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DETERMINACAO DE FOSFORO EM AGUAS - METODO DO ACIDO ASCORBICO
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I NTRODUCAO

0 fosforo nas suas varias formas aparece em aguas/naturais e em efluentes domes
ticos e industriais, oriundo de varias fontes.

Nos sistemas de abastecimento os polifosfatos, podem, ser empregados como contro
ladores da corrosao, para estabilizaf carbopatopde ‘calcio. Nas instalagoes in
dustriais sao empregados para controlar a formagao de incrustacoes em caldeiras.
0s esgotos domésticos sao naturalmente ricos em fdsforo, e a concentracao de
fosfatos ultimamente vem aumentando, \dado o uso sempre crescente de detergentes
snntetlcos, que contém fosfatos. Os organisfos envolvidos nos processos bnolo
gicos de tratamento de despejosfindustriais e domésticos requerem fosforo para
sua reprodugao e sinteses.,

Esgotos domésticos contém fosforo em quantidade suficiente _para a mlnerallzagao
da materia organica, tanto que aparece em quantidades razoaveis em efluentes de
estagoes de tratamento defesgotos; j& quando se trata de efluentes industriais
pode ser necessario adicionar fosfato ao efluentea ser biologicamente tratado.

Os ortofosfato sao largamente empregados como fertilizantes comuns, e sao leva
dos pelas chuvas ate os cursosi d'agua.

0 fosforo é essencial ao créscimento dos organismos das aguas superficiais, co
mo por exemplo os microrganismos plancton, especualmente algas; pode ser o  nu
triente que limita a produtivndade destas aguas, e neste caso o langamento de
despejos tratado$ ou nao, ou o carreamento de fertilizantes para as aguas super
ficials que pode estimular ofdesenvolvimento excessivo de organismos.

Fosfatos acumulam-se ainda@msedimentos de fundo de aguas eem lodos bioldgicos.

Existem varjos métodos colorlmetrxcos de determlnagao de fosforo na forma de or
tofosfato,/tais como o do acido vanadomolibdofosférico, o da redugao com clore
to estanoso e o/doffacido ascorbico.

1 OBJETIVO

1.1 A presente Norma prescreve o método de determinagao de foésforo, nas varias

ormas em que pode ocorrer, em amostras de aguas naturais e de abastecimento,
- - -

efluentes domesticos e industrials, aquas de mar e lodos,
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1.2 0 presente método se aplica para a determunagao de fosforo em concentra
coes de 0,01 a 6 mg/1.

2 DEFINICBES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as seguintes definigoes:

2.1 Fosfato total (filtravel e nao filtravel)

£ o conjunto de todas as porgoes de fosforo da amostra.

2.2 Fosfato total filtravel

£ a porgao do fasforo total da amostra que passa por um filtro de| membrana de
0,45 um de porosidade.

2.3 Fosfato total nao filtravel

E a por¢ao do fosforo total da amostra que fica retida num fiJtro de membrana de
0,45 Um de porosidade. :

2.4 Ortofosfato total (filtravel e nao filtravel)

E K porgao de fosforo da amostra que responde a festes colorimétricos sem oxida
cao ou hidrélise acida prévias.

2.5 Ortofosfato filtravel

£ a porgcao do ortofosfato total da amostra que passa por um filtro de membrana
de 0,45 ¥m de porosidade.

2.6 Ortofosfato nao filtravel

E a porcao do ortofosfato totalida amostfa que fica retida num filtro de membra
na de 0,45 ym de porosidade,

2.7 Fosfato acido-hidroliSdvel. total )filtravel e nao filtravel)

£ a porcao do fosforo da amostra que por hidrdlise acida se transforma em orto
fosfato.

NOTA: O fosfatol acido~hidroliisdvel também € chamado de fosfato condensado.

2.8 Fosfato dcidoshibdrolisavel filtrived

E a porgao de fdsfato acido~hidrolisavel da amostra que passa por um filtro de
membrana de 0,45 um de porosidade.

2.9 Fosfato acido-hidrolisivel nac filtrivel

£ a porgao do fosfato dcido-hidrolisdvel da amostra que fica retida num filtro
de membrana de 0,45 um de porosidade.

2.10 Fosfato organico total (filtravel e nao filtravel)

E a porgao do fosforo da amostra que s6 se transforma em ortofosfato por destrui
gao oxidativa da matéria organica a que o fésforo esta ligado.
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2.11 Fosfato organico filtravel

E a porgao do fosfato organico da amostra que passa por um filtro de membrana
de 0,45 um de porosidade.

