por Kang et al.”! Este procedimento ¢ baseado em uma reagio eletrofilica
aromatica entre o fenol, nitroprussiato de sodio (NPS) e hidrocloreto de hidroxilamina
(HL), em meio alcalino, conforme apresentado pela Equa¢do 2. Em meio alcalino, o
fenol ¢ convertido a fenolato, o que torna o anel aromdtico mais reativo devido ao
aumento da densidade eletronica com par de elétrons adicional no oxigénio. Com a
adicdo do grupo ao anel aromatico, ocorre a formag¢do do &nion complexo
[Fea(CN)10]'", de coloragdo verde e absorgdo molecular maxima em 715 nm. Logo,
determinando-se a concentracdo de complexo formado ¢ possivel realizar a

quantifica¢do de fenol.
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Este procedimento apresenta vantagens em relacdo ao método padrdo, como o
nao emprego de solventes organicos e, sob estas condi¢des, oferece maior sensibilidade
na analise. Entretanto, existem algumas limitagdes devido a ndo adequagdo do método
para determinacdo de quantidades traco de fendis (LOD = 50 pg kg') e, ainda a

. A O] Al 90,91
interferéncia de algumas espécies como os anions sulfato e fosfato.™

OH o
+ OH —<=— + H0

1 2)

2 [Fe(CN)sNO]% 4+ 2 +6NH,0H + 6 0OH —~=—=

[Fe2(CN)1o] ™ + 2 + 3N, + 12H,0

NO

2.3.4. Sistemas Aquosos Bifasicos: Uma alternativa de extracdo liquido-liquido

ambientalmente segura para determinacéo de fenois

Com o objetivo de superar as limitagdes relatadas da reacdo entre fenol, NPS e
HL como ferramenta para analise de fenodis e, substituir o procedimento utilizado no
método padrdo, algumas novas propostas foram desenvolvidas. Uma delas foi a
aplicacdo de um sistema em fluxo com multicomutacao (SFMC) descrito por Rédenas-
Torralba et al.” Entretanto, este trabalho ndo apresentou nenhuma vantagem
significativa (em termos de sensibilidade, sensitividade, e frequéncia de amostragem)

quando comparados com estudos prévios empregando SEMC.*
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Uma nova estratégia de extragao liquido-liquido para determinagao
espectrofotométrica de compostos fenélicos foi proposta em 2009 por Rodrigues et al.”
Esta técnica ¢ denominada sistemas aquosos bifasicos (SAB). Estes sistemas podem ser
formados pela mistura entre solugdes aquosas de um eletrélito e um polimero;” ou dois
polimeros soliiveis em agua;’* ou dois tipos de sais,” sob determinadas condigdes
termodinamicas. O sistema resultante consiste em duas fases imisciveis, com uma fase
superior rica em polimero (ou rica em sal), e uma fase inferior rica em sal (ou rica em
outro polimero ou sal). Além disso, o componente majoritario dos SAB ¢é a agua, o que
elimina o uso de solventes organicos no processo de extragdo e torna a técnica de
acordo com os principios da quimica verde (Principio 5 da QV).! Outras vantagens
apresentadas pelos SAB sdo: (i) simplicidade; (ii) baixo custo; (iii) rapido processo de
separagdo de fase; e (iv) possibilidade de reciclagem dos componentes do sistema
(Principio 7 da QV)."?

No trabalho descrito por Rodrigues et al.,”> um SAB composto pelo polimero
poli(6xido de etileno) massa molar média igual a 1500 g mol” (PEO1500) + sal (Li,SOs4
ou Na,SO4 ou K;HPO4 + KOH) + dgua foi utilizado como meio reacional, de extragao e
pré-concentragdo. O anion [Fey(CN);0]'" formado a partir da reagdo entre fenol, NPS e
HL apresentou particdo preferencial para a fase superior (FS) do sistema, fornecendo
valores de coeficiente de particao (K) de 66,2 (Figura 7). Este alto valor de K torna o
procedimento muito sensivel para determinacdo de fendis. As figuras de mérito do
método foram determinadas, apresentando faixa linear de 1,00 a 500 ug kg'; LOD =
1,27 ng kg!; LOQ = 4,22 pg kg™'; e volume de residuo gerado de 24,0 mL por amostra.
Além disso, estudos de recuperacdo foram realizados em amostras de dgua (destilada,
rio, estagoes de tratamento de adgua, agua industrial, efluente de coqueria) sendo que o

método proposto apresentou alta correlagdo com o método padrao.
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B

