UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Diana Roza de Oliveira

METODOS DE DETERMINAC}AO DE FOSFATO EM MEIO DE CULTIVO DE
MICROALGAS:
Projeto de instrumentacdo e metodologia para o controle fisico-quimico de processos de

producédo de microalgas

Rio de Janeiro

Abril 2017



Diana Roza de Oliveira

METODOS DE DETERMINACAO DE FOSFATO EM MEIO DE CULTIVO DE
MICROALGAS:
Projeto de instrumentacdo e metodologia para o controle fisico-quimico de processos de

producdo de microalgas

Projeto de Graduagdo apresentado ao Curso
Quimica, Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos
requisitos necessdrios a obtencdo do titulo de
Quimico Tecnoldgico.

Orientadores:

Jodo Alfredo Medeiros, Dr.rer.nat.

Maria Lucia Couto Corréa Pinto, D. Sc.

Rio de Janeiro

Abril de 2017



A minha familia, a base de tudo.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer aos meus pais, Leila Terezinha Roza de Oliveira e lvan Vieira
de Oliveira, pelo exemplo de carater, dedicacdo, carinho e por todo apoio durante essa
jornada. Além disso, gostaria de agradecer também ao meu irméo, Diogo Vieira de Oliveira e
a todos meus familiares, pelo tempo que deixamos de estar juntos ao longo dessa graduacao.

A0S meus amigos, que estiveram ao meu lado e fizeram esse tempo na graduacao algo
mais leve e divertido. Em especial, eu gostaria de citar Thayon Tayson Corréa de Alcantara,
Suanne Nascimento Araljo, Rodrigo Macedo, Pedro Henrique Sevenini, Guilherme Barbosa,
Bérbara Masello, Pedro Borges, Jodo Paulo Resende Queiroz, Vitor Daniel Costa Madureira e
Diogo Puga Reis.

Em agradecimento postumo, gostaria de expressar minha gratiddo aos amigos Maira
Nudelman e Rafael Campos, que fizeram parte do meu crescimento pessoal e profissional
durante o tempo em que integrei o corpo do Centro Académico do Instituto de Quimica.

Aos professores Maria Lucia Couto Correia Pinto e Jodo Alfredo Medeiros, meus
exemplos de profissionalismo, ética e amor a ciéncia, a educacao e a quimica.

Por fim, gostaria de mostrar uma imensa gratiddo a todas as trabalhadoras
terceirizadas da Universidade Federal do Rio de Janeiro, que trabalharam incessantemente,
muitas vezes sem o0 seu devido reconhecimento, para garantir as condicdes de utilizacdo do
espaco fisico da universidade. Em especial as terceirizadas lotadas no Instituto de Quimica
que hoje tenho como amigas e tornaram meu tempo nessa instituicdo mais agradavel. Destas,

cito com carinho Monica Duarte e Rosangela Raphael.



RESUMO

Fosfato é nutriente essencial para os seres vivos e deve ser controlado nos meios de
cultura de microalgas. O LAM vem desenvolvendo e otimizando metodologias e
instrumentacdo para o controle fisico-quimico em meios salinos da producdo de microalgas
desde 2008, utilizando &guas produzidas, em cooperagdo com a PETROBRAS/CENPES. Os
meios contém altas concentracdes de cloreto e bicarbonato-carbonato, célcio, magnésio, além
de uma série de ions metéalicos como micronutrientes. O controle analitico de fosfato é feito
por espectrofotometria ion com molibdato em meio &cido.

Cloreto complexa Mo(V1), enquanto Ca?"e Mg?*, além de todos os ions M e
M3*sdo associados fortemente a espécies de fosfato, por formagdo de complexos e
precipitados, sendo interferentes, causando erros sistematicos na analise. Porém, a formacéo
do &cido fosfomolibdico ocorre em meio &cido, onde as fragdes molares dos ions de fosfato
sdo muito baixas, predominando HsPOs. Isso praticamente elimina a formacdo de fosfato-
complexos de Mg e Ca.

O objetivo deste trabalho foi simplificar e otimizar metodologias analiticas para
determinacédo de fosfato de modo a viabilizar um controle fisico-quimico do meio de cultivo
para a producdo de microalgas.

O trabalho apresenta a determinacdo de fosfato na faixa de em meio de cultura de
microalgas pelo método de reagdo do fosfato com o molibdato, em meio &cido, formando o
acido fosfomolibdico. Essa determinacgéo pode ser feita com e sem extracdo com isobutanol, e
posterior leitura da sua absorvancia em 380nm e 320nm, respectivamente. Os métodos foram
otimizados para que fosse possivel a determinacdo de fosfato em campo, sendo necessario
apenas 0s reagentes, seringas descartaveis, tubos de ensaio com marcacdo para 10 mL, agua

destilada e espectrofotdmetro portatil.
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1 INTRODUCAO

1.1 APRESENTACAO DO PROBLEMA

As microalgas tém sido um produto de grande interesse por seu potencial de producdo
de biomassa e 6leo e podem ser utilizadas também como alimento de alto valor nutricional
para animais e até para suplementacéo alimentar de seres humanos. Além disso, as promessas
séo de alta produtividade a baixo custo, com as vantagens de ndo competir por terra com a
producéo de alimentos e absorver CO2, um dos gases do efeito estufa. Apesar das promessas
de baixo custo, os estudos e as tecnologias ainda encontram-se em desenvolvimento. O que
torna o cultivo de microalgas ainda caro para producao em larga escala (BENEMANN, 2008).

Uma das formas de se reduzir esses custos € o controle das quantidades de nutrientes
que devem ser fornecidos as microalgas. Pois, se conhecendo a relagdo entre o consumo dos
nutrientes e a taxa de crescimento das microalgas, pode-se otimizar os meios de cultivo, de
acordo com o resultado que se deseja alcancar. O Laboratério de Analise Ambiental e Mineral
(LAM) vem desenvolvendo e otimizando metodologias e instrumentacdo para o controle
fisico-quimico da producdo de microalgas desde 2008, em meios salinos, utilizando aguas
produzidas, em cooperacdo com a PETROBRAS/CENPES.

O fosfato é um nutriente essencial para o crescimento das microalgas, visto que ele faz
parte da constituicdo da membrana fosfolipidica, que envolve a célula (RICHMOND,2004).
Assim, é de suma importancia obter metodologias eficientes, que possam ser utilizadas para
determinar a quantidade de fosfato nos meios de cultura de microalgas.

Como é um meio salino, além do fosfato como fonte de fosforo, ele contém alta
concentracdo de cloreto de s6dio e varios outros ions, como pode ser observado no anexo 1.
Entre esses ions, 0 Ca?" e Mg?", que sdo nutrientes importantes para o desenvolvimento
saudavel das microalgas, além de todos os jons M?* e M3 sdo associados fortemente a
espécies de fosfato (H2POs, HPO4Z e PO4*), por formagdo de complexos e precipitados,
sendo interferentes, causando erros sistematicos na analise. Assim, o estudo deve levar em

consideracdo essas possiveis interferéncias e ser capaz de evita-las.
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1.2 FUNDAMENTOS TEORICOS

Os métodos descritos na literatura para a determinacdo de pequenas quantidades de

fosfato sdo métodos espectrofotométricos baseados na formacéo do acido fosfomolibdico.

1.2.1 Espectrofotometria

A espectrofotometria (espectrometria de absor¢do molecular UV/Visivel) é largamente
utilizada para a determinacdo quantitativa de um grande numero de espécies
inorgénicas, organicas e bioldgicas. Essa técnica baseia-se na medida da transmitancia ou
absorvancia de uma solugdo, numa faixa muito estreita de comprimento de onda (SKOOG,
2009).