2.12 Fosfato organico nao filtravel

E a porgao do fosfato organico da amostra que fica retidaynum filtro’de membra
na de porosidade 0,45 um.

3 APARELHAGEM

3.1 Vidraria, materials e equipamentos

NOTA: Toda a vidraria_empregada na coleta e na determinagao do fosfato &
Tavada com solucao de acido clorfdrico I + ¥, alguente, e nunca com deter
gente.

'3.1.1 Capsula de porcelana, 100 ml,

3.1.2 Proveta comum, tipo pyrex, 100 ml,

3.1:3 Ertenmeyers, tipo pyrex, 125 e“250 ml,

3.1.4 Vidro de relogio, diamétro 8 cm.

3.1.5 Pérolas de ebuligao, tipo pyrex.

3.1.6 Kitassato, 500 ml, tipo pyrex.

3.1.7 Baloes volumétrnicos, classe A, volumes diversos, tipo pyrex.
"3.1.8 Baloes volumétricos, classe B, volumes diversos, tipo pyrex.
'3.1.9 Pipetas volumétricas, classe A, volumes diversos, tipo pyrex.

3.1.10 Pipetashvolumétriéas, classe B, volumes diversos, tipo pyrex.

3.1.11 Pipetas graduadas, 5 e 10 ml, com subdivisoes de 0,1 ml,

3.1.12 Balao Kjeldahl, tipo pyrex, 800 ml.

3.1.13 Filtro de membrana, 0,45 um, lavado por imersao em agua destilada duran
te Z& horas. -

3.1.14 Suporte para filtro de membrana,

3.1.15 Espectrofotdmetro, para uso a 880 nm.
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3.1.16 Acessorios do espectrofotometro:

- tubos calibrados, 20:mm (ou 3/4'') e outras medidas;
- adaptador para tubos.
NOTA: Ver em anexo, cuidados com o espectrofotometro. -

3.1.17 Oculos de seguranca.

3.1.18 Sistema para digestao de amostras, constituido de chapa ‘aquecedora e
exaustor de fumos.

3.1.19 Chapa elétrica comum.

3.1.20 Autoclave, para operar a 121°C e 15-20 psi.

3.1.21 Vacuo.

3.1.22 (Capela.

3.2 Reagentes

3.2.1 Acido nTtrico, HNO3, conc. p.a.

3.2.2 Acido perclorico, HC10,.2H,0, p.a., com 70% em HC10,.,

3.2.3 Acido sulfirico, HySO,, concs, D=1,84;7p.a.
3.2.4 Acido ascorbico, solido, pJa.

3.2.5 Solugao de hidroxidopde sodio IN:

- Dissolver 40 g NaOH, p.a., em agua destilada e completar o volume a
1000 ml.,

3.2.6 Solucao de hidroxidd de sodio 6N:

- Dissolver 240 g NaOH,/p.a., em agua destilada e completar. o volume - a
1000 ml.

3.2.7 Solugaofde acido'sulfurico 30%:

- Adicionary/(LENTAMENTE, 300 ml H,S0,, conc., p.a., a 600 ml de agua des
tilada, e completar o volume a 1000 ml.

3.2.8 Solugao concentrada de acidos:

- Adicionar, LENTAMENTE, 300 ml HyS0,, conc., p.a., a 600 ml de 3gua des
tilada, esfriar, adicionar 4,0 ml HNO3, conc., p.a., e completar o volu
me a 1000 m! com agua destilada.
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3.2.9 Solugao de persulfato de potassio (preparar diariamente):

- Dissolver 5 g KS,05 em agua destilada, e completar a 100 ml em balao
volumétrico.

3.2.10 Solugdo indicadora de fenolftaleina.

3.2.11 Solugao indicadora de metil-orange.

3.2.12 Mistura combinada:

- Dissolver 0,13 g antimonil tartarato dé potassio, KSbOCuHuOG.%-HZO em
700 m! de agua destilada;

- Adicionar 5,6 g molibdato de amonio, (NHy)gMo70oy lHo0 e dissolver;

- Adicionar 70 m! H,S0, conc., esfriar e diluir.a 1000 ml em balao volu
metrico.

- Guardar em frasco plastico e em local fresco.