Figura 7. Ensaios de SAB aplicados para determinag@o de fenol em agua. Amostra contendo fenol e com

o anion [Fe,(CN);0]'" concentrado na FS (A); branco com o 4nion nitroprussiato concentrado na FS (B).

3. Concluséo

Atualmente ¢ alta a demanda por métodos de determinagdo de compostos
fenolicos em matrizes aquosas, haja vista que estes compostos sdo considerados
poluentes prioritarios por oOrgdos de controle ambiental. Além de eficientes e
economicamente viaveis, com o crescimento da consciéncia ambiental e o advento da
quimica verde, estes métodos devem possuir caracteristicas que nao sejam agressivas ao
meio ambiente e a saide humana.

Devido a essa demanda, métodos analiticos que eram utilizados de maneira
convencional, passaram por melhorias, com o objetivo de se tornarem “métodos
limpos”. Assim, novos procedimentos foram desenvolvidos, os quais empregam
principalmente microextragdo em fase liquida, microextracdo em fase s6lida, analise em

fluxo, extracdo por ponto nuvem e, mais recentemente, sistemas aquosos bifésicos.
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Capitulo 3

A green and sensitive method to determine phenols in water and wastewater

samples using an aqueous two—phase system

Abstract

A greener and more sensitive spectrophotometric procedure has been developed for the
determination of phenol and o0-cresol that exploits an aqueous two—phase system
(ATPS) using a liquid-liquid extraction technique. An ATPS is formed mostly by water
and does not require organic solvent. Other ATPS components used in this study were
the polymer, polyethylene oxide, and some salts (i.e., Li,SO4, Nay;SO4 or K;HPO4 +
KOH). The method is based on the reaction between phenol, sodium nitroprusside
(NPS) and hydroxylamine hydrochloride (HL) in an alkaline medium (pH 12.0),
producing the complex anion [Fex(CN)10]'" that spontaneously concentrates in the top
phase of the system. The linear range was 1.50 to 500 ug kg ' (R >0.9997; n = 8) with
coefficients of variation equal to 0.38 % for phenol and 0.30 % for o—cresol (n =5). The
method yielded limits of detection (LODs) of 1.27 and 1.88 pg kg ' and limits of
quantification (LOQs) of 4.22 and 6.28 ug kg for phenol and o—cresol, respectively.
Recoveries between 95.7 — 107 % were obtained for the determination of phenol in
natural water and wastewater samples. In addition, excellent agreement was observed

between this new ATPS method and the standard 4—aminoantipyrine (4-AAP) method.

Keywords: Aqueous two—phase system; Green chemistry; Phenols determination;

Water; Wastewater
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1. Introduction

The restricted availability of unpolluted freshwater sources coupled with the
high costs of obtaining potable water has caused increasing awareness about the use of
water sources. Thus, there is a constant search for inexpensive and greener analytical
methods that can provide reliable results for monitoring water pollutants such as
phenolic compounds.

Phenol and its derivatives (e.g., cresol) are extremely harmful to the
environment and human health [1,2] due to their high toxicity. As a result, they have
been included on lists of high priority pollutants in several countries [2,3]. American
and Brazilian environmental legislation established limits of 10.0 ug L' of total phenols
permitted in bodies of water [4,5].

Several analytical procedures with different systems of detection were developed
to determine phenolic compounds, including gas chromatography (GC) [6-9], liquid
chromatography (LC) [10-13], capillary electrophoresis (CE) [14—16], voltammetry
[17-19] and amperometric analysis [20-22]. However, these methods do not allow in
situ continuous monitoring, are costly to implement, demand skilled operators and
require derivatization of analytes. Spectrophotometric analysis is applied in the
determination of phenols [23,24], exploiting mainly UV-Visible detection [25-27].

