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Desenvolvimento de métodos cromatograficos limpos para a

determinacéo de compostos orgéanicos explorando ambientes micelares

Autora: Eliane Cristina Vidotti

Orientador: Prof. Dr Noboru Hioka

Resumo

Neste trabalho é proposta a separacdo e determinacdo de moléculas organicas com
diferentes polaridades utilizando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
associada a ambientes micelares, sem a utilizacdo de reagentes toxicos como fase movel.
Como aplicagdes foram selecionadas: a determinacdo de herbicidas triazinicos em amostras
de aguas, solos e alimentos e a determinagdo de corantes téxteis em amostras de efluentes
industriais, sempre utilizando como fase estacionaria uma coluna cromatografica RP-18,
sendo esta temporariamente modificada, durante a analise quimica, pelos constituintes da
propria fase movel, o que amplia as possibilidades de aplicacdo da estratégia e possibilita o
desenvolvimento de metodos analiticos limpos explorando a CLAE. O método
cromatografico desenvolvido para a determinacdo de herbicidas triazinicos utilizou como
fase movel SDS 2,25 % (m/v), alcool etilico 25,0 % (v/v) em agua, NH4CI 50,0 mmol/L e
solucdo tampdo fosfato 0,100 mol/L (pH 7,0) e, como fase estacionaria uma coluna RP-18;
a metodologia mostrou-se seletivo, sensivel, robusto, simples, de alta frequéncia analitica,
com tempos de retencédo de 11,4, 15,6 e 24,4 min e limites de detec¢do de 100, 100 e 150
ug/L para simazina, atrazina e ametrina, respectivamente. Estes resultados foram

comparaveis aos métodos convencionais, que utiliza solventes organicos caros e



relativamente tdxicos. O método cromatografico desenvolvido para a determinagdo dos
corantes téxteis utilizou como fase mdvel Triton X-100 1,0 % (v/v), alcool etilico 20,0 %
(v/v) em &gua e tampdo fosfato 5,00 mmol/L (pH 7,0) e como fase estacionaria uma coluna
RP-18; o método igualmente mostrou-se simples, seletivo, sensivel, robusto e de alta
frequéncia analitica, com tempos de retencdo de 2,0, 2,9 e 5,1 min e limites de deteccédo de
0,40, 0,80 e 0,80 mg/L para Amarelo Procion H-4R, Vermelho Procion H-E7B e Azul
Brilhante Remazol, respectivamente. Os resultados de ensaios de recuperacdo foram

satisfatorios chegando proximo de 100 %.



Development of Green Chromatographic methods for organic compounds

determination exploiting micellar medium

Author: Eliane Cristina Vidotti

Adviser: Prof. Dr Noboru Hioka

Abstract

In this work is proposed the separation and determination of organic molecules
presenting different polarities by using the high performance liquid chromatography
(HPLC) associated to the micellar medium, avoiding the usage of hazardous reagents as
mobile phase. The determination of triazine herbicides in water, soil and food samples and
the determination of textile dyes in industrial effluents are selected as applications, always
using a RP-18 column as stationary phase, which was temporary modified by the
constituents of the mobile phase during the analysis, increasing the possibilities of the
usage of the strategy and become possible the development of green analytical methods
exploiting the HPLC. The developed analytical method for triazine herbicides
determination used 2.25 % (w/v) of SDS, 25.0 % (v/v) of ethylic alcohol, 50.0 mmol/L of
NH4Cl and 0.100 mol/L (pH 7.0) phosphate buffer solution as mobile phase and RP-18
column as stationary phase. The method was selective, sensitive, robust, simple and present
high analytical frequency with retention times of 11.4, 15.6 and 24.4 min and detection
limits of 100, 100 and 150 pg/L for simazine, atrazine and ametrine, respectively. The
results are in agreement to those obtained by the conventional HPLC method that uses

expensive and toxic organic solvents. The developed analytical method for textile dyes



determination used 1.0 % (v/v) of Triton X-100, 20.0 % (v/v) of ethylic alcohol and 5.00
mmol/L of phosphate buffer solution (pH 7.0) as mobile and a RP-18 column as stationary
phases. The method was simples, selective, sensitive, robust and present high analytical
frequency with retention times of 2.0, 2.9 and 5.1 min and detection limits of 0.40, 0.80 and
0.80 mg/L for Yellow Procion H-4R, Red Procion H-E7B and Brilliant Blue Remazol,
respectively. The recovery tests were considered satisfactory as for all the samples were

obtained almost 100 % for analyte recovery.



Capitulo 1 — Introducao

1. Introducéo

A sobrevivéncia do homem depende da ampliacdo da producdo de alimentos e do
uso da agua, mas o crescimento acelerado da populacdo, o aumento da urbanizacdo das
cidades, o grande desenvolvimento industrial e a intensa expansao das atividades agricolas
tem contribuido para a poluicdo dos corpos d’aguas, dos solos e alimentos.

A utilizacdo de defensivos agricolas em plantagcfes trouxe para a sociedade aspectos
positivos e negativos. A principal vantagem é o controle eficaz de pragas e de outros
elementos nocivos as planta¢6es, ocasionando a aceleracdo do crescimento da producdo de
alimentos, suprindo assim grande parte da demanda mundial. Em contrapartida, o uso
descontrolado de agrotdxicos tem provocado contaminagdo de aguas, solos e produtos de
consumo humano [1]. Apesar do conflito de opinides entre toxicidade e a necessidade de
utilizacdo dos pesticidas, observa-se um constante aumento no emprego de herbicidas,
fungicidas, inseticidas e outros praguicidas na agricultura [2].