3.2.13 Reagente combinado ( estabilidadep! semana):

- No momento do uso, adicionar 0,50/g de acido ascorbico, p.a. a 100 ml
de mistura combinada. Se se apresentar turva, deixar a mistura em re
pouso por alguns minutos ate desaparecer a turbidez.

- Guardar em geladeira.

3.2.14 Solugao-estoque de fosfato:

- Dissolver 219,5mg fosfato diacido de potassio anidro, K H,P0,, p. a.,
em agua destilada e completar /a 1000 ml com agua destilada, em balao
volumétrico. 1,00 ml&,50 ug#f0; em P.

3.2.15 Solugao-padrao de fosfato:

- Diluir 50,0,ml da solugao-estoque de fosfato (3.2.16) a 1000 ml  com
dgua destilada, emibalao volumetrico., 1,00 = 2,50 ug PO, - em P,

b4 EXECUCAO DO £NSA1O

4,1 PrincTpios gerais dos métodos

4,1.1 0/fosforo na forma a ser determinada € previamente convertido em ortofos
fato soluvelypor processo aproprlado, e o ortofosfato soluvel &€ determinado co
lorimétricamentéypelo método do acido ascorbico.

4,1.2 0 método do acido ascorbico consiste em reagir o ortofosfato com molibda

to de amonio e antimonil tartarato de potassio em meio acido, e reduzir o acido

fosfomolibdico formado a azul_de molibdénio. A intensidade da cor deste compos

gg, proporcional a concentragao de ortofosfato, € lida em espectrofotometro a
0 nm. .
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L., 4.1.3 0Os processos prévios que se emprega para converter fosforo, na forma a
'ser determinadasem . orta%asf§§ﬁ~soluvel podem ser:

4,1.3.1 Filtragao preliminar: consite em filtrar a amostra por filtro de mem
Brana de 0,45 um, para separar as formas filtraveis de fosforo das formas nao

filtraveis.

h,1,3.2 Hidrollse acida preliminar: consiste em ferver uma amostra acidifica
da, filtrada ou_nao, durante 90 minutos ou durante 30 minutos emhautoclave ™ a
1,0 - 1,4 kg/cm2 de pressao, para converter fosfatos condensados em ortofosfatos
soliveis. Com a hidrdlise acida sdo também inevitavelmenteégconvertidos alguns
fosfatos organicos, o que no entanto & minimizado escolhendo o @cido, o tempo e
a temperatura convenientes para a hidrolise.

,1.3.3 Digestao preliminar: consiste em aquecer a amostra em presenca de oxi
aante forte adequado, para converter em ortofosfato soluvel as fragoes de fosfa
to organico em suspensao ou em combinagao*com matéria organica atraves de liga
coes C=P ou C-0-P, destruindo a matéria organica preséntespExistem trés métodos:

a) do acido perclorico - a mais enérgica, & se aplica especialmente pa
ra lodos;

b) do 3cido sulflirico - acido nTtrico,~ € a indicada na maioria dos ca
sos;

¢) do persulfato - a maas samples, que ge emprega quando € sabido que
a sua eficiéncia € compardvel a dosiprocessos mais enérgicos.

4,2 Interferentes

4,2.1 Cor e turbidez elevadas interferem na'determinagao colorimétrica, e a in
terferencia € minimizada efetuandoe=se uma prova em branco.

4,2,2 Cromo hexavalente leva a resultadcs 3% mais baixos quando presente em con
centragoes da ordem de 1 mg/1, e 0 - 15% mais baixos quando as concentragoes
sao de 10 mg/1.

4,2,3 Nitrito leva a resultados 3% mals baixos quando presente em concentragoes
da ordem de 1 mg/1, e 10 - 15% mais baixos quando as concentracoes sao de 10mg/1.

h.2.4 Sulfetos nao interferem quando em concentracoes de até 1 mg/l.

4.2.5 Silicatos paopinterferem quando em concentragoes de até 10 mg/l.

L.2.6 Arsenatds interféeem positivamente na determinagao colorimétrica, produ
zindo cor azul semelhante a cor produzida pelo fosfato.

4,3 Coleta de amostras

4,3.1 As amostras para determinagao das varias formas de fosfato sao coletadas
em frascos de vidro lavado com acido clorfdrico dilufdo e quente, e nunca lavado
com detergente. 0 volume necessario & de 300 ml por forma.