The most commonly used analytical methods (e.g., those described in the
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater [28]) are
spectrophotometric methods based on the oxidative coupling of phenols with 4—
aminoantipyrine (4—AAP). However, this procedure has many disadvantages, including
(i) employment of large amounts of reagents, especially chloroform, which is toxic and

carcinogenic [29]; (ii) difficulty in finding suitable buffers, due to the reactive
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sensitivity to pH variations; and (ii1) tedious operations such as a distillation step
required for some sample analysis.

An interesting spectrophotometric method for the determination of phenolic
compounds has been reported by Nagaraj et al. [30] and improved by Kang et al. [31]. It
is based on the reaction between phenol, sodium nitroprusside (NPS) and
hydroxylamine hydrochloride (HL) in an alkaline medium, producing the blue-colored
complex anion [Fe,(CN);0]'"". However, this procedure is not yet suitable for the
determination of phenols at concentrations lower than 50.0 pg L™ and for analyses in
the presence of electrolytes such as phosphates and sulfates, which promote serious
errors. Moreover, a previous distillation step for sample preparation is required.

A convenient approach to address these limitations is to promote the complex
formation reaction at the interface between the bottom and top phase of an aqueous
two—phase system (ATPS). This reaction avoids salt interference and the posterior
transfer of the complex to a small volume of the ATPS top phase. Within this context,
ATPS is a strategic liquid-liquid extraction technique for phenol determination. Under
specific thermodynamic conditions, an ATPS can be formed by mixtures of aqueous
solutions of (i) certain inorganic salts and a polymer [32], (ii) two types of water—
soluble polymers [33] or (iii) two types of salts [34]. The resulting systems are two
immiscible liquid phases with a polymer—enriched top phase (or enriched with a salt)
and a salt-enriched bottom phase (or enriched with the second polymer or salt).
Moreover, water is the major component of both phases, thus providing an extraction
technology that eliminates the use of hazardous solvents. Finally, ease of use, low costs,
shorter times for phase splitting and recycling of the system components are advantages
of the technique [35]. ATPS methodologies have already been applied successfully in

the separation of different ions [35-38].
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The aim of this work was to develop a novel, greener and more sensitive
procedure for determining phenol and o—cresol compounds. The proposed method is
based on the reaction between phenolic compounds, NPS and HL in ATPSs composed
of polyethylene oxide 1500 (PEO1500) + salt (Li,SO4, Na;SO4 or K;HPO4 + KOH) +
water, exploiting spectrophotometric detection of reaction products. Parameters, such as
ATPS electrolyte nature, pH, reagent concentrations, sample stirring time and tie-line

length (TLL) were also optimized for the method.

2. Experimental

2.1. Apparatus

Spectrophotometric measurements were performed with a UV-Visible (UV/Vis)
spectrophotometer (Shimadzu UV-2550) with quartz microcells with a 1.00-cm optical
path length and total capacity of 450 pL. The slit width was kept at 2.0 nm. The
software used for system control and data acquisition was UVProbe. The pH
measurements were collected with a combined glass electrode using a digital pH meter

(Digimed model DM-20, Digicron Analitica Ltda, Sdo Paulo, Brazil).

2.2. Chemicals

All reagents were of analytical grade quality and used as received without
further purification. Distilled water was used throughout the experiments. The polymer
was polyethylene oxide (Synth, Diadema, Sao Paulo, Brazil) with an average molar
mass (Mp) of 1500 g mol' (denoted as PEO1500). The chemicals in the proposed
method, Li,SO4, Na,SO4, KoHPO4, KOH, NaOH, NPS and HL, were obtained from

Vetec (Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brazil). The reagents used in the 4-AAP
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procedure [28] were 4—aminoantipyrine, NH4OH, Kj3[Fe(CN)s] (Merck, Darmstadt,
Germany), K;HPO, and KH,PO,4 (Vetec). Phenol and o—cresol were purchased from

Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, USA).