Por outro lado o grande desenvolvimento industrial, como por exemplo, a industria
téxtil também, vem contribuindo para a poluicdo de sistemas aquéticos, pois nem todo
corante utilizado na etapa de tingimento se fixa as fibras dos tecidos, fazendo com que os
efluentes liquidos das indudstrias téxteis sejam ricos em corantes, que se lancados
diretamente nos rios sem tratamento adequado, podem causar destruicdo da vida aquatica.
Além de causar poluicdo visual, os corantes tém a tendéncia de sequestrar metais, causando
microtoxicidade aos peixes e outros organismos aquaticos. Adicionalmente a presenca de
corantes nos corpos d’aguas afeta os processos de adsorcdo da luz por microorganismos,
essenciais a sobrevivéncia dos ambientes aquaticos. Deve-se ressaltar que alguns corantes

sdo carcinogeénicos [3].
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Devido a este cenario, o desenvolvimento de metodologias analiticas e instrumentos
de monitoracdo dos niveis de pesticidas e de corantes, em especial, os téxteis em amostras
variadas, € uma necessidade para o controle permanente da qualidade ambiental e da saide
publica, pois o problema da poluicdo ambiental tem carater mundial e vem exigindo agdes
preventivas e corretivas para situd-lo em niveis aceitaveis, compativeis com a preservacao
da qualidade de vida.

Atualmente a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) vem se destacando
entre as demais técnicas analiticas devido a sua grande versatilidade e confiabilidade em
analises de compostos quimicos organicos, que necessitam de uma separacdo prévia, antes
de sua quantificacdo. Porém, esta técnica analitica normalmente estd associada a solventes
organicos que sdo utilizados como fase movel, provocando a geragdo de residuos toxicos
apos a analise quimica, sendo que estes solventes nem sempre sdo degradados no meio
ambiente, ndo estando assim associada a tendéncia internacional moderna que exige o
desenvolvimento de métodos analiticos limpos* [4]. Deve-se ressaltar que alguns métodos
cromatograficos minimizam a utilizacdo de solventes orgéanicos toxicos, mas nao o0s
eliminam completamente, pois muitas vezes, solventes organicos toxicos sdo necessarios
como modificadores quimicos [5].

Como tese de doutorado, vislumbrou-se a possibilidade de separar compostos
organicos com diferentes polaridades utilizando-se a CLAE associada a ambientes
micelares [6], sem a utilizacdo de reagentes toxicos como fase movel. Neste sentido
efetuou-se a determinacdo de herbicidas em amostras de aguas, solos e alimentos e de
corantes téxteis em amostras de efluentes industriais, sempre utilizando como fase

estacionaria uma coluna cromatogréfica RP-18.

! Do inglés “Green Chemistry”.
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2. Reviséo Bibliografica

Nesta tese é proposta o desenvolvimento de métodos cromatograficos limpos
explorando ambientes micelares para a determinacdo de pesticidas e corantes téxteis em
amostras de solos, alimentos e A&guas. Devido as caracteristicas dos métodos
cromatograficos e dos ambientes micelares que permitem separar especies quimicas e
solvatar moléculas organicas de baixa polaridade em meio aquoso, é possivel prever que a
unido destas duas ferramentas pode dar origem a sistemas cromatograficos com
caracteristicas benéficas de ambos, possibilitando o desenvolvimento de métodos
cromatograficos sem a utilizacdo de solventes organicos toxicos que poderdo ser
classificados como limpos. Assim, esta revisdo foi subdividida de forma a destacar as
caracteristicas dos pesticidas e dos corantes téxteis, os fundamentos da cromatografia e dos

ambientes micelares e informac6es sobre a validacdo de métodos analiticos.

2.1. Pesticidas

No principio, 0 homem gastava todo seu tempo buscando suprir suas necessidades
basicas: alimentos, meios para manter seu corpo aquecido e abrigo contra seus inimigos
naturais. Com o tempo, aprendeu que poderia domesticar e utilizar animais, que facilitava
sua vida e exigia menos esforco em algumas tarefas. Assim passaram-se séculos nos quais
0o homem foi némade, percorrendo terras em busca de pastagem para seus animais e
alimentos para si mesmo. Com a descoberta de alguns instrumentos 0 homem comecgou a
arar o solo e a cultiva-lo, economizando grande parte do tempo que antes era gasto na

procura de alimentos.
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Somente nos ltimos séculos é que 0 homem conseguiu acabar com o fantasma de
ndo conseguir produzir alimentos em quantidade e com qualidade suficientes para alimentar
a populagdo mundial. Assim, foram selecionadas variedades de culturas que apresentassem
melhores caracteristicas, principalmente com relacdo a produtividade, e foi descoberto que
os fertilizantes ajudavam a melhorar as quantidades maximas de alimentos que podiam ser
produzidos por unidade de area plantada. Recentemente 0 homem comecou a travar outra
batalha, desta vez, contra as pragas que consomem parte de suas lavouras, buscando salvar
das doencas e da destrui¢do suas reservas de alimentos [7].

De modo geral o controle das pragas das lavouras através do emprego de compostos
quimicos pode ser dividido em dois periodos distintos, aproximadamente separados entre si
pela Segunda Guerra Mundial. A fase anterior a 22 Guerra teve inicio em 1867 quando o
acetoarsenito de cobre, conhecido pelo nome de Verde Paris, foi preparado comercialmente
e indicado no controle de uma grande variedade de pragas. Depois, surge o0 anseniato de
chumbo, utilizado como inseticida a partir de 1925, o ziram e o sulfato de talio em 1930 e o
pentaclorofenol em 1936, introduzido no mercado como preservativo de madeira.

O ano de 1939 marcou uma brusca transicdo na metodologia do controle das pragas
com a descoberta, por Paul Miller, das propriedades inseticidas do
diclorodifeniltricloroetano (DDT) [8,9]. Antes deste fato histdrico, a maioria dos produtos
utilizados para controlar as pragas, especialmente na agricultura, era constituida de
compostos inorganicos e de extratos de vegetais, com destaque para a nicotina e a rotenona.

As primeiras moléculas de DDT, sintetizadas por Otmar Zeidler, foram descritas e
apresentadas em 1873 (laboratorio do professor Adolf Baeyer, na Universidade de
Estrasburgo, cidade pertencente, neste periodo, a Alemanha). Adolf von Baeyer foi

agraciado com o Prémio Nobel em 1905 em reconhecimento a seus trabalhos na area de
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quimica organica, particularmente na sintese de corantes organicos de emprego industrial
[9].