4,3,2 As amostras para determinagao das formas filtraveis sao filtradas, no mo
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mento da coleta, por flltro de membrana de 0,45 ym, ou de outra porosidade men
cionada.

'4,3.3 As amostras_para determinagao das varias formas de fosfato sao preserva

das por refrigeracao a 4°C, e o prazo para analise & de 7 dias para fosforo to
tal e de 24 horas para as formas de fosfato.

4,4 Procedimentos preliminares

b,h,1 Filtragao preliminar, no momento da coletaé

4.,4.1.1 Colocar o filtro de membrana no funil @adequado, e ligar o sistema ao

e ———
vacuo.

.4, 1.2 Filtrar 200 - 300 m! de amostra.

NOTA: Em casos de amostras diffcies)de serem filtradas, pode ser usado
um pré=filtro de fibra de vidro.

4.4.2 Hidrolise acida preliminar.

4.4,2,1 A 100 m! de amostra, ou a um volume menor diluido a 100 ml, adicionar

! _gota de solugao indicadora de fenolftaleina (3.2.10); se resuttar coloragao.
rosea, adicionar solugao concentrada‘de acidos((3.2.8) gota a gota até desapare
cer a coloragao, e acrescentar 1 ml em excesso.

b,4,2.2 Ferver a mistura por/pelo menos, 90 minutos, adicionando agua destilada
para manter o volume entre 25 e 50 ml, a amostra pode também ser aquecida por
30 minutos em autoclave a pressao de 1,00 a 1,4 kg/cm2 (15 a 20 psi).

k.h.2.3 Esfriary neutrali2ar compsolu¢do de NaOH 6N (3:2.6), até uma _coloragao
rosea e completar o volume Original com agua destilada em balao volumétrico.

k4.3 Digestao preliminar com Gecido perclorico

h,4,3.1 ATENCKO: Misturas aquecidas de ac1do perclorico e matéeria organica po
dem exelodir violéntamente. Para evitar &ste perigo, observar as seguintes reco
mendacoes:

a) nao adicionar HC10, a uma solucao quente que possa conter matéria
organicaj

b) séfipre pretratar amostras que contem matéria organica com HN03 an
tes de adicionar HCl10y;

c) usar/HNOgueghC10, para iniciar a digestao;

d) evitar digestoes repetidas com acido perclorico;

e)nad deixar amostras digeridas com HC10, evaporarem até a secura;

f) operar em capela.

b.L,3.2 Tomar 100 ml ou uma aquuota adequada em 1 capsula, acidular com acido
nitrico concentrado (3.2.1) até a viragem do metil-orange e adicionar um exces
so de 5 ml.

L,4.3.3 Evaporar em banho-maria ou chapa até restarem 15 - 20 ml, cobrindo a
capsula com vidro de relogio.

L,h,3.4 Transferir a amostra evaporada. para um Erlenmeyer de 125 ml, usando
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5 ml de acido nftrico concentrado (3.2.1) para lavar a capsula.

4,4,3,5 Esfriar, adicionar 5 ml de acido nTtrico concentrado e 10 ml de acido
perclorico (3.2.2). Juntar algumas perolas de vidro, e evaporar lentamente até
fumos brancos densos de acido perclorico. Se a solugao neste ponto nio estiver
clara, cobrir a boca do frasco com um vidro de relogio e deixar digerindo fraca
mente (fervura leve) até clarear. Se necessario, juntar maisilOpminde acido ni
trico.

4,4,3,6 Esfriar e adicionar 1 gota de fenolftaleTna (3.2.10). Nettralizar com 50
Tucao de hidroxido de sédio 6N (3.2.6).

4.4.3.7 Filtrar se necessario, lavando o filtro com/bastante agua destilada.

Juntar as éguag de lavagem ao filtrado. Completar o/volume a 100 m! com agua des
tilada, em balao volumetrico.

L, 4,4 Digestao com acido sulfirico - acido nltpico

4,4,4,1 Num balao Kjeldahl colocar 100 ml ou uma akiquéta adequada de amostra.

b,b4,4,2 Adiconar 5 ml de acido sulflrico concentrado \(3.2.3) e 10 ml de Aacido
nitrlcg concentrado (3.2.1), digerir até péduzir o volume a 1 ml, e continuar a
digestao até que a solugao se torne incolor, removendo assim o acido nitrico.