2.3. ATPS composition, solutions and standards

The three types of ATPS applied in the development of the procedure were
PEO1500 + Li,SO4 + water; PEO1500 + Na,SO, + water [32] and PEO1500 +
(K,HPO4 + KOH) + water. For each system at least three different compositions were
studied to verify the effect of the TLL in the partitioning behavior of the [Fea(CN);0]'"
complex (Table 1). Moreover, global compositions shown in Table 1 are relative to an
ATPS composed of 2.00 g of top phase and 10.0 g of bottom phase, which were used in
most assays.

All solutions were prepared with distilled water. In the ATPS method, the pH of the
water was adjusted to 12.0 with NaOH because this pH is more favorable to the
complete reaction of NPS with phenol compounds. For systems composed of the salts
K,;HPO4 + KOH, correction was not necessary because the pH was 12. Stock solutions
of top and bottom phases were prepared in distilled water (pH 12.0). PEO1500 and salt
concentrations in the phase stock solutions are provided in Table 1. These solutions
were used as solvent to prepare all solutions of phenols, NPS and HL. Working standard
solutions of phenol within 5.00 and 2000 pg kg ' were prepared daily by using the
bottom phase as a solvent and the appropriate dilution of a 1.00 g kg stock solution.
HL working stock solutions (518 mg kg ') were prepared by weighing the appropriate
quantity of hydroxylamine hydrochloride in the bottom phase using an analytical
balance (Shimadzu, AY 220) with an uncertainty of £0.0001 g. NPS working stock

solutions (1,992 mg kg ') were obtained by dissolving the appropriate amount of salt in
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the top phase. In the 4—-AAP method, the solutions and standards were prepared as

described in the literature [28].

Table 1. Percent composition (w/w) for PEO1500 (wp), salt (Ws) and water aqueous two—phase system

(ATPS) at 25.0 °C.

Tie-line Global Top Phase Bottom Phase

length

(TLL) Wp Ws Wp Ws Wp Ws

PEO1500 + Li,SO,4 + water
29.43 11.4 13.83 34.44 5.30 6.85 15.54
34.97 12.0 14.73 39.18 4.15 6.60 16.85
41.71 12.3 16.64 44.40 3.25 591 19.32
46.36 12.8 17.62 48.38 2.58 5.68 20.63
51.67 13.5 18.79 53.26 2.15 5.60 22.12
PEO1500 + (K,HPO, + KOH) + water

16.61 9.31 14.83 20.60 6.82 7.05 16.43
27.06 9.01 18.09 27.36 4.99 5.34 20.71
30.09 9.75 18.79 30.35 4.50 5.63 21.65
37.05 8.87 21.15 34.32 3.68 3.78 24.65
42.80 8.66 23.31 38.13 3.23 2.76 27.33

PEO1500 + Na,SO, + water

32.51 7.45 13.50 32.36 2.84 247 15.63
35.96 7.52 15.17 34.51 2.16 2.12 17.77
40.10 7.87 16.53 37.94 1.95 1.86 19.45

2.4. Procedure

Liquid-liquid equilibrium cells were used to prepare the ATPSs. Working stock
solutions of 5.000 g of phenol, 2.000 g of NPS and 5.000 g of HL were weighed. In
spectroscopic measurement reference cell were carried out with the top or bottom phase
stock solutions containing NPS and HL, respectively. Thus, a final composition of
phenol within 2.50 and 1000 pg kg™ in the bottom phase was obtained, and the global
concentrations of NPS and HL were 332.0 mg kg ' and 216 mg kg ', respectively. The

final concentrations of PEO1500 and salt in the ATPS depended on the TLL studied
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(Table 1). Subsequently, the biphasic systems were manually stirred for 3 min. and
allowed to settle for 20 min. at 25.0 £ 0.1 °C in a temperature—controlled bath
(Microquimica, MQBTC 99-20). Finally, aliquots of the top phase were collected with a
syringe and diluted by a factor of 1.50. UV/Vis spectrophotometric measurements were

carried out at 722.0 nm for phenol and 717.5 nm for o—cresol.