O pesticida DDT ficou esquecido por 65 anos para ser redescoberto por Paul Mller
nos laboratérios da Geigy, na Suica, em 25 de setembro de 1939. Nesta época, Miller
trabalhava na sintese de novos corantes industriais e, ao repetir o processo descrito por
Zeidler, descobriu o poder surpreendente do DDT contra tragas, besouros e uma grande
variedade de insetos, incluindo mosquitos e outras pragas. A importancia de sua descoberta
pode ser evidenciada pelo Prémio Nobel que recebeu em 1948 “pela descoberta da forte
acdo do DDT contra uma ampla variedade de artrépodes” [8,9]. Assim, a sintese de novos
compostos quimicos utilizados no controle de pragas é realizada até os dias atuais, sempre
buscando compostos mais eficientes e de baixa toxicidade. A década de 1970 é
caracterizada pelo langamento dos compostos piretroides como a cipermetrina, a
deltametrina, o fenpropanato e o fenvalerato de emprego mais seguros devido a menor
toxicidade [9].

Na agricultura brasileira, o0 composto organico DDT foi introduzido na década de
40. Pelo seu notavel poder residual, o DDT foi amplamente divulgado, e mais tarde, devido
a esta mesma caracteristica, foi proibido em diversos paises e nacionalmente teve seu
emprego restringido, podendo ser utilizado apenas em programas de controle da malaria em
areas endémicas [10].

Muitas sdo as pragas que competem com o homem na tentativa de conseguir
alimentos. Dai a necessidade cada vez maior de se utilizar substancias quimicas que,
geralmente, recebem a denominacéo de praguicidas, pesticidas ou biocidas.

O Decreto Federal n° 4074, de 04 de janeiro de 2002, define como “agrotoxicos e

afins” todos os “produtos e agentes de processos fisicos, quimicos e bioldgicos, destinados
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ao uso de setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora
ou fauna, a fim de preserva-las da agdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como as substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores
e inibidores de crescimento” [11].

Nos ultimos quarenta anos, € observada uma crescente utilizacdo dos pesticidas
principalmente devido ao controle eficaz de pragas e de outros elementos nocivos as
plantagOes, ocasionando a aceleragdo do crescimento da produgédo de alimentos. Sem 0 uso
de pesticidas, a producédo e a qualidade dos alimentos seriam afetadas, podendo ter riscos
graves de escassez de alimentos ou de elevacdo de precos [12]. Porém, muitos
questionamentos sdo feitos sobre a necessidade da utilizacdo destes produtos na agricultura
para gerar uma maior producdo de alimentos, principalmente devido aos riscos que podem
causar a saude do consumidor e ao meio ambiente em geral devido a utilizagdo inadequada
destes produtos [13]. Dessa forma alguns métodos alternativos de pequeno impacto a saude
e ao ambiente estdo sendo desenvolvidos para realizar o controle de pragas, como por
exemplo, o controle biolégico [14], porém nada indica que os pesticidas convencionais
possam ser substituidos por essas técnicas nos proximos anos com a eficiéncia desejada.

No Brasil, a década de 70 foi a época de grande expanséo da producdo e do uso de
praguicidas, em razdo dos incentivos para a producgdo agricola e da politica de exportacao.
Assim, movido por um grande aumento dos niveis populacionais, a pesquisa de novos
praguicidas tem crescido consideravelmente [15]. Os pesticidas sdo classificados, segundo

sua agdo ou uso (Tab. 01).
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Tabela 01. Alguns dos principais grupos, funcdes e classes de pesticidas.

Grupo e Funcéo

Classes

inseticidas

(controle de insetos)
herbicidas

(controle de plantas
daninhas)

fungicidas

(controle de fungos)
rodenticidas
(controle de roedores)
algicidas

(controle de algas)
molusquicidas
(controle de moluscos)
nematicidas
(controle de
nematoides)
acaricidas

(controle de acaros)

organofosforados, organoclorados, carbamatos, benzoiluréias e
organometalicos

triazinas, uréias, tiocarbamatos, amidas substituidas, acidos
benzoicos, piridinas, dinitrofendis

ditiocarbamatos, dicaroximidas, ftalimidas, benzimidazdis,
imidazdis, acilalaninas, sais inorganicos (sulfato de cobre)

fosfito de zinco, fésforo branco, cumarina

sais de ferro, acetato de fentina, clinoclamina, cloretos,
brometos de alquibenzilaménio, hipocloretos de célcio

metaldeido

metilcarbamato de benzofuralina, metilcarbamato de oxima e

organofosforado

organoclorados, organofosforados, piretroide, dinitrofendis,
benzoiluréia, organoestanicos, carbamatos, formamidina, e

reguladores de crescimento

Fonte: EPA - Environmental Protection Agency-USA [25]

O ideal seria que os pesticidas exercessem uma acgéo toxica especifica para um dado

organismo alvo. H& casos onde a acdo € especifica, como, por exemplo, os herbicidas

sistémicos, que atuam nas plantas, porém, algumas vezes, eles ndo apresentam a acdo

especifica desejada e atingem todo o ecossistema.

Dentre os grupos de pesticidas apresentados, neste trabalho temos interesse nos

herbicidas. Estes sdo utilizados para prevenir o aparecimento, reduzir ou destruir ervas
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daninhas e outros tipos de plantas terrestres ou aquaticas. O termo planta daninha apresenta
uma série de significados de acordo com a situacdo, para a agricultura e horticultura ¢é
considerada toda planta que difere da cultura especifica em cultivo [16].

A principal fonte de alimentos é a vegetal, que esta exposta a milhares de plantas
daninhas, muitas delas causando sérias perdas econémicas, em virtude de privar as plantas
de umidade e nutrientes do solo, impedir a incidéncia direta da luz solar, reduzindo, assim,
seu crescimento. Entretanto, ndo é somente no ponto de vista econdmico que reside a
importancia dos herbicidas, pois seu uso oferece mais vantagens na preservacdo do
ambiente do que os demais praguicidas. Além disso, estes geralmente apresentam baixa
toxicidade para organismos ndo alvos, inclusive o homem; porém sempre que utilizados
indiscriminadamente podem trazer consequéncias nocivas para 0 homem, entre elas, a
presenca de seus residuos nos alimentos. E bastante elevado o uso de herbicidas no Brasil,
sendo que as culturas que mais os utilizam sdo as de soja, cana-de-agucar, milho e arroz
[17].