A transmitancia T é definida como “a fracdo da luz incidente que passa por uma
amostra” (HARRIS, 2011, p. 358). Assim temos:

T=1/lo

Onde lo € a intensidade da radiacdo que incide na amostra e | € a intensidade da
radiacdo que a atravessa. Em geral, a transmitancia é expressa em porcentagem, uma vez que
lo seria a energia radiante total emitida pela fonte e | seria a fragdo que passou desse total.
Dessa forma, em 100% de transmitancia teremos toda a luz passando e em 0% de
transmitancia toda luz absorvida.

Por sua vez, define-se a absorvancia A como o log (lo/l), ou seja:

A=-logT

Quando nenhuma luz for absorvida, logo lo=I, teremos A=0. Se 90% da luz for
absorvida, A=1 (HARRIS, 2011). Uma vez que a absorcao de luz pela matéria é exponencial,
trabalhar com a absorvancia nos possibilita encontrar uma relacdo linear com a concentracéao.
O que simplifica modelos para a previsao da absor¢do de uma molécula em uma solucéo.

Em geral, a absorvancia € proporcional a concentracdo de moléculas que absorvem luz
de um determinado comprimento ou faixa de comprimento de onda. Essa grandeza também é
proporcional ao caminho Optico da substancia através da qual a luz viaja. A dependéncia
linear da absorvancia com a concentracdo e o caminho optico € mostrada na Lei de Lambert
Beer (sua deducéo € encontrada no anexo 4):

A=¢ebc
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Onde b é o caminho dptico da amostra, ¢ é a concentracdo da molécula absorvente e ¢
é a absortividade molar, uma constante de proporcionalidade que é caracteristica intrinseca de
cada molécula. (HARRIS, 2011)

Assim, medindo-se a absorvancia de uma solucdo com concentracdo conhecida da
molécula absorvedora, em um determinado comprimento de onda, e um caminho dptico
constante e conhecido, podemos conhecer sua absortividade molar. Esta, uma vez
determinada, pode ser utilizada para descobrir a concentracdo da molécula em uma solugéo
problema. Isso é realizado medindo-se sua absorvancia em uma célula com caminho éptico
conhecido.

c=eb/A

Experimentalmente, constroi-se um grafico A (adimensional) x ¢ (molar, M), onde o
coeficiente angular € igual a bc. Conhecendo-se 0 caminho 6ptico (cm), temos o & (M*cm™).
Esse grafico é chamado de curva analitica.

Para medir a absorvancia de uma solu¢do em determinados comprimentos, ou faixa de
comprimentos, de onda utiliza-se um espectrofotbmetro. O diagrama esquematico de um

espectrofotbmetro é apresentado a sequir:

ector

Amostra

Figura 1 - Diagrama esquematico de um espectrofotdometro

Como pode-se ver no esquema acima, a luz é emitida de uma fonte de radiacdo, em
geral uma lampada de deutério para emissdes em comprimentos de onda entre 200 nm até 400
nm, para espectroscopia na regido do ultravioleta, e uma lampada de tungsténio para emissdes
entre 320 nm até 1100 nm (HARRIS, 2011).

Em seguida, a luz passa por um dispositivo que separa e seleciona uma faixa de
comprimento de onda. Essa separacdo pode ser realizada utilizando-se filtros dpticos ou

monocromadores. Os filtros dpticos selecionam uma faixa espectral relativamente estreita da
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radiacdo continua emitida. Eles se dividem em filtros de absorcdo, que selecionam bandas
com cerca de 50 nm de espessura e estdo restritos aos comprimentos de onda da luz visivel, e
os filtros de interferéncia, que selecionam bandas com largura de cerca de 20 nm e podem
operar no ultravioleta e no visivel. J& 0os monocromadores separam uma radiacdo
policromética em linhas ou bandas espectrais muito estreitas e permitem a varia¢do continua
do comprimento de onda da radiacdo em uma faixa ampla, cobrindo o ultravioleta e o visivel.
Um monocromador consiste em uma fenda de entrada que produz uma imagem regular, uma
lente ou espelho colimador, um prisma ou rede de difracdo que dispersa a radiacdo emitida em
seus comprimentos de onda constituintes, um segundo elemento de focalizagdo e uma fenda
de saida que isola a banda espectral desejada. Atualmente, os monocromadores comerciais
utilizados séo principalmente as redes de difracéo, porque elas séo fabricadas com custos mais
baixos e fornecem uma melhor separacdo dos comprimentos de onda para 0 mesmo tamanho
de elemento dispersivo (SKOOG, 2009).

No geral, uma banda mais estreita aumenta a sensibilidade das medidas de
absorvancia, pode produzir uma maior seletividade nos métodos e é frequentemente desejavel
para garantir a relacdo linear da absorvancia com a concentracdo, mostrada na lei de Lambert
Beer. Porém, é preciso um cuidado para se ndo buscar bandas cada vez mais estreitas sem
necessidade, pois nem todos os métodos exigem as mesmas sensibilidades e seletividades.
Alguns métodos podem ser otimizados para se trabalhar em espectrofotdmetros ou até
fotocolorimetros (utiliza filtros para selecionar a banda de comprimento de onda) com bandas
de larguras um pouco maiores, sem afetar a qualidade do método.

Por fim, apds passar pelo monocromador, a luz, agora monocromatica, passa pela
amostra e a luz que consegue atravessar é recebida pelo detector. Apds o sinal ser

amplificado, ele vai para o registrador, onde podemos ver os resultados.

1.2.2 Determinacéo de fosfato como acido fosfomolibdico

Dos métodos espectrofotométricos, dois grupos podem ser relacionados para
determinacdo quantitativa de fosfato: (1) os métodos baseados na formacdo do acido
fosfomolibdico (composto amarelo), por reacdo do molibdato com o fosfato em meio acido e
posterior leitura da sua absorvancia em comprimentos de onda de 300 a 400 nm, e (2) os
métodos baseados na formagdo do mesmo composto, porém com reducdo parcial do Mo(VI)

para Mo(V), formando um composto de composi¢do variavel, contendo as duas espécies,
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conhecido como “Azul de Fosfomolibdénio”. Este composto azul absorve em comprimentos
de onda de 650 a 700 nm (BABKO, 1974).

Dentre esses, escolheu-se trabalhar com o grupo de métodos (1). Pois embora sejam
menos sensiveis, estes sdo mais confiaveis por terem composicdo definida. Além disso, sua
sensibilidade é suficiente para as faixas de concentracdo de fosfato que geralmente séo usadas
nos meios de cultura de microalgas (Anexo 2). A sensibilidade inferior é explicada pelo fato
do excesso de molibdato absorver fortemente no UV, onde fica 0 maximo da banda (entre
310-330 nm) do acido fosfomolibdico. Por essa razdo, na determinacdo do fosfato sem
reducdo, a absorvancia ¢ medida em 380-410 nm. Nessa regido, a absortividade molar é da
ordem de 1 x 10° Mcm*(BABKO, 1974).

A reacdo de formacdo do acido fosfomolibdico é:

PO+~ + 12 (NH4)2Mo04 + 24 H* — [PO4(M0O3)12] * + 24NH. + 12 H,0
Em meio com excesso de H*: H3[PO4(M003)12]

O espectro de absorcdo esperado para o acido fosfomolibdico em meio aquoso usando

o0 molibdato em meio acido como branco é:

E-1073

o4 —

300 750 400 A, nm

Figura 2 - Espectro de absorcéo do acido fosfomolibdico em solugédo aquosa, contra o branco do reagente -
Sem extracdo (fonte: BABKO, 1974, p. 85)
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Porém, dependendo do excesso de molibdato essa curva pode ficar distorcida nos
comprimentos de onda entre 300 nm e 330 nm. Isso ocorre por causa da absor¢cdo do
molibdato, que pode reter mais que 99,999%, deixando passar menos de 0,001% da luz
incidida, o que esta abaixo da capacidade de deteccdo da maioria dos espectrofotometros
usados atualmente.