2.5. Partitioning experiments

To determine the [Fex(CN)o]'" complex partition coefficient (K[Fez(CN)lo]lo’)

between the two phases, the types of ATPS studied were kept for 24 hrs. in a
temperature—controlled bath to reach thermodynamic equilibrium. Subsequently,

aliquots of top and bottom phases were collected. The parameter K - can

[Fey(CN)yo]

therefore be defined as

A

[Fe(CN);o1' — Ay

where A; and Ay are the absorbance (at 722.0 or 717.5 nm) of the [Fey(CN);o]'"

complex in the top and bottom phases, respectively.
The influence of TLLs in the partitioning behavior of the complex anion was

studied by determining K as a function of the two different TLL values for each ATPS.

2.6. Environmental Samples

A distilled sample of furnace coke effluent was used to determine the
applicability of the method in environmental samples. To determine the concentration
of phenol in these samples, without matrix effects, the Standard Addition Method was
performed by adding 0.250 g of sample to each ATPS standard. The recovery rate
provided by the proposed method was also determined in samples such as natural river
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water, industrial water, distilled water and samples from waste water treatment plants
(WWTPs). In these cases, samples without the distillation step were used as the bottom
phase of the ATPS, to which appropriate amounts of phenol were added. The 4-AAP
method [28] was also applied to the same samples for comparison and to check the

accuracy of the proposed method.

3. Results and Discussion

3.1. Chemical aspects

The procedure is based on an aromatic electrophilic reaction, which is
represented by Equation 2. In strongly alkaline mediums, phenol is converted to
phenolate. Thus, the electrophilic reaction can take place more easily because the
benzene ring becomes very active due to the presence of the negative oxygen (O").
According to theoretical calculations, the sites that the nitroso group ('NO) of the NPS
attacks the phenolate molecule at para— or ortho—positions. The electrophilic or
electrophobic properties of the substituents in the benzene ring affect the reaction
extension, and consequently the sensitivity of the method [31]. Figure 1 shows the
absorption spectra of the reaction product ([Fe2(CN)jo]'") obtained in the ATPS top
phase. The complex chemical structure was determined by Kang et al. [31]. The
maximum absorbance is at 722.0 nm for phenol and 717.5 nm for o—cresol. Blank
signals are insignificant in the wavelength chosen for taking measurements. Moreover,
the spectra show (Fig. 1) that the procedure is more sensitive for phenol than o—cresol,
which confirms that substituents present on the benzene ring affect the properties of the

compounds and the formation of the [Fe,(CN);0]'" complex.
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Fig. 1. Absorption spectra of the [Fe;(CN);0]'* anion formed by the reaction system between NPS, HL
and (—) phenol or (-) 0—cresol, and (---) blank assay spectrum in the PEO1500/Li,SO, aqueous

two—phase system (ATPS) with a tie—line length (TLL) =41.71 % (w/w).

3.2. Optimization of method

Method optimization was done to improve the sensitivity for low phenol
concentrations. An experiment was carried out using Central Composite Rotatable
Design (CCRD) in Response Surface Methodology (RSM) to evaluate the significance
level of the factors. Five factors were investigated: system pH; NPS concentration; HL

concentration; sample stirring time and phase splitting time. After exposure to
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conditions determined by the CCRD, analytical responses were evaluated by
spectrophotometric measurements. Only significant coefficients at 5 % probability were
considered in the model using a Student’s t—test. Table 2 shows the evaluated range and

the optimum values for each variable.

Table 2. System optimization for the proposed aqueous two—phase system (ATPS) method using a

standard of 600 ug kg™ phenol in the bottom phase.

Parameter Evaluated range Selected value
pH 8.00-12.0 12.0
NPS concentration (mg kg ') 140.0-670.0 332.0
HL concentration (mg kg’l) 110.0-385.0 216.0
Stirring time (min.) 1-5 3
Phase splitting time (min.) 20-60 20

NPS = sodium nitroprusside; HL = hydroxylamine hydrochloride

3.3. Stability of the [Fe2(CN)10]*® anion in ATPS

In general, cyan complexes are photosensitive, so experiments were performed
in the absence of light to avoid complex decomposition. Figure 2 shows the stability of
the [Fex(CN)1o]'" anion complex. Stability was studied through UV/Vis absorption
spectra of the top phase. After a period of 75 hrs., no change in the UV/Vis spectra was
observed, and the absorbance at 722.0 nm for phenol or 717.5 nm for o—cresol remained

constant over 75 hrs.
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Fig. 2. Stability of the anion [Fex(CN),o]' formed by the reaction between NPS, HL and
(w) phenol or (o) o-cresol in the PEO1500/Li,SO4 aqueous two—phase system
(ATPS) with a tie-line length (TLL) = 41.71 % (w/w).