A discussdo que se estabelece em torno da nocividade desse tipo de pesticida esta
centralizada nas propriedades mutagénicas e carcinogénicas, suspeitas ou demonstradas,
associadas a alguns compostos ou subprodutos [7]. Assim, novos produtos com
caracteristicas mais interessantes surgem a cada ano [18].

Os herbicidas s&o ativos em um ou mais locais dentro da planta. Os locais de agéo
sd80 enzimas, proteinas ou outros onde estes possam se ligar e dificultar alguma funcéo
normal da planta. O modo de acdo se d& por uma sequéncia de eventos, desde o contato do
produto (herbicida) com a planta até o resultado final, de morte ou desativacdo. O
mecanismo de acdo é a forma especifica pela qual um herbicida interfere de modo

significativo em determinado processo biolégico. O sitio de a¢do € o ponto exato numa



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica

estrutura onde se da o acoplamento ou etapa de processo em que um agente exerce sua
acao. Exemplos deste tipo de acdo sdo encontrados nos produtos inibidores do fotossistema
Il pertencentes ao chamado Grupo C (triazinas, triazonas, uréias substituidas, aminas e
benzotiadiazoles), que apresentam como mecanismo de acdo a inibicdo da fotossintese.

O local de acéo destes herbicidas & na membrana do cloroplasto, onde ocorre a fase
luminosa da fotossintese, mais especificamente no transporte de elétrons. Uma planta é
susceptivel aos herbicidas inibidores da fotossintese se o herbicida for acoplado ao sistema
fotossintético e, assim, impossibilitar a ocorréncia do transporte do elétron até a
plastoquinona [19]; assim, ndo existe a producdo de ATP e consequentemente ocorrerd a
morte da planta ou sua desativacdo. Esta acdo especifica de alguns herbicidas é que faz com
gue os mesmos tenham menor grau de toxicidade que, por exemplo, os inseticidas, pois
foram sintetizados para inibir uma agdo especifica das plantas, inexistentes nos seres
humanos.

Os pesticidas sdo compostos organicos que podem ser classificados como
xenobidticos. Paracelso (1493-1541), no século XVI relatou alguns trabalhos que, ainda
hoje, sdo utilizados no monitoramento de residuos, buscando assim definir limites (doses)
de xenobidticos que ndo causem danos a saude [20].

A contaminacdo direta causada por pesticidas é consequéncia da exposi¢cdo
excessiva das pessoas que trabalham com estes compostos e a forma indireta resulta da
exposicdo da populacdo aos pesticidas, seja por causa de acidentes, por contaminacdo do
ambiente por residuos industriais, por aplicagdes pouco cuidadosas ou ainda por
contaminagdo dos produtos de consumo. Esta pode ser compreendida através de algumas
caracteristicas fisico-quimicas, por exemplo, os pesticidas organoclorados apresentam

elevada estabilidade quimica, baixa solubilidade em agua, baixa volatilidade a temperatura
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ambiente, baixa biodegradacdo, facil acumulagdo em tecidos adiposos e alguns destes
compostos persistem por 15 a 20 anos no solo e podem ser arrastados pelas chuvas para o
interior dos cursos de agua, que também recebem estes compostos através de efluentes
industriais, de esgotos, de sedimentos, dos solos, da atmosfera e por contaminagéo direta
durante a aplicagdo [21]. Assim, o uso dos pesticidas pode causar sérios problemas
relacionados a toxicidade devido a estabilidade, poluicdo do solo, &gua e ar, chegando até o

produto para o consumo humano (Fig. 01).
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Figura 01. Diagrama do processo de lixiviacdo ocorrido no ambiente (fonte: [23])

Estudos desenvolvidos em algumas regides tém mostrado que a porcentagem dos
produtos utilizados na agricultura que atingem os ambientes aquéticos é geralmente baixa,
entretanto, pesticidas persistentes e com grande mobilidade no ambiente tem sido
detectados em aguas superficiais e subterraneas, devido aos processos de lixiviacdo [22,23].

Devido a grande quantidade de processos envolvidos na dinamica da contaminacao
dos ambientes aquaticos, a avaliacdo de riscos de contaminacédo € dificil e a preocupacéo

aumenta, principalmente, quando a agua é usada para 0 consumo humano.
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A Agencia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) e a organizacdo
Mundial da Salde estabelecem niveis maximos para pesticidas individuais em &aguas
destinadas ao consumo humano, tendo como base estudos toxicoldgicos e epidemiolégicos;
estes limites maximos variam de acordo com toxicidade, por exemplo, o herbicida atrazina,
pode apresentar concentracdo maxima de 3 ug/L [24,25].

No Brasil, a portaria n® 020/CONAMA, de 18.06.86, estabelece limites maximos de
contaminantes em aguas dependendo do seu destino; sendo que, dentre estes, estdo alguns
pesticidas organoclorados, organofosforados, carbamatos e triazinas. A Portaria n® 518, de
25 de marco de 2004 do Ministério da Salde (estabelece procedimentos e responsabilidades
relativos ao controle e vigilancia da qualidade da dgua para consumo humano e seu padrédo
de potabilidade) e assim estabelece limites de pesticidas em aguas destinadas ao consumo
humano que varia de acordo com a toxicidade do composto organico; para o herbicida
atrazina o limite maximo permitido é de 2 ug/L [26].

Enfatiza-se que, ainda hoje existem muitas controvérsias com relagdo aos efeitos
toxicos crénicos dos pesticidas para o ser humano, principalmente quando consumidos em
baixas doses ao longo da vida. Isto indica a necessidade de desenvolver estudos sobre a
presenca de residuos no ambiente e seus efeitos sobre a saude.