A extragdo com solvente organico possibilita 0 aumento da sensibilidade, extraindo o
acido fosfomolibdico e deixando o excesso de molibdato na fase aquosa. Isso possibilita
medir a absorvancia em 310-330 nm, ou seja, onde fica 0 maximo de absor¢do do composto.
Nessas condicdes, a absortividade molar é da ordem de 2 x 10* Mlcm?(BABKO, 1974). A
desvantagem é que a extracdo acrescenta-se mais etapas a determinacdo, o que implica em
uma analise mais demorada.

O espectro de absorcdo esperado para o acido fosfomolibdico em uma mistura 1:4 de

butanol e cloroférmio:
E-10™%
2.4

16

Figura 3 - Espectro de absorcéo do acido fosfomolibdico em mistura de butano e cloroférmio 1:4 - Com
extracdo (fonte: BABKO, 1974, p. 87)



17

Segundo a literatura, a curva anlitica para o composto amarelo em agua deve ser feita
na faixa de 0,5 até 5 mg de fosfato/25mL de &gua (BABKO, 1974). O que em molar é
aproximadamente 6,5 x 10* M — 6,5 x 10 M. J4 0 mesmo composto extraido com solvente
organico tem um limite de deteccdo de 10 pg de fosfato/10 mL de solvente orgénico e a sua
faixa de determinacdo é 10 até 100 pg de fosfato/10 mL de solvente organico (BABKO,
1974). O que em molar ¢é aproximadamente 3,2 x 10°M — 3,2 x 10* M.

Para a formacdo do acido fosfomolibdico, como ja citado acima, s@o nessarios meio
acido e a presenca do molibdato em excesso. Para 0 método sem extracao, € recomendado 5
mL de uma solucdo de molibdato de amonio 0,04 M,para um volume final na determinacéo
de 25 mL, e acido com a concentracéo final de 0,25 N (BABKO, 1974). Isso, em mol.L! é 8
x 10°M de molibdato de aménio.

A grande maioria dos métodos disponiveis na literatura utilizam baldes de 25 ou 50
mL. (BABKO, 1974; GREENDEBERG, 1992). Isso para campo € critico, uma vez que baldes
sdo mais caros, grandes e frageis. Uma vez que se pretende utilizar o método em campo, o0
ideal é que se busque materiais volumétricos menores e mais robustos. Um tubo de ensaio
aferido para volume final de 10 mL, por exemplo, é muito menor e mais barato.

Além das vidrarias, as quantidades de reagentes também sdo muito grandes. Para a
extragcdo com isobutanol, por exemplo, a literatura recomenda 40 mL de isobutanol em funil
de extragdo de 125 mL. Reduzir esses volumes e substitur vidrarias maiores, como o funil de
extracdo € de suma importancia. Uma seringa, por exemplo, pode servir perfeitamente como

recipiente para a extracéo.

1.2.3 O meio de cultura e possiveis interferentes

Como exposto no anexo 1, 0 meio contém alta concentracdo de cloreto de sédio. O
cloreto complexa Mo(V1), portanto, deve-se estudar experimentalmente se na concentracéo do
meio, a determinacao de fosfato pela formacéo do acido fosfomolibdico sera afetada.

Além de cloreto de sodio, 0 meio contém varios outros ions. Entre esses fons, o Ca** e
Mg?*, além de todos os ions M?"e M3, sdo associados fortemente a espécies de fosfato
(H2POs, HPOs> e POs*), por formagdo de complexos e precipitados (Anexo 3), sendo
interferentes, podendo causar erros sistematicos na anélise.

A formacdo do acido fosfomolibdico é em meio acido, seu 6timo é em pH abaixo de

1,5, onde as fragcBes molares dos ions de fosfato sdo muito baixas, predominando H3zPOs,
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como podemos ver no anexo 2, o que praticamente elimina a formagao de fosfato-complexos
de Mg e Ca.

O fosfato no meio esta na concentragdo de 2x10°M. Portanto, pretendendo-se utilizar
vidraria com volume final 10 mL, e estabelecendo-se que se deseja utilizar 1 mL de aliquota
das amostras nas medidas, a curva analitica para a determinacdo de fosfato deve ser na faixa
de ~10° M até 2 x 10* M de fosfato.
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2 OBJETIVO DO TRABALHO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi selecionar e otimizar um método para determinacdo de

fosfato em meio de cultivo microalgas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Selecionar métodos adequados para determinacdo de fosfato em meio de cultura de
microalgas;
- Ajustar os métodos de acordo com as condi¢fes do meio;

- Simplificar os métodos para possibilitar a determinacdo de fosfato em campo.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REGENTES

- KH2PO4 PA
- Molibdato de aménio PA

- H2S04 PA 95% - 99%

3.2 MATERIAIS

- Béqueres;

- BalBes volumétricos;

- Pipetas volumétricas;

- Pipetas graduadas;

- Bastdo de vidro;

- Funil;

- Agua destilada;

- Chapa aquecedora;

- Cubeta de 1 cm de caminho Optico;

- Tubo de ensaio com marcagéo para 10 mL;
- Seringas;

- Balancas;

- Espectrofotdbmetro CamSpec modelo M501 Single3 Beam UV/Vis;

- Espectrofotdmetro portatil de imersao StellarNet modelo SL5-DH
Deuterium+Halogen Lamps.

20
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3.3 METODOS

3.3.1 Determinacao de fosfato como acido fosfomolibdico em meio aquoso

3.3.1.1 Preparacdo de solucdes:

- Solugédo padréo de KH2PO4 0,1 M
Pesou-se a massa de 1,3881 de KH2PO4 para 100 mL de volume final em agua

destilada.
- Solugéo de KH2PO4 0,01 M

Mediu-se o0 volume de 10 mL da solucéo de KH2PO4 0,1 M para 100 mL em agua
destilada.
- Solucéo de KH2PO4 0,001 M

Mediu-se o volume de 10 mL da solu¢éo de KH2PO4 0,01 M para 100 mL em agua
destilada.

- Solugédo padréo de molibdato de aménio 0,1 M

Pesou-se a massa de 12,36 g do molibdato de aménio para 100 mL de volume final em

agua destilada.

- Solucéo padrao de acido sulflrico 3 M

Mediu-se o volume de 82,5 mL do &cido sulfarico concentrado para 500 mL em agua

destilada.

- Solucéo padréo de molibdato de aménio 0,02 M em &cido sulfdrico 2,5M

Mediu-se o volume de 10 mL do molibdato de amodnio e 6,9 mL do acido sulfurico
concentrado para 50 mL em &gua destilada.
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- Solucéo padrao de molibdato de aménio 0,1 M em &cido sulfarico 3 M

Pesou-se a massa de 12,36 g do molibdato de aménio e o volume de 16,5 mL do &cido

sulfurico concentrado para 100 mL de volume final em &gua destilada.

3.3.1.2 Quantidades e concentracdes dos reagentes para volume final 10 mL

Seguindo as concentracdes finais dos reagentes encontradas na literatura, molibdato ~
0,008 e acido ~0,25 N (BABKO, 1974), chegou-se as seguintes possiveis concentracdes das
solucBes dos reagentes, considerando-se 10 mL de volume final da anélise:

(A) 3 mL de uma solucédo de molibdato de Aménio 0,02 M em &cido sulfarico 2,5 M;

(B) 1 mL de uma solucéo de molibdato de Aménio 0,1 M em acido sulfurico 3 M;

(C) 1 mL de uma solugdo molibdato de Aménio 0,1 M + 1 mL de uma solugédo de
acido sulfarico 3 M.