L.,4.4.3 Esfriar, adicionar 10 ml de acido clorfdrico concentrado, e digerir no
vamente até fumos.

4,4, b4 Esfriar e adicionar cerca d€ 20 #il, de agua destilada e uma gofa de solu
cao de fenolftalefna. Adicionar solucao de hidroxido de sédio IN (3.2.5) ate
coloragao rosea ligeira. "

b.b 4.5 Neutralizar com acido,sulfiirico concentrado (3.2.3).
b.,4.4,6 Transferir a mistura para um balao volumétrico de 100 ml; se necessa
rifo, filtrar para remover materiallem suspensdo e turbidez, lavando o filtro com

agua destilada e_juntando as aguas de lavagem no balao também, completar o volu
me do balao com agua destiladas

L4,4,5 Digestao preliminar com persulfato

4,4,5,1 Num Erlenmeyer de(250 ml{colocar 100 ml de amostra, ou uma alfquota ade
quada diluida a 100 ml,

bob.5.2 Adiciondr 1 gota de solucao de fenolftaleTna; se a solugao se colorir,
descolorf-la com Solugao de acido sulfirico. (3.2.7) gota a gota; adicionar 1 ml
de excesso de $olugag de acido sulfirico (3.2.7); adicionar 15 ml de solugao de
persulfato de‘potassio (3.2.9).

L,4,5,3 Ferver a mistura durante 30 minutos em placa pré-aquecida, mantendo o
volume em 25 = 50 ml com agua destilada.

ALTERNATIVA: Aquecer em autoclave por 30 minutos, 15 = 20 psi. -

b.b.,5.4 Esfriar, adicionar uma gota de solugdo de fenolftalefna e adicionar so
Tugao de hidroxido de sddio até coloragdo rdsea.

L,4,5,5 Transferir a mistura quantitativamente para um bal3o volumétrico de
0 ml, e completar ate a marca com agua destilada.
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4,5 Método A - Fésforo total (filtravel e nao filtravel)

h.5.1

Princlpio do método

A amostra total € digerida com oxidante adequado, e o ortofosfato é determinado
colorimétricamente pelo método acido ascorbico.

NOTA: Amostras altamente salinas precipitam sal durante a redu ao do volume
por digest3o. Neste caso _determinar fosfato total filtravel (Metodo B) e fosfa
to total nao filtravel (Método C) separadamente, e somar os resultados.

4.5,2 Procedimento

b.5.2.1

4,5,2,2

Ajuste do espectrofotdmetro:

a) ligar o aparelho e permitir um aquecimentojdurante 20 minutos;

b) ajustar o comprimento de onda em 880 nm;

c) ajustar o zero, colocando o ponteiro em transmitancia zero, sem tu
bo no instrumento e com a tampa fechada. -

d) encher um tubo com 1Tquido de referéncia;

e) ajustar o transmitancia em 100%,

Processamento da amostra:

a) proceder com 100 ml de amostra“ou com uma alTquota adequada, confor
me um dos itens L4.4.3, 4ok.h ou 4.4,5. =

b) pipetar 50 ml de amostra @ssim trdtada e colocar numa proveta ou
Erlenmeyer de 125 ml;

c) adicionar 10 m! dofreagente combinado (3.2.13), agitar bem e aguar
dar pelo menos 10 minutos, porém nao mais que 30 minutos;

d) em sequida, ler @ % transmitdncia no espectrofotometro a 880 nm uti
lizando tubo de 3/4" ou de outra medida, e ajustando 1003 T com a
prova em branco;

e) efetuar uma prova em branco, procedendo com 100 ml de agua destila
da conforme os itens 4,5.2.2 a) até d). -

NOTA: Em caso de altahturbidez e cor, usar como branco a pr5prié
amostra, adicionando)d mesma todos os reagentes, exceto o acido as
corbicoye o antimonil tartarato.

f) correr 2 padroes com cada lote de amostras, para verificar a valida
de da curva padrao.
Construcagyda curya padrio:

a) pFeparar solugoes-padrao de varias concentragoes de P, fazendo di
luicoes da solugdo-padrao 3.2.15 em balao volumétrico, conforme a
Tabelagls ' ‘

“b)tratar 100 ml de cada uma destas solugdes-padrao conforme os itens

4.552.2 a) até d), utilizando o branco para ajustar o aparelho em
100%2°T;

c) construir uma curva £ T x mg/1 P, utilizando papel monolog, e a par
tir desta curva elaborar uma tabela % TFransmitancia x mg/1 P.