A concentragdo da maioria dos pesticidas em agua é baixa, devido ao fato destes
serem geralmente pouco sollveis neste meio, e também porque estes sdo diluidos em
grandes volumes de agua, mas, isto ndo torna impossivel que concentragdes muito altas
venham a ocorrer depois de chuvas fortes. Os pesticidas representam riscos para algumas

espécies de organismos aquaticos mesmo em concentracdes baixas, pois estes compostos

11
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podem ser concentrados em até 1000 vezes [24], portanto, ndo existe nivel seguro
previsivel para pesticidas em agua.

Em face ao cenario atual, torna-se necessario o desenvolvimento de instrumentos de
monitoragdo dos niveis de residuos de pesticidas nos alimentos, nos solos e nas aguas, a fim
de que sejam permanentemente controladas a qualidade ambiental e a satde publica. Este
monitoramento pode influenciar também relacbes de comércio exterior, j& que uma

importante fragdo da producgéo agricola brasileira é destinada a mercados externos.

Analise quimica dos pesticidas

Atualmente centenas de pesticidas sdo analisados em frutas, vegetais, aguas e solos,
buscando controlar niveis de residuos, e assim melhorar a qualidade do meio ambiental e a
salde publica [27].

As andlises de residuos de pesticidas foram inicialmente reportadas na década de 50,
primeiramente utilizando espectrofotometria e polarografia [28] e em seguida, por volta dos
anos 60, a analise de pesticidas teve um grande avanco através da utilizacdo das técnicas
cromatogréaficas como a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida (CL) [29-31].
Somente na década de 70 a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) comecou a se
destacar como técnica de analise de pesticidas, juntamente com a CG, sendo estas duas
técnicas as mais utilizadas até os dias atuais [32].

As duas técnicas sdo complementares, pois a CG, é utilizada para andlises de
compostos volateis, ou daqueles que possam ser facilmente convertidos em derivados
volateis, e requer que os analitos possuam estabilidade térmica, sendo empregada

principalmente na analise de inseticidas organoclorados e organofosforados [33]. A CLAE,

12
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devido a sua versatilidade, pode ser aplicada a uma gama mais ampla de classes de
pesticidas, especialmente os herbicidas, fungicidas e alguns inseticidas [34].

A andlise dos pesticidas, em geral ndo é realizada diretamente, pois esta requer
algumas etapas prévias como a extracdo do analito da matriz, muitas vezes complexa; a
remocdo de interferentes, que sdo extraidos junto com os analitos, e a separacdo,
identificacdo e quantificacdo dos compostos de interesse. Mas, geralmente, ainda faz-se
necessario uma etapa adicional, a pré-concentracdo dos analitos que é realizada antes da
quantificacdo, pois € comum os pesticidas serem encontrados no ambiente em baixas
concentragoes.

A necessidade de controle permanente dos residuos de pesticidas levou ao
desenvolvimento de novas metodologias analiticas de extragcBes que apresentam como
caracteristicas simplicidade, boa seletividade, alta sensibilidade e baixo custo. Dentre as
metodologias de extragdes mais empregadas podem ser destacadas a extracdo liquido -
liqguido (ELL) e extragdo sélido - liquido (ESL), a extracdo em fase solida (EFS), e
microextracdo em fase sélida (MEFS), sendo esta ultima uma técnica em grande ascensao
[35].

A extracdo liquido-liquido (ELL) ou a extracdo solido-liquido (ESL), ainda s&o
muito utilizadas e se baseiam na particdo de diferentes analitos. Porém estas extracdes
apresentam a desvantagem de utilizar grandes quantidades de solventes organicos, na
maioria das vezes toxicos, inflamaveis, de dificil recuperacdo e degradacdo, além de
requerer um longo tempo de extracdo, possuir custo elevado, ser trabalhosa e de dificil
automacao [36,37].

Buscando melhorar as condicdes das extragdes e minimizar a utilizacdo de solventes

organicos, a EFS esta sendo utilizada como uma alternativa, substituindo a ELL e ESL, ou

13
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reduzindo as etapas existentes, através da juncdo entre as metodologias. A EFS utiliza uma
coluna contendo um adsorvente apropriado para reter os analitos, e a elui¢do dos analitos é
realizada quando da passagem de solvente adequado para eluir os analitos por gravidade,
pressdo de uma seringa ou através de uma bomba de vacuo. Esta apresenta grandes
vantagens em relacdo a ELL, como menor tempo de andlise, consumo reduzido de
solventes e automacdo simplificada [38-40]. O aumento na utilizacdo de metodologias
empregando EFS propiciou o desenvolvimento de novos materiais para a construgdo de
colunas de extracdo, tornando assim a metodologia analitica mais seletiva e sensivel. A
extracdo de pesticidas utilizando como fase solida polimeros com Cyg teve grande destaque
nos ultimos anos [41-43]. Atualmente ha grupos de pesquisas que desenvolvem adsorventes
guimicamente modificados como, por exemplo, o grupo amino que é ligado ao suporte de
silica, a fim de melhorar as extra¢fes pela diminui¢do de interferentes durante a analise,
podendo estas fases solidas serem consideradas mais seletivas [44].

A MEFS estd sendo utilizada em muitos processos de extracdo, esta difere das
outras técnicas de extragcdo para amostras aquosas pelo menor tempo de anélise e pela ndo
utilizacdo de solventes organicos em CG, minimizando a geragdo de descartes e a
exposicdo ocupacional. Esta extracdo consiste em duas etapas basicas; a adsorcdo e a
desor¢do dos compostos em uma fibra de silica fundida recoberta com material polimérico.
A etapa de adsorcéo é realizada expondo a fibra diretamente na amostra ou em sua fase
gasosa e a desor¢do ocorre no proprio injetor do cromatografo a gas ou no injetor da CLAE.
Em comparagdo com outras metodologias, esta é simples, rapida e de facil manuseio, além
da vantagem da utilizacdo de pequena quantidade de amostra, podendo ser aplicada a

diversas areas. Embora seja um método versétil, as condigdes de extracdo devem ser
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otimizadas para cada tipo de amostra [45-47]. Apds estas etapas prévias, inicia-se a analise
qualitativa e quantitativa dos analitos.
A seguir estdo apresentadas algumas aplicacGes recentes da CLAE para andlises dos

pesticidas em amostras variadas (Tab. 02)

Tabela 02. Determinacdo de pesticidas em amostras de frutas, vegetais, aguas e solos
utilizando CLAE.