Em tubos de ensaio com marcacgdo para 10 mL, adicionaram-se os volumes de solucéao
para cada uma das possibilidades. Em seguida, colocou-se em cada tubo de ensaio 0,5 mL de
solucéo de fosfato 1,020x10M. Aferiu-se com agua destilada cada tubo para volume final 10
mL. Os tubos foram fechados e homogeneizados. Por fim, fez-se a leitura da absorvéncia a
380 nm no espectrofotdmetro CamSpec modelo M501 Single Beam UV/Vis, utilizando
cubeta de 1 cm de caminho éptico. Foram feitas duplicatas para cada possibilidade de
combinacdo dos reagentes. Para o “branco”, repetiram-se as quantidades de reagentes e sem a

adicéo de solugéo de fosfato.

3.3.1.3 Espectro de absorcdo dos reagentes nas condicoes definidas (C) do item 3.3.1.2,

usando agqua destilada como branco

Em tubo de ensaio com marcagdo para 10 mL, adicionou-se 1 mL de solugéo de
molibdato de am6nio 0,1 M e 1 mL de &cido sulfarico 3 M em cada tubo. Aferiu-se com agua
destilada o tubo para volume final 10 mL. O tubo foi fechado e homogeneizado. Por fim, fez-
se a leitura da absorvéncia a 380 nm no espectrofotometro CamSpec modelo M501 Single
Beam UV/Vis, utilizando cubeta de 1 cm de caminho dptico, com a agua destilada como

branco.
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3.3.1.4 Espectro de absorcdo do acido fosfomolibdico nas condicdes definidas (C), com a

concentracdo de fosfato 5,0 x 10°°M usando como branco &qua destilada ou os reagentes

Em tubo de ensaio com marcacdo para 10 mL, adicionou-se 1 mL de solucédo de
molibdato de amdnio 0,1 M e 1 mL de &cido sulfarico 3 M em cada tubo. Em seguida,
colocou-se no tubo de ensaio 0,5 mL de solucdo de KH,PO4 1,020x10°3M. Aferiu-se com
agua destilada o tubo para volume final 10 mL. O tubo foi fechado e homogeneizado. Por fim,
fez-se a leitura da absorvancia a 380 nm no espectrofotdmetro CamSpec modelo M501 Single
Beam UV/Vis, utilizando cubeta de 1 cm de caminho Optico, com a &gua destilada como
branco.

Repetiu-se 0 procedimento, porém para 0 “branco”, repetiram-se as quantidades de

reagentes, sem a adicdo de solucdo de fosfato.

3.3.1.5 Procedimento para o preparo da curva analitica

Em tubos de ensaio com marcacdo para 10 mL, adicionou-se 1 mL de solugcdo de
molibdato de aménio 0,1 M e 1 mL de &cido sulfarico 3 M em cada tubo. Em seguida,
colocou-se em cada tubo de ensaio os volumes de 0 mL, 0,3 mL, 0,5 mL, 0,8 mL, 1,0 mL, 1,5
mL, 2,0 mL, 2,5 mL e 3,0 mL de solugdo de KHPO4 1,020x10M. Fizeram-se triplicatas
para cada ponto da curva. Aferiu-se com &gua destilada cada tubo até volume final 10 mL.

Estes foram fechados e homogeneizados.
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Figura 4 - Preparacdo da curva para a determinacéo de fosfato

Por fim, fez-se a leitura da absorvancia a 380 nm no espectrofotdmetro CamSpec
modelo M501 Single Beam UV/Vis, utilizando cubeta de 1 cm de caminho oOptico, utilizando
0 volume 0 mL de solucdo de fosfato 1,020x10M como branco. A partir das absorvancia

medidas, construiu-se um grafico ABS x Concentracdo (M).

Figura 5 - Espectrofotdmetro CamSpec modelo M501 Single Beam UV/Vis
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Repetiu-se o procedimento para preparo da curva analitica, porém com os volumes 0
mL, 0,5 mL, 1,0 mL, 1,5 mL, 2,0 mL, 2,5 mL de solugdo de KH2PO4 1,000x10*M, medidos
em uma seringa de 3 mL. As leituras das absorvancias foram feitas em 380 nm, no
espectrofotdbmetro portatil de imersdo da StellarNet modelo SL5-DH Deuterium+Halogen

Lamps. A partir das absorvancia medidas construiu-se um grafico ABS x Concentracdo (M).

Figura 6 - Espectrofotdmetro portatil com célula de imersdo da StellarNet modelo SL5-DH
Deuterium+Halogen Lamps

3.3.1.7 Interferéncia dos componentes do meio de cultura na determinacéo de fosfato

Preparou-se um meio de cultura de acordo com as concentracGes expostas no anexo 1,
utilizando-se a concentracéo de fosfato 2,0 x 103 M (meio A1). Mediu-se 1 mL desse meio em
pipeta volumétrica e colocou-se em um tubo de ensaio com marcacgdo para volume final de 10
mL para fazer a prévia. Adicionou-se, entdo, 1 mL de solu¢do de molibdato de amonio 0,1 M
e 1 mL de &cido sulfurico 3 M. Avolumou-se com agua destilada o tubo para volume final 10
mL e homogeneizou-se. Foram feitas quatro replicatas. A leitura da absorvancia foi feita a
380 nm em espectrofotdmetro CamSpec, usando cubeta de 1 cm de caminho dptico.

Utilizou-se o grafico da curva analitica para estimar a concentracdo molar a partir da
absorvéancia de cada replicata.

Repetiu-se o procedimento para 0 meio preparado, porém sem a adicdo de fosfato

(meio Ay).
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3.3.1.8 Procedimento para amostras

Centrifugou-se a amostra retirada do meio de microalgas. Em seguida, filtrou-se o
decantado em seringa com filtro acoplado. Desse filtrado, tirou-se uma aliquota de 1 mL em
pipeta volumétrica e colocou-se em um tubo de ensaio com marcacédo para volume final de 10
mL para fazer a prévia. Adicionou-se, entdo, 1 mL de solucdo de molibdato de aménio 0,1 M
e 1 mL de &cido sulfarico 3 M. Avolumou-se com agua destilada o tubo para volume final 10
mL e homogeneizou-se. A leitura da absorvancia foi feita a 380 nm em espectrofotémetro
CamSpec, usando cubeta de 1 cm de caminho dptico.

Foi observado se o valor da absorvancia medido estava fora da curva, e diluiu-se ou
mudou-se o volume de amostra de meio de microalgas, nos casos necessarios, para que a
absorvancia ficasse dentro da curva.

Mediu-se agora 1 mL em pipeta volumétrica da solu¢do amostra com a concentracao
ajustada apds a diluicdo, caso necessario. Seguiu-se da mesma forma como indicado acima.
Fazendo triplicatas para cada amostra.

Utilizou-se o gréafico da curva analitica para estimar a concentracdo molar a partir das

absorvancias.

3.3.2 Determinacao de fosfato como acido fosfomolibdico extraido com isobutanol

3.3.2.1 Preparacdo de solucdes:

- Solugdo padréo de KH2PO4 0,1 M
Pesou-se a massa de 1,361 de KH2PO4 para 100 mL de volume final em agua

destilada.

- Solugéo de KH2PO4 0,01 M
Mediu-se o volume de 10 mL da solucdo de KH2PO4 0,1 M para 100 mL em agua

destilada.

- Solucéo de KH2PO4 0,001 M
Mediu-se o volume de 10 mL da solu¢éo de KH2PO4 0,01 M para 100 mL em agua

destilada.
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- Solucéo de KH2PO4 0,0001 M
Mediu-se o volume de 10 mL da solucéo de KH2PO4 0,001 M para 100 mL em &gua
destilada.

- Solugédo padréo de molibdato de aménio 0,1 M

Pesou-se a massa de 12,360 g do molibdato de amonio para 100 mL de volume final

em agua destilada.