NOTA 1: A curva de calibragao vale para um determinado aparelho, e
deve ser feita nova curva cada vez que forem preparados ou utiliza
dos novos reagentes ou for feita alguma alteragao no aparelho.
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NOTA 2: Opcionalmente pode-se fazer a regressao linear dos pares
absorbancia x concentragao, e com a equagao obtida elaborar uma tabe
la.

4.6 Metodo B - Fosforo total filtravel

4,6.1 Principio do metodo

A amostra e filtrada por filtro de membrana de 0,45 um (ou de ‘outra porosida
de), o filtrado é digerido adequadamente (em geral a digestao com_ persulfato e
indicada no caso de amostras filtradas) e o ortofosfato_esdeterminado colorlme
tricamente pelo metodo do acido ascorbico.

4,6.2 Procedimento

4,6.2.1 Ajuste do espectrofotometro: proceder como em 4.5.2.h%

4,6.2.2 Processamento da amostra:

a) no momento da coleta, proceder com 200 =,300 ml de amostra conforme
LR

b) proceder com 100 m! do filtradoglou com umajalTquota adequada, con
forme um dos itens 4.4.3, 4. 4l ou L 4.5, (Em geral 4.4,5);

c) pipetar 50 ml de filtrado assim tratado, e proceder conforme
4.5.2,2 b) ate f).

'4,6,2.3 Construgao da curva-padrao: procederpcomoiem 4,5,2.3,

" 4,7 Método C - Fosfato total nao/filtravel

4,7.1 Princlpio do método

E _determinado por diferenca entre\a concentragao de fosfato total e a concentra
cao de fosfato total filtravel, Tambem pode ser determinado diretamente, por d7
gestao do material particulado retido na membrana filtrante. Esta € a maneira in
dicada no caso de amostraslicomybaixa ‘Concentracao de material particulado.

4,7.2 Procedimento

4,7.2.1 Ajuste do egpectrofotometro:

a) proceder como em 4.502.1.

4,7.2,2 Processamento da amostra:
a) determinar f6sforo total filtravel e nao filtravel conforme Metodo A,

b.s’

b) determifar fosforo total filtravel conforme Método B, 4.6,

4,8 Metodo D - Ortofosfato total (filtravel e ndo filtravel)

4,8.1 PrincTpio do método

€ determinado diretamente na amostra pelo método colorimetrico do acido ascorbi
c6; sem qualquer tratamento preliminar.

Quantidades elevadas de material em suspensao podem alterar os resultados, devi
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TABELA 1 - Preparo das solucoes-padrao

Concentragao de POy m! da solugao 3.2.15 a“elevar
a 1000 m! com agua destilada
em P, mg/1 em balao volumétrico {

0 (branco) 0

0,05 20

0,1 Lo

0,2 80

0,35 240

0,5 200

do 3 liberagao de fosfatos do materfial com 6 correr do tempo; o resultado fre
quentemente varia com a agitagao e \com a mistura da amostra durante a execugao
do ensaio.

4,8.2 Procedimento

4.,8.2,1 Ajuste do espectrofotometro: proceder como em 4,5.2,1,

4,8.2,2 Processamento dajamostra: proceder com 50 ml de amostra, ou com uma
allquota adequada dilulda a 50 mijpconforme 4.5.2.2 b) até f).

4,8.2,3 Construgao da curva=padrio: proceder como em 4,5.2.3, itens a), b) ( [

m'tiﬁa 4,5.2,2 a)) e c).

4,9 '‘Método E - Ortofosfato filtravel

4,9.1 Principiondo método

A amostra e filtrada por filtro de membrana de 0,45 um (ou de outra por05|dadeL
e o ortofosfatodo filtrado € determinado dcretamente pelo método do acido ascor
bico.

4,9,2 Proeedimento

4.,9,2,1 Ajuste‘dopespectrofotometro: proceder como em 4,5,2.1,

4,9,2,2 Processamento da amostra:

a) no momento da coleta, proceder com 200 - 300 ml de amostra  con
forme 4.4,1;

b) proceder com 50 m! do filtrado ou com uma alfquota adequada dilulda
a 50 ml, conforme 4.5.2,2 b) ate f).
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4,9,2,3 Construgdo da curva-padrao: proceder como em 4,5.2.3, itens a), b)

l; ftindo 4.5.2.2 a) ) e c).