Matriz Pesticida Coluna Fase movel Detector LD Ref
Solo inseticidas Cus MeOH:H,0 uv 0,20-95 ng/mL 48
uva fungicidas Cis ACN:H,0 uv 20-200 pg/kg 49
agua herbicidas Cus ACN:H,0 uv 9,0-33 ng/L 50

uvaevinho inseticidas Cus MeOH:H,0 uv 3,0 ug/kg 51

agua fungicidas Cis ACN:H,0 uv 1,0-10 ng/mL 52

tomate e herbicidas e Cis  ACN:0,01% uv 14-28 pg/L 53
uva fungicidas NH,OH

morango  multiresiduos Cis MeOH:H,0 uv 13-22 ng/kg 54

:ACN
solugoes herbicidas Cis ACN:H;0O uv 4,8-46 ng/L 55
salinas

Torna-se interessante apontar que a coluna Cig € uma das mais comumente
utilizadas em laboratdrios que utilizam a CLAE.

Adicionalmente outras técnicas analiticas utilizadas atualmente nas analises de
pesticidas (em menor escala), sdo: cromatografia em camada delgada [56], eletrocinética

micelar [57], métodos eletroanaliticos [58] e eletroforese capilar [59].
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2.2. Corantes Téxteis

H& milhares de anos atrés teve iniciou 0 uso das cores pelo homem, e acredita-se
que o primeiro corante a ser empregado foi 0 Negro-de-Fumo (Carbon Black). No periodo
glacial os cacadores utilizavam fuligem e ocres para pintar as paredes das cavernas
reservadas ao culto, criando obras que resistiram milénios. Por volta de 3.000 a.C.,
surgiram alguns corantes inorganicos sintéticos, como o Azul Egipcio. Com o tempo
muitos corantes naturais foram descobertos pelo homem, como o vermelho imponente das
capas dos centurifes romanos que era obtido de um molusco chamado Murex, um caramujo
marinho, ou o corante indigo (ainda hoje utilizado para dar coloracdo as cal¢as jeans),
extraido da planta Isatis Tinctoria; este corante era conhecido desde os egipcios até os
bretdes [60].

Na segunda metade do século XIX, o quimico alemdo Hofmann convidou um de
seus alunos, Willian H. Perkin, para ser seu assistente. Perkin trabalhava sem descanso em
seu pequeno laboratério caseiro, estudando a oxidagdo da fenilamina, também conhecida
como Anilina, com dicromato de potassio (K,Cr,05). Certa vez ao fazer a reacdo entre estes
compostos apareceu um estranho precipitado; apo6s joga-lo fora, e lavar os residuos do
frasco com alcool, Perkin se admirou com o aparecimento de uma bonita coloracdo
avermelhada. Ele repetiu a reagdo sob as mesmas circunstancias e obteve o corante
novamente, que denominou “Purpura de Tito”; este posteriormente foi denominado pelos
franceses de Mauve, nome adotado até hoje. Imediatamente Perkin patenteou sua
descoberta e montou uma inddstria [61,62].

Ap06s a descoberta da Mauve, os quimicos tentaram sintetizar diversos outros

corantes; inclusive, Perkin montou um amplo laboratério de pesquisa, onde conseguiu
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sintetizar outros corantes. Em 1874, Perkin vendeu sua industria para se dedicar
exclusivamente a pesquisa, passando a descobrir sinteses histéricas. Nessa época, 0S
corantes naturais, cultivados extensamente na india, ja ndo conseguiam competir com os
sintéticos, ja que estes Ultimos possuem cores vivas e muitas variedades [61,62].
Caracteristicas como facilidade de producdo, baixo custo, constancia de estrutura e grande
variedade de cores, fazem com que a producdo de corantes sintéticos seja cada vez maior,
pois a utilizacdo destes é economicamente viadvel principalmente para a industria téxtil [63].

Sem sombra de duvidas é a indlstria de tecidos 0 ramo que consome as maiores
quantidades de corantes. Apesar da tintura de tecidos ser uma arte que comecou h& milhares
de anos, a tecnologia moderna contempla inimeras etapas que dependem da natureza da
fibra téxtil, caracteristicas estruturais, classificacdo e disponibilidade do corante para
aplicacdo, propriedade de fixacdo compativeis com o destino do material a ser tingido,
consideragdes econdmicas e muitas outras condigdes [62,64].

O processo de tingimento é um dos fatores fundamentais no sucesso comercial dos
produtos téxteis. A seguir estdo algumas caracteristicas dos principais tipos de corantes

utilizados industrialmente no processo de tingimento [2,62,65].

%+ Corantes Azdicos

Estes corantes sdo constituidos de dois compostos quimicamente reativos que sao
aplicados a fibra em dois estagios, produzindo pigmento insoluvel dentro da fibra.
Produzem tonalidades brilhantes e escuras de amarelo, laranja, vermelho, marrom, preto e
azul. Corantes azoicos apresentam grande estabilidade frente a luz e ao calor e resisténcia

ao peroxido e outros alvejantes. No entanto, seu uso tem declinado nos Ultimos anos por
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causa dos custos de aplicacdo e suspeitas sobre a possivel presenca de naftilaminas
carcinogénicas no efluente.

Para o tingimento, inicialmente a fibra é tratada com solugdo alcalina de naftol
(naftolato). A adicdo de formaldeido € necesséria para estabilizagdo do naftol dentro da
fibra. Apos a secagem, a fibra é imersa em solugdo de base diazotada. A base, insoltvel em
agua, € solubilizada por meio de nitrito de sédio e acido, com adigdo de tamponante para
neutralizacdo do excesso de &cido mineral. A reagdo entre 0s dois compostos produz o
cromdforo azo colorido dentro da fibra. O tratamento final consiste em ensaboamento e

enxague.