- Solucéo padrao de acido sulfdrico 3 M

Mediu-se o volume de 82,5 mL do &cido sulfarico concentrado para 500 mL em agua

destilada.

3.3.2.2 Espectro de absorcdo do acido fosfomolibdico na fase organica da extracdo em

isobutanol de uma solucdo de fosfato 1,00x10°M

Em tubo de ensaio com marcacdo para 10 mL adicionou-se 1 mL de solucdo de
molibdato de amonio 0,1 M e 1 mL de &cido sulfarico 3 M para cada tubo. Adicionou-se 1
mL de solug&o de fosfato 1,00x10* M. Aferiu-se o tubo com agua destilada para volume final
10 mL, que em seguida fechou-se o tubo e homogeneizou-se.

A seguir, uma de cada vez, verteu-se a solucao do tubo de ensaio em um béquer de 15
mL, mediu-se o pH, garantindo que estivesse em 1,1. Em seguida, mediu-se (em seringa de 10
mL) 4 mL da solucdo que estava no béquer de 15 mL. Secou-se a parte externa da seringa e
mediu-se na mesma seringa 4 mL de isobutanol. Com a ponta da seringa apontando para
cima, puxou-se 0 embolo de modo a sobrar um espago com ar dentro da seringa. Fechou-se o
buraco da ponta da seringa e agitou-se por 10 minutos, deixou-se repousar por 5 minutos.

Apdbs o tempo indicado, girou-se a seringa lenta e delicadamente, para evitar que
bolhas de agua ficassem presas na parede onde estava o Isobutanol e aguardou-se mais 1
minuto. Descartou-se a fase aquosa (mais densa) e colocou-se a fase organica na cubeta de
quartzo de 1 cm de caminho Optico. Em seguida, foi feito um espectro de varredura na faixa
de 270 nm a 400 nm de comprimento de onda da luz incidente. Usou-se o isobutanol como

branco.
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3.3.2.3 Procedimento para o preparo da curva analitica

Em tubos de ensaio com marcacdo para 10 mL, adicionou-se 1 mL de solugdo de
molibdato de aménio 0,1 M e 1 mL de acido sulfdrico 3 M para cada tubo. Colocou-se em
cada tubo de ensaio os volumes de 0 mL (branco), 0,3 mL, 0,5 mL, 0,7 mL e 1 mL de solugéo
de KH2PO4 1,0 x 10°M. Fazendo triplicatas para cada volume. Procedeu-se a extragio da
mesma forma indicada no item 3.3.2.2. Em seguida, as leituras da absorvancia foram feitas
contra o branco no espectrofotdbmetro CamSpec, nos comprimentos de onda 315 e 320 nm.

Em outra cubeta, também de 1 cm de caminho dptico, colocou-se isobutanol e zerou-
se 0 espectrofotdmetro com este. E leu-se novamente a absorvancia das fases organicas,
porém dessa vez usando o isobutanol como branco nos mesmos comprimentos de ondas
citados acima.

A partir das absorvancia medidas, construiu-se um grafico ABS x Concentracdo (M).

3.3.2.4 Procedimento para o preparo da curva analitica em concentracées mais baixas

Repetiu-se o procedimento do item 3.3.2.3, porem utilizando-se o0s volumes de OmL
(branco), 0,2mL, 0,5mL, 1,0mL, 2,0 mL e 4,0mL de solugdo de KH2PO4 1,0 x 10*M para

cada tubo de ensaio.

3.3.2.5 Procedimento para amostras

Centrifugou-se a amostra retirada do meio de microalgas. Em seguida, filtrou-se o
decantado em seringa com filtro acoplado. Desse filtrado, mediu-se 1 mL em pipeta
volumeétrica e colocou-se em um tubo de ensaio com marcacdo para volume final de 10 mL
para fazer a prévia. Adicionou-se, entdo, 1 mL de solucdo de molibdato de aménio 0,1 M e 1
mL de &cido sulfurico 3 M. Avolumou-se com &gua destilada o tubo para volume final 10 mL
e homogeneizou-se. Fazendo triplicatas para cada amostra. Procedeu-se a extracdo da mesma
forma indicada no item 3.3.2.2 e usar a absorvancia para determinar a concentracao a partir da

curva de analitica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ:

4.1 DETERMINACAO DO FOSFATO, BASEADO NA FORMACAO DO ACIDO
FOSFOMOLIBDICO

4.1.1 Quantidades e concentracgdes dos reagentes que devem ser utilizadas para volume
final 10 mL

Tabela 1 - Absorvancia do fosfato 5x10° M com as composicdes de reagentes A, B e C em 380 nm

Reagentes Absorvancia 1 Absorvancia 2
(A) 0,037 -0,024
(B) 0,026 0,051
(C) 0,112 0,109

Como podemos observar, apenas para 0s reagentes com a composicdo (C) houve
absorcdo mensuravel da ordem de A=0,1 no comprimento de onda de interesse de 380nm.

Assim, a composicdo dos reagentes escolhida foi a (C).
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4.1.2 Espectro de absorcdo dos reagentes nas condi¢fes definidas (C), usando agua
destilada como branco, no espectrofotometro CamSpec modelo M501 Single Beam
UV/Vis

1.00

Abst— —

0.000] ] S—
300.0nn | I Vavellngth 500.0nm

330 nm 380 nm 400 nm
Figura 7 - Espectro de absorcao dos reagentes, acido sulfarico 0,3 M e molibdato de amdnio, usando agua
destilada como branco

Como podemos observar, a absorvancia em 380-400 nm dos reagentes nas condi¢bes
escolhidas € muito pequena. J& em 300-330 nm, a absorvancia ultrapassa a escala de A=1, ou

seja, mais de 90% da luz € absorvida s6 pela mistura dos reagentes.
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4.1.3 Espectro de absorc¢éo do acido fosfomolibdico nas condicGes definidas (C) com a
concentracéo de fosfato 5,0 X 10-°M, usando &gua destilada como branco, no
espectrofotometro CamSpec modelo M501 Single Beam UV/Vis

I I |
330 nm 380 nm 400 nm

Figura 8 - Espectro de absor¢do do acido fosfomolibdico com fosfato 5,00 x 10-5 M usando &gua como
branco

E possivel observar que a absorvancia em 380-400 nm nas condicdes escolhidas
(C)aumenta na concentracdo de fosfato 5,0 X 10° M. E em 300-330 nm, a absorvancia

continua ultrapassando a escala de A=1.
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4.1.4Espectro de absorc¢ao do &cido fosfomolibdico nas condic¢des definidas (C) com a
concentracéo de fosfato 5,0 X 10-°M, usando os reagentes menos o fosfato como branco,
no espectrofotdometro CamSpec modelo M501 Single Beam UV/Vis

1.000
| I I
- 3
-
Abs— —
- 2 -
0.000L | | .
300.0mm | I  V¥avelkngth 500.0nm

320 nm 380 nm 400 nm

Figura 9 - Espectro de absorcéo do acido fosfomolibdico com fosfato 5,00 x 10-5 M usando reagentes sem
fosfato como branco

Observe que o maximo fica entre 310 — 320 nm, porém o excesso de molibdato
absorve sensivelmente nessa regido, como se pode verificar na figura 7, e por isso, escolheu-
se trabalhar em 380 nm. Onde ha baixissima absor¢cdo do reagente e uma consideravel

absorcdo do &cido fofosmolibdico.
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4.1.5 Curva analitica de acido fosfomolibdico em 380 nm

Tabela 2 - Curva analitica para determinacao de fosfato em 380 nm utilizando o espectrofotdmetro
CAMSPEC modelo M501 Single Beam UV/Vis

X (mL) de KH,PO, Mf KH,PO, Replicada 1 (ABS) Replicada 2 (ABS) Replicada 3 (ABS)