L.10 Metodo F - Ortofosfato nao filtravel

4,10.1 Principio do método

T determinado por diferenca entre a concentragao de ortofosfato total e a concen
tracao de ortofosfato filtravel.

4,10.2 Procedimento

4,10,2,1 Ajuste do espectrofotometro: proceder comofem 4,5.2.1.

4,10.2.2 Processamento da amostra:

a) determinar ortofosfato total filtravel e nao filtravel conforme me
todo D;
b) determinar ortofosfato filtravel conforme/metodo E.

4,11 Método G -Fosfato acido-hidrolisavel total (filtravel e nao filtravel)

4,11.1 Principio do metodo

A_amostra total acidificada § hidrolisada, e o ortofosfato~é determinado colori
métricamente_pelo método do acido ascorbico.iDagconcentracao obtida subtrai-se
a concentragao de ortofosfato total (FfillEravel e nao filtravel).

4.,11.2 Procedimento

4,11.,2.1 Ajuste do espectrofotometro: proceder como em L,5,2,1,

4,11,2,2 Processamento da amostrag

a) proceder com 100 ml da amostra, ou com uma alTquota adequada, con
forme 4.4.2, :

b) pipetar 50 m! de amostra assim tratada, e proceder conforme 4.5.2.2
b) ate f)/ :

c) numa outra porgdo de amostra, determinar ortofosfato total, confor
me metodo D. -

4,11,2.3 Construgao da curva-padrao:

a) prepararisolucoes=padrao de varias concentragoes de P, fazendo di
luicoes da solugdo-padrao 3.2.15 em balao volumétrico conforme  a
Tabela;

b) 4ratar/100 m! de cada uma destas solugoes-padrao conforme 4.4.,2,

c) pipetar 50 ml das solugoes-padrac assim tratadas, e proceder como
em 4,5.232, b) ate d);

d) construir uma curva 2 T x mg/1 P, utilizando papel monolog, e a par
tir desta curva elaborar uma tabela % Transmitancia x mg/1 P,

NOTA 1: A curva de calibragao vale para um determinado aparélho,
e deve ser feita nova curva cada vez que forem pregarados ou wutili
_ zados novos reagentes, ou for feita alguma alteragao no aparelho.
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NOTA 2: Opclonalmente pode-se fazer a regressao linear dos pa
res absorbancia x concentracao, e com a- -equagao obtida elabo
rar uma tabela,

4,12 MEtodo H - Fosfato acido-hidrolisavel filtravel

4,12,1 Princfpio do método

A amostra & filtrada por?filtro de membrana de 0 hS m ( ou'de outra porosn
dade), o filtrado & hidrolisado, e o ortofosfato é determinado colorimétrl
camente, pelo método do acido ascdrbico. Da concentragao obtida’ subtrai-se
a concentragao de ortofosfato-filtravel,

b,12.2 Procedimento

4,12.2.1 Ajuste do espectrofotometro: procédérgcomo.em 4.5.2.1.

4,12,2.2 Processamento da amostra:

a) no momento da coleta, proceder com 200 -300 ml de amostra con
forme 4.4.1,

b) proceder com 100 ml do filtrado,, oucom uma alTquota adequada,
conforme 4.4.2;

c) p;petar 50 m! de filtrado e proceder conforme 4.5.2.2 b) até
f L ‘

4,12.2.3 Construgao da curva-padracipproceder conforme 4,11,2.3,

4,13 Método | - Fosfato acido~hidrolisivel nao filtravel

4,13.1 Princlpio dO‘método

E determinado por dlferenga entre a concentragao de:fosfaso- ac1do-htdrol|sa
vel total-é a-céncentracao de fosfato acido-hidrolisavel filtravel,

§,13,2 Procedimento

4,13.2.1 Ajuste/do espectrofotometro: proceder como em 4,5.2,1,

4,13.2.2 Processamento da Amostra:

a)sdeterminar fosfato acido-hidrolisavel total conforme metodo G
b) determinar fosfato acido-hidrolisavel filtravel conforme meto
do H.