3.4. Partition coefficients and effects of the tie—line length (TLL)

The TLL is a thermodynamic parameter that expresses the difference in
intensive thermodynamic functions between the top and bottom phases at a constant
pressure and temperature [39]. The TLL is expressed by the difference between polymer
and salt concentrations present in the different phases. Generally, this parameter is a
determinant in the partitioning process of some solutes and is calculated with the

following equation:

TLL=[(C; —-C5)* +(C5 -CJ)’1” )

where Cland C} are the polymer concentrations in the top and bottom phases,

respectively, and CJ and C¢ are applied in the same way to the salt.
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Table 3 shows the values of K[Fe (o) - for two different TLL values for all

ATPSs studied. Similar values of TLL were chosen to determine the influence of
electrolytes in the partitioning behavior of the complex. The [Fea(CN);0]'*” anion shows

a preferential concentration in the polymer-rich phase, reaching K - values as

[Fea(CN)yo ]
high as 66.2 for a TLL of 41.71 % (w/w) of the ATPS PEO1500 + Li,SO4 + water,
which shows the best responses for both phenol and 0—cresol. Moreover, the value of

[Fey(cny 0~ increases as the TLL increases because more variable intensive

thermodynamic difference between top and bottom phases properties (i.e., salt and
polymer compositions) are associated with increasing TLL values [40]. As a
consequence, higher concentrations of [Fes(CN);o]'®" anion are observed in the top

phase [41].

Table 3. Partition coefficient values of the [Fe;(CN);0]'® anion complex for different aqueous two—phase

system (ATPS) with different tie—line lengths (TLLs).

10—
ATPS TLL (% (wiw)) [Fez(CNDrol
Phenol o—cresol

29.43 17.8 56.6
PEO1500 + Li,SOy4

41.71 66.2 60.2

30.09 13.7 273

PEO1500 + (K,HPO, + KOH)

42.80 32.4 36.6

32.51 3.86 6.30
PEO1500 + Nast4

40.10 7.52 8.88

Figure 3 shows the influence of the TLL on the sensitivity of the method for
phenol (Fig. 3 A) and o—cresol (Fig. 3 B) determination for the three kinds of ATPS.
These data were obtained by plotting analytical curves for all the TLLs of the ATPSs
and then comparing the absorbance values of the same phenol standard (600 pg kg ).

ATPS PEO1500/Na,SOy studies in TLLs > 40.10 % (w/w) were not practical due to the
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precipitation of sulfate. Absorbance increases as the TLL increases, but for higher TLL
values the signal becomes constant or even decreases. A possible reason for this
behavior is that the increase in TLL also induces an ATPS salt concentration increase
(Table 1), which interferes with the formation of [Fes(CN);0]'® anion, as described by
Kang [31]. Thus, the sensitivity of the method depends on the competition between
forming [Fes(CN)jo]' anions and its concentration in the top phase, which in turn
depends on the TLL. Since the reaction process occurs at interfaces using an ATPS
method, it is interesting to note that the interference of ions, such as sulfate and
phosphate, is insignificant compared to reports by Nagaraj et al. [30] and Kang et al.
[31], indicating that the tolerance limit for sulfate and phosphate is lower than 25,000
and 5,000 mg L', respectively.