0,3 3,06 x 10-5 0,066 0,080 0,068

0,5 5,10 x 10-5 0,095 0,096 0,101

0,8 8,16 x 10-5 0,155 0,149 0,157

1,0 1,02 x 10-4 0,201 0,214 0,207

1,5 1,53 x 10-4 0,329 0,328 0,325

2,0 2,04 x10-4 0,415 0,426 0,426

2,5 2,55 x10-4 0,501 0,521 0,508

3,0 3,06 x 10-4 0,626 0,637 0,624
0,001 -
0,001 -
0,001 -
0,000 -

Sinal
0,000 -
0,000 -
0,000 -
0,000 T T T T T T
0.000000 0.000050 0.000100 0.000150 0.000200 0.000250 0.000300
Concentracéo de fosfato (M)
y = 2048.2x - 0.0006
R2=0.9969

Gréfico 1 - Curva analitica para determinagdo de fosfato utilizando o espectrofotometro CAMSPEC
modelo M501 single beam UV/Vis

A absortividade molar experimental nessas condicdes foi de 2 x 10° M-tcm™. Esse
valo concorda com o valor encontrado na literatura para esse molécula, que é de
aproximadamente 1 x 10* Mcm™. A curva apresentou uma boa linearidade, como podemos

observar pelo R? de 0,997. Isso mostra que nessa concentracdo a absorgéo do acido
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fosfomolibdico segue a lei de Lambert Beer, assim podemos utilizar a equacéo da reta para

determinar a concentracdo de fosfato nas amostras.

Tabela 3 - Curva analitica de fosfato utilizando o espectrofotémetro portatil de imersao StellarNet modelo

SL5-DH Deuterium+Halogen e seringas no lugar de pipetas

X (mL) de KH2PO4 Mf KH2PO4 (M) Replicada 1 (ABS) Replicada 2 (ABS) Replicada 3 (ABS)

0,0 0 BRANCO BRANCO BRANCO
0,5 5,0x10-5 0,098 0,098 0,117
1,0 1,0x 10-4 0,189 0,205 0,207
1,5 1,5x10-4 0,295 0,302 0,285
2,0 2,0x10-4 0,378 0,360 0,362
2,5 2,5x10-4 0,566 0,566 0,561
0,001 -
0,001 -
0,000 -
Sinal 0,000 -
0,000 -
0,000 -
0,000 T T T T T 1
0.00000 0.00005 0.00010 0.00015 0.00020 0.00025 0.00030
Concentracao de fosfato (M) y =1791.8x + 0.0172
R? = 0.9955

Grafico 2 - Curva analitica de fosfato utilizando o espectrofotdometro portatil de imersao StellarNet
modelo SL5-DH Deuterium+Halogen e seringas no lugar de pipetas

A absortividade molar medida foi 1,8 x103M*cm™. Podemos observar que o R? foi de
0,995, ou seja, a linearidade desse grafico € um pouco pior que o do Gréafico 1, onde se

utilizou pipetas e um espectrofotdometro de bancada. Ainda assim, para determinacGes no
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campo, onde ferramentas mais simples e baratas sdo de grande importancia e uma incerteza de

5 a 10% seria aceitavel, é possivel realizar a medida, com confiabilidade suficiente, usando

seringas e um espectrofotdmetro portatil.

4.1.6 Interferéncia da composi¢éo do meio de cultura utilizado na determinacéao de
fosfato pela formacéo do acido fosfomolibdico

Tabela 4 - Determinacao do fosfato no meio de cultura com 2mM de fosfato (A1) e 0 mesmo meio sem

fosfato (A2)
Meio ABS Concentrac¢ao de fosfato  Concentracao de fosfato Média * desvio padrio (mM)
na cubeta (mM) na amostra (mM)

0,403 0,192 1,92
0,421 0,201 2,01

Al 1,96 £ 0,04
0,409 0,195 1,95
0,413 0,197 1,97
0,013 0,003 0,03

6 -0,002 -0,005 -0,05 AR
-0,009 -0,008 -0,08 e
-0,001 -0,004 -0,04

Calculando-se a discrepancia d, temos:

d=2-1,96 x 100 = 2%

2

Como podemos observar, utilizando-se 0 método ajustado para a determinacdo de

fosfato em um meio de cultura com a concentracdo desse anion conhecida, foi possivel

encontrar uma discrepancia de 2% em relacdo ao valor esperado. Para um método

experimental, este resultado é bastante satisfatorio.
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4.1.7 Determinacao de fosfato em meio de cultivo de microalgas

4.1.7.1 Acompanhamento da concentracdo de fosfato no meio de microalga por dia

m—

Figura 10 - Cultura de microalgas R1, R2, e R3

Tabela 5 - Acompanhamento da concentragédo de fosfato no meio do dia 10/dez ao dia 14/dez

Dia Tempo (dias) Reator 1 ( mM) Reator 2 (mM) Reator 3 (mM)
Meio 0 1,88 1,88 1,88
10/dez 0 1,83 1,86 1,85
11/dez 1 1,76 1,59 1,69
12/dez 2 1,6 1,04 1,65
13/dez 3 1,74 1,53 1,72
14/dez 4 1,57 1,05 0,691
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R1, R2 e R3 - Determinacéo de fosfato

RE s e

1.2 4
=¢=—=R1
={i=R2
0.8 - R3

== \eio
0.6 -

Concentracao de fosfato (mM)

0.4 -

0.2 -

0 T T T T T T T T 1
0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5 4 4.5

Tempo (dia)

Grafico 3 - Acompanhamento da concentragéo de fosfato no meio do dia 10/dez ao dia 14/dez

Estes séo 3 reatores, R1, R2 e R3, partindo de um mesmo meio inicial, submetidos a
disponibilidade de luz e CO2 semelhantes, acompanhado por 4 dias. Como podemos observar,
no segundo dia, houve uma queda de fosfato, sequida de um aumento de fosfato no meio no
terceiro dia. E interessante ressaltar que do primeiro para o segundo dia houve um
crescimento consideravel das microalgas. Ja do segundo para o terceiro dia, houve a morte de
parte das microalgas devido a um aumento da temperatura ambiente. Assim. E possivel que o
fosforo que fazia parte das microalgas que foram mortas tenham sido liberados para 0 meio
por decomposi¢éo das mesmas.

Apesar dos dados ainda serem poucos para qualquer afirmacdo, € muito promissora o
acompanhamento da relacdo dos nutrientes os meios com as microalgas.

Ao observar os dados expostos acima, nota-se que, para uma andlise rapida de campo,
0 método de determinagdo de fosfato pela reacdo do fosforo com o molibdato de amdnio,
formando o acido fosfomolibdico e posterior medida da sua absorvancia, mostrou-se eficiente.
Em contra partida ha desvantagens em se medir a absorvancia em 380 nm, pois fica longe do

maximo de absorvancia (315 nm), o que diminui a sensibilidade do método.
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Mesmo sendo lido em 380 nm, utilizando-se 0 método sem a extracdo foi possivel
determinar o fosfato na faixa de concentragdo desejada: a faixa de determinacgéo ficou entre 3
x 10°M e 3 x 10* M. Considerando-se a utilizagdo de uma aliquota de 1 a 8 mL de na
amostra para volume final 10 mL, a faixa determinagdo na amostra ficou entre 4 x 10°M e 3 x
10 M. Essa faixa é o suficiente para a determinacéo de fosfato no meio de cultura LAM-02
(Anexo 1). A concentracdo do anion nesse meio €, inicialmente, de 2 x 10°M, como o limite
inferior de determinagio na amostra é bem menor, 4 x 10°M, é possivel acompanhar sua
queda de concentracdo devido ao consumo progressivo de fosfato para o crescimento ao longo
do tempo. O limite de determinacéo para o método nas condicdes escolhida foi de 3 x 10°M
na cubeta.