4,14 MEtodo J SpFosfato orgdnico total (filtravel e nao filtravel)

‘4,14,1 PrincTpio do método

E determinado subtraindo_da concentracao de fosfato total ( filtravel e nao
filtravel), a concentragao de ortofosfato total e a concentragao de fosfato
acido-hidrolisavel total.
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4, 14,2 Procedimento

4,14,2,1 Ajuste do espectrofotometro: proceder como em 4,5.2.1,

L,1k,2.1 Processamento da amostra:

a) determinar fosfato total conforme metodo A;
b) determinar ortofosfato total conforme metodo D;
¢) determinar fosfato acido- hidrolisavel total conforme método G.

4,15 Método L - Fosfato organico filtravel

4.15.1 PrincTpio do método

€ determinado subtraindo do fosfato total filtravel a concentragao de ortofosfa
to filtravel e a concentracdo de fosfato acido-hidrolisavel ‘fijltravel.

4,15.2 Procedimento

4,15.2.1 Ajuste do espectrofotometro: proceder como'em 4,5.2.1,

4,15.2.2 Processamento da amostra:

a) determinar fosfato total filtraveléconforme metodo B;
b) determinar ortofosfato filtravel conforme método E;
¢) determinar fosfato acido-hidroblisavel filtravel conforme metodo H

4,16 Método M - Fosfato organico mao filtravel

4,16,1 Principio do método

€ determinado por diferenca entre fosfatelorganico total e fosfato organico fil
travel,

4,16.2 Procedimento

4,16.2.1 Ajuste do espectrofotometro: proceder como em 4,5,2.1,

4,16.2.2 Processamento da amostral:

a) determinarhfosfato organlco total conforme método J;
b) determinar fosfato organico filtravel conforme metodo L.

5 RESULTADOS

5.1 Expressao dos resultados

5.1.1 Para cada forma de fosfato:

mg POy em P x.V
mg/1 ‘PO, emP = v , onde:
AM

mg POy, em P & obtido da curva-padrao
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V = volume usual de amostra, em ml
VAM= volume de amostra empregado, em ml.
5.1.2 0 resultado € expresso com 3 casas decimalis.,
/Anexo A
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o
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ANEXO A
" 'US0 E VERIFICACKO DO ESPECTROFOTOMETRO

A-1 Uso adequado e cuidados com o espectrofotometro.

A-1.1 Reajustar a Transmitancia 100% cada vez que for mudado o comprimento de
onda. .

A-1.2 Antes de passar para outro comprlmento deonda, girar o botao controle
de iuz em sentido anti=-horario.

A-1.3 Quando se operar a um comprimento de onda fixoypdurante um longo perfodo,
verificar ocasionalmente o ajuste em 100%.

A-1.4 0s tubos calibrados devem ser qianuseados com cuidado para nao risca-los.

A-1.5 Os tubos calibrados devem ser lavados com detergente comum, enxaguados
com agua e agua destilada e secos na estufa. Jubos em uso hd muito tempo podem
ser limpos com mistura sulfocrdmica.

A-2 Verificagao do desempenho do espectrofotdmetro.

A=2.1 Verificar_ocasionalmentelopselétor de comprimento de onda, procedendo
conforme instrugoes constantes do manual do aparelho, a saber:

- Colocar o seletor em 500 nm, sem tubo no aparelho e com a tampa fecha
da.

= Ajustar o zero.

- Colocar no apaeelho um tubo com dgua destilada, fechar a tampa e ajus
tar a Transmitancna em 100%,

- Substituir aA@qua destilada por uma solugao de cobalto, e ler a % Trans
mitandla. -

Solucao de cobalto: Dissolver 22-23 g CoCly p.a. em acido clorfdrlco
1% & completarlo volume até 1000 ml, em balao volumétrico com acido
clorldrico 1%.

- Repetir 0s itens anteriores para 505, 510,.515 e 520 nm,

0 Seletor estd em ordem se a ¥ Transmitancia entre 505 e 515 nm for me
nor.

‘A=2.,2 Verificar ocasionalmente a escala.

- Colocar o seletor em 510 nm, sem tubo no aparelho e com a tampa fecha
da.

- Ajustar o zero.

- Colocar no aparelho um tubo com agua destilada, fechar a tampa e ajus
tar a Transmitancia em 100%.
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- Substituir a agua destilada por uma solucao de cobalto e ler a absor

bancia (A;). .
- Diluir a amostra com igual volume de agua destilada e ler a absorbancia

(AZ)O
- Diluir a amostra diluida com igual volume de agua destilada e ler a
absorbancia (A,). Ay Ay

A escala esta correta se Ay, = —y = - ' T
:; /Anexo B
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