The effects of electrolytes on the determination of phenol and o-cresol are also
shown in Fig. 3. A TLL value of 41.71 % (w/w) using PEO1500/Li,SO4 ATPS
presented the highest response among all the systems studied. This behavior may be
explained by the model proposed by da Silva and Loh [40]. Through calorimetric
measurements, it was suggested that the trend in the effectiveness of a salt to induce
ATPS formation is associated with cation—polymer interactions. According to this
model, when salts and polymers are mixed, cations of the salt interact with the ethylene
oxide PEO groups, releasing water molecules that solvate the polymer in a process
driven by an entropy increase. This cation binding continues as more electrolytes are
added until saturation is reached and after which no further gain in entropy is possible,
and phase splitting becomes more favorable. In da Silva and Loh’s study [42], it was
proposed that a higher amount of the Li" cation is necessary to energetically saturate the
polymer chain compared to K* and Na' cations. Thus, in the ATPS composed of

Li,SOy4, the macromolecule of PEO is more positively charged than the systems
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composed of K;HPO, + KOH or Na,SO,, which enables a stronger electrostatic
interaction between the PEO segments and the [Fex(CN);o]'®" complex. Consequently,
higher partitioning of the complex anion to the PEO-rich phase occurs. Therefore, the
PEO1500/L1,SO4 ATPS system is more suitable for applying the proposed method in

the determination of trace concentrations of phenols in environmental samples.
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Fig. 3. Effect of tie-line length (TLL) and electrolytes on the (A) phenol and (B) o—cresol determination
in an aqueous two—phase System (ATPS) composed of PEO1500, salt and water: (m) Li,SOy,
(0) K,HPO, + KOH and (A ) Na,SO,.

3.5. Analytical figures of merit

Under optimum experimental conditions (Table 2), additional experiments were
performed to establish the analytical features of the procedure. The PEO1500/Li,SO4
ATPS system was used in these studies due to its higher sensitivity (Fig. 3).

Table 4 shows the main characteristics of the proposed method compared to the
standard method [28] and described by Kang et al. [31]. To increase the limits of
detection (LOD) and limits of quantification (LOQ), ATPS with 1.0000 g of top phase
and 23.0000 g of bottom phase were used, offering a higher concentration factor of

[Fea(CN)10]'* anion and consequently a reduction in the range of the analytical curve.
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The linear responses (R > 0.9997) were within 1.00 to 500 nug kg phenol, which is
suitable for determination of phenols in water samples according to the limits
established by the American and Brazilian legislation [4,5]. The method achieves LODs
of 1.27 and 1.88 pg kg ', and LOQs of 4.22 and 6.28 pg kg ' for phenol and o—cresol,
respectively. These values are lower than those obtained using the 4-AAP method [28]
or the reaction between phenol, NPS and HL [31] without extraction. However, it is also
notable that spectrometric UV/Vis methods that provide the lowest LOD involve the use
of an optical path length of 100 cm [27] or three consecutive extractions with
chloroform [28]. Nevertheless, the employment of chloroform is harmful to the

environment and human health.

Table 4. Analytical features of different UV/visible spectrophotometric procedures for phenols

determination.
Parameter Proposed method 4_'_AAP method F28] Literature method [31]
phenol o—cresol (without extraction)
Linear Range 1.00-500 (ug kg ™) 1000-5000 (ug L™) 50-5000 (ug L)
R(n=78) 0.9999 0.9997 0.9998 0.9998
Cell optical path 1.00 cm 1.00 cm 2.00 cm
LOD (ugkg ™) 127 1.88 100 50
LOQ (ugkg™) 4.22 6.28 NA NA
CV (%) (n=75) 0.38 0.30 0.35 1.3
Waste volume (mL)* 24.0 24.0 100 50.0

* Estimated per determination; NA mean not available; LOD = limit of detection; LOQ = limit of

quantification; CV = coefficients of variation.

The coefficients of variation (CV) were 0.38 % for phenol and 0.30 % for o—
cresol. The proposed method offers a significant reduction in the volume of waste
compared to the reference method. Hence, the new procedures are a suitable and
environmentally-friendly alternative to methods available in the literature that employ
hazardous solvents, such as chloroform, or generate large amounts of waste.
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Furthermore, these results support the feasibility of applying the proposed method to the

determination of phenol in environmental samples.