4.2 DETERMINACAO DE FOSFATO BASEADA NA FORMACAO DE ACIDO
FOSFOMOLIBDICO EXTRAIDO EM ISOBUTANOL

4.2.1 Espectro de absorcao do &acido fosfomolibdico na fase organica da extracdo com
isobutanol de uma solucéo de fosfato 1,00x10-°M

A partir do espectro obtido, foram escolhidos 2 comprimentos de onda: 315 nm, que
estava no maximo de absorvancia, e 320 nm, que estava um pouco abaixo do maximo de

absorvancia.



39

Figura 11 - Espectro de absorcdo de onda do acido fosfomolibdico com concentragdo de fosfato de
1,00x10-5 M em isobutanol, com o cursor marcando 315 nm
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Figura 12 - Espectro de absorcéo do acido fosfomolibdico com concentracdo de fosfato de 1,00x10-5 M em
isobutanol, com o cursor marcando 320 nm

Como ja foi dito antes, o método permite que as concentracGes de fosfato sejam
determinadas no maximo de absorc¢do do acido fosfomolibdico, uma vez que a extracdo retira
0 excesso de molibdato, que absorve muito na mesma regido do espectro. Isso possibilitou a
escolha dos pontos para leitura no maximo da curva. Assim, foi escolhido o ponto 315 nm no
maximo da curva, e um segundo ponto pouco abaixo do maximo, visto que alguns

espectrofotdbmetros sé chegam no comprimento de onda minima de 320 nm.
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4.2.2 Curvas analiticas de extragcdo com isobutanol com os reagentes sem o fosfato como
branco

4.2.2.1 Curva analitica no comprimento de onda da luz de 315 nm

Tabela 6 - Curva analitica para determinacéao de fosfato extraido em isobutanol no comprimento de onda
315 nm

):(L";'I;)Odf Mf KH2PO4 (M)  Replicada 1 (ABS) Replicada 2 (ABS) Replicada 3 (ABS)
0 mL 0 BRANCO BRANCO BRANCO
0,1 mL 0,00001 0,216 0,253 0,235
0,3 mL 0,00003 0,689 0,672 0,661
0,5 mL 0,00005 1,113 1,051 1,060
0,7 mL 0,00007 1,474 1,397 1,462
2.5 -
2 .
1.5 A
Sinal
1 4
0.5 -
0 T 1
0.000000 0.000050 0.000100
Concentracao de fosfato (M)
y =19668x + 0.0662
R%2=0.9977

Grafico 4 - Curva analitica para determinagdo de fosfato extraido em isobutanol, no comprimento de onda
315 nm

Absortividade molar, seguindo a lei de Lambert Beer, serd a inclina¢do da reta nesse
grafico, assim, nessas condi¢ces em 315 nm sera de 2 x 10* M-lcm™. Esse valo concorda com

o valor encontrado na literatura para esse molécula, que também é de 2 x 10* Mcm™. Uma
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vez que a absortividade molar é intrinseca de cada molécula, isso nos mostra que estamos
realmente determinando o composto esperado. Também foi obtido um R? de 0,997, ou seja, a

linearidade se mostrou adequada.

4.2.2.2 Curva analitica no comprimento de onda da luz de 320 nm

Tabela 7 - Curva analitica para determinacéo de fosfato com extracdo em isobutanol no comprimento de
onda 320 nm

X (mL) de Mf KH2PO4 (M) Replicada 1 Replicada 2 Replicada 3 (ABS)
KH2PO4 (ABS) (ABS)
0 mL 0 BRANCO BRANCO BRANCO
0,1 mL 0,00001 0,905 0,917 0,888
0,3 mL 0,00003 1,338 1,283 1,280
0,5mL 0,00005 1,721 1,669 1,658
0,7 mL 0,00007 2,036 1,981 2,047
3 -
2.5
2 -
Sinal 1.5 -
1 -
0.5 -
0 T 1
0.000000 0.000050 0.000100
Concentracéo de fosfato (M)
y =19224x + 0.7125
R?=0.9973

Gréfico 5 - Curva analitica para determinagéo de fosfato extraido em isobutanol, no comprimento de
onda 320 nm
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Absortividade molar, seguindo a lei de Lambert Beer, seré a inclinagdo da reta nesse
grafico, assim, nessas condicdes em 320 nm serd de 2 x 10* Mlcm?, o esperado pela
literatura. Além disso, foi obtido um R? de 0,997, ou seja, a linearidade se mostrou adequada.

Fazendo as leituras em 315nm, tem-se a vantagem de ler no maximo da banda, como
mostra o grafico na figura 9. Porém, lendo a absorvdncia em 320 nm aumenta-se a
confiabilidade, pois reduz o espalhamento de luz. E por isso escolheu-se ler as amostras em
320 nm.

4.2.3 Curvas analiticas da determinacdo de fosfato extraido em isobutanol e utilizando o
préprio isobutanol como branco

4.2.3.1 Curva analitica no comprimento de onda da luz de 315nm

Tabela 8 - Curva analitica para determinacao de fosfato extraido em isobutanol, no comprimento de onda
315 nm, usando isobutanol como branco

. . 3
X (mL) de KH2PO4 Mf KH2PO4 (M) Re‘(’:‘;as")'a 1 Re‘(’:‘;as")'a 2 Re‘;:;as")'a
0mL 0 BRANCO BRANCO BRANCO
0,1 mL 0,00001 1,021 1,058 1,04
0,3 mL 0,00003 1,534 1,477 1,475
0,5 mL 0,00005 1,918 1,875 1,865

0,7 mL 0,00007 2,235 2,185 2,257
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2.5 A

Sinal 1.5 -

0.5 -

0 T 1
0.000000 0.000050 0.000100

Concentracao de fosfato (M) y = 19452 + 0.8812

R?=0.9966

Gréfico 6 - Curva analitica para determinagéo de fosfato extraido em isobutanol, no comprimento de
onda 315 nm, usando isobutanol como branco

Absortividade molar, seguindo a lei de Lambert Beer, sera a inclinacdo da reta nesse
grafico, assim, nessas condi¢cdes em 315 nm sera de 2 x 10*°M1cm™, o que concorda com o
esperado da literatura. Também foi obtido um R? de 0,997, ou seja, a linearidade se mostrou
adequada.

4.2.3.2 Curva analitica no comprimento de onda da luz de 320nm

Tabela 9 - Curva analitica para determinacéo de fosfato extraido em isobutanol, no comprimento de onda
320 nm, usando isobutanol como branco

X (mL) de Mf KH2PO4 (M) Replicada 1 Replicada 2 Replicada 3
KH2PO4 (ABS) (ABS) (ABS)
0,1 mL 0,00001 0,905 0,917 0,888
0,3mL 0,00003 1,338 1,283 1,280
0,5 mL 0,00005 1,721 1,669 1,658
0,7 mL 0,00007 2,036 1,981 2,047

1,0 mL 0,0001 2,625 2,625 2,625
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2.5 A

Sinal 1.5

0.5 -

0 T 1
0.000000 0.000050 0.000100
Concentracéo de fosfato (M)

y =19224x +0.7125
R?=0.9973

Gréfico 7 - Curva analitica para determinagéo de fosfato extraido em isobutanol, no comprimento de
onda 320 nm, usando isobutanol como branco

Absortividade molar, seguindo a lei de Lambert Beer, sera a inclinacdo da reta nesse
gréafico, assim, nessas condigdes em 320 nm sera de 2 x 10*°Mtecm™. Também foi obtido um
R? de 0,997, ou seja, a linearidade se mostrou adequada.