< Corantes Acidos

Corantes &cidos sdo compostos aniébnicos com um ou mais grupos sulfénicos ou
carboxilicos em sua estrutura molecular e, portanto, sdo soliveis em agua. A afinidade
fibra-corante é resultante das ligacGes iGnicas entre a parte sulfonica acida do corante e 0s
grupos aminos basicos presentes nas fibras, que sdo convertidos em grupos cationicos pela
adicdo de &cido no processo de tingimento. As cores sdo, geralmente, brilhantes e o
material tingido apresenta resisténcia considerada de boa a excelente. Esta classe de
corantes inclui os metais: cromo, cobre, estanho e aluminio e caracterizam-se por
substancias com estrutura quimica baseada em compostos azo, antraquinona, triarilmetano,
azina, xanteno, cetonimina, nitro e nitroso, que fornecem uma ampla faixa de coloracdo e
grau de fixacao.

A sua aplicacdo é feita por imersdo da fibra em solucdo aquosa do corante,

geralmente a temperaturas elevadas (fervura). A adicdo de &cidos e sais ao banho de
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tingimento facilita a montagem do corante e a igualizacdo. O controle do processo por

temperatura ou por pH é utilizado para regular o processo de tingimento.

*

% Corantes Bésicos

Corantes basicos sdo fortemente fixados através de ligacbes ibnicas da parte
catidnica aos sitios anidnicos das fibras (ndo migram com facilidade). Produzem cores
brilhantes e de boa resisténcia (exceto em fibras naturais), e apresentam uma cartela de
cores ilimitada. Sua aplicacdo exige uma boa preparacdo (purga), em banhos levemente

acidos e a temperaturas elevadas (fervura).

%+ Corantes a Cuba

Os corantes a cuba apresentam uma grande quantidade de cores, mas as tonalidades,
geralmente, sdo opacas. Estes sdo praticamente insollUveis em &gua, porém durante o
processo de tintura eles sdo reduzidos com ditionito, em solucéo alcalina, transformando-se
em um composto soluvel (forma leuco). Sdo usados, principalmente, no tingimento e
estamparia de algodédo e fibras celuldsicas, ou em produtos que requeiram boa resisténcia a
varios agentes. Apresentam 6tima estabilidade e constancia nas cores frente a lavagem, luz
e transpiracao.

A preparacdo do tecido, incluindo alvejamento e mercerizagdo, é importante. A
aplicacdo do corante por esgotamento pode ser conduzida pelos processos leuco, pré-

impregnacéo e alta temperatura.

X/

% Corantes Diretos
Esta classe de corante compreende compostos anidnicos e solUveis em agua.

Produzem cores escuras e brilhantes que variam enormemente quanto a solidez e a luz. A
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estrutura molecular dos corantes diretos é estreita e plana, permitindo que estas moléculas
se alinhem com as fibrilas planas da celulose, sendo as moléculas de corante retidas por
interagdes de van der Waals e ligacGes de hidrogénio. Os corantes sdo absorvidos dentro
das fibras hidrofilicas a medida que elas se expandem na solucdo aquosa. Esta classe é
constituida principalmente por corantes contendo mais de um grupo azo (diazo, triazo, etc.).

Corantes diretos sao comercializados pulverizados, e devem ser dissolvidos em agua
morna, formando uma pasta, que é diluida em agua quente, fervida e filtrada antes da
adicdo ao banho. Sais como cloreto de sodio ou sulfato de sodio séo adicionados ao banho
para contrabalancar a carga ligeiramente negativa que a celulose apresenta em solugédo
aquosa, facilitando a montagem do corante. O material téxtil é tingido e enxaguado com
agua fria. Do ponto de vista de prevencdo da poluicdo ambiental, os corantes diretos sdo 0s

melhores, pois utilizam menores quantidades de sal e outros produtos poluentes.

X/

¢ Dispersivos

S8o compostos aniénicos, com solubilidade extremamente baixa em agua e séo
comercializados nas formas pulverizada e liquida. S&o aplicados como uma dispersdo de
particulados em um banho. Séo utilizados para tingir fibras (acetato celulose, nylon,
polyester e poliacrilonitrila) e tambem para a obtencdo de cores claras em poliamidas e
acrilicos. No tingimento as particulas sdo dissolvidas a baixas concentracbes no meio
aquoso, mas migram para a superficie da fibra sintética dos polimeros devido a sua grande
solubilidade no substrato. Temperaturas elevadas (130°C) e pressao superior a atmosferica
geralmente sdo usadas em sua aplicacdo, pois essas condi¢cdes reduzem a necessidade de
aceleradores quimicos, que sdo requeridos a baixas temperaturas. Apresentam boa

estabilidade frente a luz e resisténcia a transpiracdo e lavagens a imido e a seco.
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¢+ Corantes de Enxofre

E uma classe de corantes que apos a aplicagio forma compostos macromoleculares
com ligacbes de polissulfetos (-Sp-), 0s quais sdo altamente insollUveis em agua. Estes
compostos tém sido utilizados principalmente na tintura de fibras celulésicas, conferindo as
cores, preto, verde oliva, azul marinho e marrom. S&o insolGveis em agua e reduzidos em
solucdo alcalina de agentes redutores. O uso destes corantes tem diminuido devido aos
residuos contendo sulfetos, gerados nos processos de tingimento.

O procedimento de utilizacdo dos corantes de enxofre leuco consta das seguintes
etapas: umectacdo do tecido com agente penetrante e enxague; preparo de um novo banho
com mais agentes antioxidantes e complexantes; adi¢do lenta do corante; adicdo lenta de
sal; contato por 30 minutos; lavagem por transbordamento; oxidagdo; enxague,
ensaboamento e novo enxague. S&o muito resistentes a agentes oxidantes e a remogao por
lavagem, possuem boa estabilidade frente a luz e séo relativamente baratos quando

comparados a outros corantes, sendo geralmente usados para cores escuras.