3.6. Analysis of environmental samples

Table 5 shows the results of recovery studies on water samples. The ATPS
method was compared with the standard 4-AAP method [28] to check the accuracy and
reliability of the proposed procedures. Studies were carried out using natural river
water, industrial water, distilled water and samples from WWTPs. Recovery rates

between 95.7 — 107 % were obtained, and the results had excellent agreement with the

A
standard method [28] at the 95 % confidence level according to a K[Fe(CN)IO]IO’ =A—T
B
paired t-Test [43]. Moreover, concentrations of total phenols in furnace coke effluent
without spiked phenol were determined. This sample was previously distilled and
diluted according to the linear range of the method. The concentration values of total
phenols found in the sample with the ATPS and 4-AAP methods were 815.7 and 781.7

mg kg ', respectively, which corresponds to a relative error of 4.35 % between both

methods.

Table 5. Recovery of phenol and 0—cresol in water samples (n = 3).

sample ATPS method recovery (%) 4-AAP method recovery (%)
phenol o—cresol phenol o—cresol
Distilled water 97.6+1.6 99.4+1.5 97.8+0.1 98.6 0.2
River water 107+0 108 £ 0 104+ 1 105+1
Industrial water 98.0+1.5 100 £3 95.8+£0.3 95.8+0.3
WTP water 1 100£2 98.5+1.0 101 £0 96.2+0.2
WTP water 2 95.7+£0.5 96.4+0.3 99.2+£0.6 99.2+0.6

ATPS = aqueous two—phase system; 4-AAP = 4—aminoantipyrine; WWTP = wastewater treatment plant.
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4. Conclusions

The analytical utility of an ATPS method for determining trace phenols in water
and wastewater was demonstrated for the first time by exploiting the reaction between
phenol, NPS and HL. This reaction produced the [Feo(CN);o]'*" anion complex, which
concentrated in the top phase of the ATPSs studied. The proposed method offers clearly
advantageous analytical features in comparison to procedures involving the same
reaction [31] or with a standard method [28], including an enhanced sensitivity and
linear range as well as reduced waste volumes and no organic solvents. Pre-
concentrations of analyte in the polymer—rich phase of the system allow the method to
reach LOD and LOQ values that are suitable for determining total phenols in natural
water and wastewater with high accuracy and in compliance with the regulatory

requirements of environmental health agencies.
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Anexo 1

Analytical curves used on the study of the effect of the ATPS electrolyte nature

and TLL on the determination of phenol and o-cresol. Figures 3 and 4 (Artigo 2).

0:0 ' 015 ' 1?0 ' 1{5 ' 2?0
[Phenol] (mg kg™

Figure 1. Effect of TLL on the determination of phenol in ATPS composed by PEO1500 + Li,SO4 +

H,O. TLL = 2943 (m); TLL = 34.97 (e); TLL = 41.71 (A); TLL = 46.36 (V);,

TLL = 51.67 (+).

1.04

0.8+

0.6

0.4 1

0.2+

0.0+

T T T T T T T j T
0.0 0.5 1.0 15 2.0
[Phenol] (mg kg™)

Figure 2. Effect of TLL on the determination of phenol in ATPS composed by PEO1500 + (K,HPO, +
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KOH + H,0. TLL = 16.61 (m); TLL = 27.06 (e); TLL = 30.09 (A); TLL = 37.05 (V);
TLL = 42.80 (+).
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Figura 3. Effect of TLL on the determination of phenol in ATPS composed by PEO1500 + Na,SO, +
H,0. TLL =32.51 (m); TLL =35.96 (e); TLL =40.10 (A).
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Figure 4. Effect of TLL on the determination of 0-cresol in ATPS composed by PEO1500 + Li,SO, +
H,0. TLL = 2943 (m); TLL = 34.97 (e); TLL = 41.71 (A);, TLL = 46.36 (V),
TLL = 51.67 (¢).
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Figure 5. Effect of TLL on the determination of 0-cresol in ATPS composed by PEO1500 + (K,HPO, +
KOH + H,0. TLL = 16.61 (m); TLL = 27.06 (e); TLL = 30.09 (A); TLL = 37.05 (V);
TLL = 42.80 (¢).
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Figure 6. Effect of TLL on the determination of 0-cresol in ATPS composed by PEO1500 + Na,SO, +

H,O. TLL =32.51 (m); TLL = 35.96 (); TLL = 40.10 (A).
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