A vantagem da metodologia aplicada em 4.2.3.1 e 4.2.3.2 é que, na hora de fazer as
medi¢cdes no meio de cultura de microalgas, é necessario apenas preparar as amostras e medir
contra o Isobutanol. Ja nos casos 4.2.2.1 e 4.2.2.2, além de preparar as amostras a serem
medidas, teria de se preparar também um branco, para zerar. Por outro lado, medir contra o
branco reduz a possibilidade de que outras variaveis possam interferir na absorvancia. Porém,

cada método tem suas vantagens, dependendo de como e em que situacdes serd utilizado.
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4.2.4 Curva analitica da determinacéo de fosfato extraido em isobutanol, utilizando a os
reagentes sem adicdo de fosfato como branco em 320 nm para meios mais diluidos

Tabela 10 - Curva analitica de extragdo com isobutanol medida em 320 nm para meios mais diluidos

X (mL) de KH2PO4 Mf KH2PO4 (M) Replicada 1 Replicada 2 Replicada 3 (ABS)
(ABS) (ABS)
0,2 mL 0,0020 0,051 0,059 0,065
0,5mL 0,0050 0,112 0,118 0,097
1,0 mL 0,010 0,208 0,217 0,226
2,0mL 0,020 0,432 0,422 0,401
4,0 mL 0,040 0,838 0,826 0,809
0,001 -~
0,001 -
0,001 -
0,001 -
0,001 -
Sinal
0,000 -
0,000 -
0,000 -
0,000 -
0,000 T T T T 1
0.000000 0.000010 0.000020 0.000030 0.000040 0.000050
Concentracao de fosfato (M)
y =20267x +0.0133
R?=0.9986

Gréfico 8 - Curva analitica de extracao com isobutanol medida em 320 nm para meios mais diluidos

O método que utiliza a extracdo com isobutanol possibilita a leitura da absorvancia no

maximo. Assim, o limite de determinacao obtido nessas condic¢des para esse metodo foi de 2

x 10°M na cubeta. Porém, a extracdo aumenta o nimero de etapas, o que dificulta sua

utilizagdo no campo.

Considerando-se os dois métodos, teremos uma faixa de determinagio de 2 x 10° M

até 3 x 10™* M na cubeta. E os métodos podem inclusive ser utilizados sequencialmente. Ou
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seja, utiliza-se 0 método sem a extragdo e, caso a concentracdo de fosfato esteja abaixo do
limite de determinacdo, pode-se fazer a extragdo com isobutanol.

4.2.5 Exemplo de determinacéo de fosfato com extracéo em isobutanol em meios salinos:

Concentragédo na leitura: 8 ml de amostra utilizados

Tabela 11 - Determinacao de fosfato com extragdo em isobutanol em amostras de &gua do mar com
proliferacédo de microalgas

Amostra: ABS Concentracdo na leitura Concentragao na Concentragao na
(mM) Amostra (mM) amostra (uUM)
A1S 0,137 0,00600 0,00750 7,5
A3m 0,194 0,00865 0,01081 10,8
A4S 0,064 0,00260 0,00325 3,3
Adm 0,148 0,00651 0,00814 8,1
A5m 0,132 0,00576 0,00721 7,2
AB6S 0,135 0,00590 0,00738 7,4
ARS 0,148 0,00651 0,00814 8,1
ARm 0,220 0,00986 0,01232 12,3

As amostras eram de agua do mar de varios pontos ao longo da costa de Angra dos
reis. Foi feito o estudo da concentracdo de fosfato, entre outros nutrientes, devido a uma
proliferacdo anormal de microalgas na regido. A ideia era se comparar a concentracdo de
fosfato em locais onde ndo havia essa proliferacdo (ARS e ARm), com outros locais onde se
encontravam uma grande quantidade de microalgas (A1S, A3m, A4S, A4m, A5m e AB6S).
Como pode-se observar, as concentracbes de fosfato tinham ordem de grandezas muito
préximas, ndo sendo possivel relacionar essa proliferacdo a concentracdo do fosfato.
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5 CONCLUSAO:

Os métodos espectrofotométricos baseados na formagéo do &cido fosfomolibdico, com
e sem extracdo em isobutanol, se mostraram adequados para a determinacao de fosfato em um
meio de cultura de microalga.

Nas condicBGes estabelecidas, o método que utiliza a extragdo com isobutanol
apresentou um limite de determinag&o bem menor, de 2 x 10°M, porém o método insere mais
etapas, 0 que dificulta sua utilizacdo em campo. J& 0 método sem extracdo apresentou um
limite de quantificacdo bem mais alto, de 3 x 10°M, porém essa faixa € o suficiente para a
determinacéo de fosfato no meio de cultura LAM-02.

Assim, utilizando-se os dois métodos, é possivel chegar a uma vasta faixa de

determinacéo, podendo-se utilizar os métodos de forma sequencial.
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ANEXO 1 — Meio de cultura LAM-02

Tabela 12- Concentracao de cada ion presente no meio LAM-02
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ions

Concentragdo (M)
cr 0,4
HCO* 0,1
S04* 0,02
HPO4* 2,00 x 1003
NH4* 5,00 x 1002
Na* 0,3
K* 0,03
Mg(l1) 0,05
ca(ll) 0,01
Mn(ll) 1,00 x 10°%
Fe(l) 1,00 x 10
Zn(11) 1,00 x 10%
Co(l) 5,00 x 108
Cu(ll) 5,00 x 108
Mo(VI) 2,00 x 107




ANEXO 2 — Curva de especiacdo do acido fosforico
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ANEXO 3 - Algumas constantes de sais e complexos formados por espécies de fosfato e
ions Calcio e Magnésio

Tabela 13 - Constantes de sais e complexos de espécies fosfatos (LURE, 1975)

Constate do produto de solubilidade (kps)

Cas(POa)2 2,0x10°
Ca(HPOa4) 2,7x107
Ca(H2POa)2 1x10°3

Mgs(POa)z2 1x10%3

Constantes de formacéo

HPO42 H2PO4
Ca?* 5,012 x 10? 12,023
Mg?* 3,123 x 10? -
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ANEXO 4 — Deducao da lei de Lambert Beer

A absorcao de luz UV/Visivel é frequentemente descrita pela lei de Lambert Beer, que
relaciona essa absorc¢do a concentracdo de moléculas que absorvem luz em uma determinada
pequena faixa de comprimento de onda.

Considere que um feixe de luz de faixa de comprimento de onda muito estreita, A a A +
dA, atravessa uma amostra composta por uma substancia z dissolvida em um solvente que nao
absorve radiacdo e nem interage fortemente com z. Admita que lo € a intensidade de radiacéo
incidente sobre a amostra e 1 é a intensidade dessa radiagdo apds atravessar uma distancia x
da amostra.

A variacdo da intensidade da luz, dl, serd proporcional a intensidade de luz | e ao
numero de moléculas de z encontradas pelo feixe, dn, na espessura dx:

dl « —1.dn
Por sua vez, dn é proporcional a concentracdo molar de z, c;, e a sua espessura dx:
dlx —1.c,.dx
Admitindo-se a constante de proporcionalidade k:
dl= —kl.c,.dx

dl
T= —k.I.CZ.dX

Integrando ao longo do comprimento b da amostra teremos:

Ildl b
j —=—k.cz.f dx
o 1 0

0

L
In—= —k.c,.b
lo

I
2,303 .109101—1 = —k.c,.b
0

I, k

0G0 =
09101 = 2303

.Cc;.b

Assim, definimos absorvancia A = log, I", que depende da intensidade de luz que

I
intensidade na amostra e a intensidade de luz que atravessa a amostra. Definimos também a

absortividade molar como &= 7303 uma constante que é caracteristica intrinseca de cada

molécula em um dado comprimento de onda(LEVINE, 2012). A lei de Lambert Beer fica
entéo:
A =¢gbc