% Corantes Reativos

S@o compostos anidnicos largamente utilizados na industria téxtil. Estes corantes
contém um grupo eletrofilico (reativo) capaz de formar ligagdes quimicas covalentes com
as fibras, tornando-se parte dela e apresentando excelente resisténcia. A elevada taxa de
difusdo conduz ao réapido estabelecimento do equilibrio de tingimento e igualizacdo de
irregularidades de tingimento. Existem numerosos tipos de corantes reativos, mas 0S
principais sdo os que possuem a funcdo azo e antraquinona como 0s grupos cromoforos e

os clorotriazinila e sulfatoetilsulfonila. A ligacédo existente entre o corante e a fibra confere
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grande estabilidade na cor do tecido tingido quando comparado a outros tipos de corantes

[2,62,63].

Efluentes Téxteis

Como nem todo corante utilizado na etapa de tingimento se fixa as fibras, os
efluentes das industrias téxteis contém corantes, que devido a sua propria natureza, sao
facilmente detectaveis até mesmo a olho nu.

Estima-se que cerca de 15% da producdo mundial de corantes é perdida para o0 meio
ambiente durante a sintese, processamento ou aplicacdo desses, sendo a fixacdo incompleta
dos corantes na etapa de tingimento a principal fonte desta perda, o que representa um dos
grandes problemas ambientais enfrentados pelo setor téxtil [66].

Quando ndo tratados adequadamente e lancados em &guas naturais, os efluentes
provenientes do processo de tingimento das fibras podem modificar o ecossistema,
diminuindo a transparéncia da agua e a penetracdo da radiacdo solar, o que modifica a
atividade fotossintética dos organismos aquaticos [67]. Porém, os aspectos ambientais e 0s
riscos toxicologicos destes compostos sdo baseados na estrutura, solubilidade, possiveis
interacGes, rota metabdlica e principalmente a relacdo risco/custo/ beneficio.

Os corantes sintéticos também apresentam riscos a salde humana que estdo
diretamente relacionados a forma e tempo de exposic¢do, ingestdo oral, sensibilidade da pele
e sensibilidade das vias respiratorias. A analise do grau de toxicidade oral de corantes,
medido através de 50% da dose letal (LDsp) tem demonstrado que apenas um numero
reduzido de corantes pode apresentar toxicidade aguda (LDsy < 5g/kg) e sdo encontrados

particularmente nos corantes bis-azo e catiénicos [62].
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Estudos recentes realizados com corantes mostraram que estes e seus intermediarios
podem apresentar riscos a saude, devido as suas propriedades carcinogénicas e
mutagénicas. O grupo que tem atraido maior atencdo é o dos corantes que contém funcéo
azo - aroméatico como cromoforos; a biotransformacdo destes corantes organicos pode levar
a formacdo de aminas, benzinas e outros intermediarios com potencialidade carcinogénica
[68].

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de tecnologias adequadas para o tratamento
de efluentes tem sido objeto de grande interesse mundial, devido a maior conscientizacdo
da populacdo e também da maior rigidez das legislacbes ambientais. As principais
metodologias disponiveis para descoloracdo das aguas de rejeito envolvem principalmente
processos de adsorcdo [69], precipitacdo [70], eletroquimicos [71], fotoquimicos [72],
biodegradacéo [73] e atualmente a unido de dois ou mais processos convencionais [74, 75].

Seguindo uma tendéncia mundial, a inddstria téxtil tem dedicado grande esforco
para atender as regras de protecdo ambiental, embora a aplicacdo destes corantes no
processo de tinturaria constitua efetivamente um grande problema, uma vez que grande
parte destas industrias sdo pequenas, o que torna dificil & atividade de fiscalizacdo. O
problema da poluicdo ambiental tem carater mundial e vem exigindo a¢des preventivas e
corretivas para situa-lo em niveis aceitaveis, compativeis com a preservacdo da qualidade
de vida.

Por outro lado, métodos analiticos para a identificacdo e quantificacdo dos corantes
téxteis sdo restritos, visto que meétodos espectrofotométricos sofrem interferéncias
espectrais [76], voltamétricos sobreposicdo de picos [77] e métodos cromatogréficos [78]
apresentam dificuldade de separacdo devido a alta polaridade das moléculas, em especial

aqueles corantes que apresentam varios grupos sulfonicos; estes grupos idnicos limitam a
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interacdo com colunas cromatogréficas apolares ou opostamente reagem de forma
irreversivel com colunas polares na CLAE. Ao mesmo tempo corantes idnicos ndo sdo

volateis para serem analisados por CG [79].

2.3. Cromatografia

~

Os termos “cromatografia”, “cromatograma” e “método cromatogréafico” sdo
atribuidos ao boténico russo Mikhael Semenovich Tswett, que em 1906, descreveu suas
experiéncias com colunas de vidro recheado com vérios solidos, finamente divididos, para
separar componentes de extrato de folhas e gema de ovo que eram arrastados através da
coluna com éter de petroleo. O nome deriva-se das palavras gregas “chrom” (cor) e
“graphe” (escrever) [80].

Cromatografia € um método fisico - quimico de separacdo de espécies de uma
mistura, que é realizada através da distribuicdo destes entre duas fases. Uma das fases
permanece fixa (fase estacionaria) enquanto a outra se move através da primeira (fase
movel). Durante a passagem da fase mdvel sobre a fase estacionéria, os componentes da
amostra sdo distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um dos componentes da
mistura é seletivamente retido pela fase estacionaria, resultando em migrac6es diferenciais
que provocam a separagdo dos compostos [81]. Compostos que apresentam alta afinidade
pela coluna cromatografica (fase estacionaria) apresentardo tempo de retencdo mais
elevado, enquanto que aqueles que apresentam baixa afinidade pela coluna cromatografica
serdo caracterizados por um baixo tempo de retencdo e serdo eluidos rapidamente da
coluna. E esta diferenca de interagio que permite que compostos quimicos sejam separados

utilizando a cromatografia.
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Os diferentes métodos cromatograficos podem ser classificados considerando-se
diversos critérios, sendo alguns deles:

¢+ Forma fisica do sistema cromatografico

O sistema cromatogréfico pode ser subdividido em cromatografia planar e
cromatografia em coluna. A cromatografia planar resume-se a cromatografia em papel
(CP), cromatografia por centrifugacdo (chromatotron) e cromatografia em camada delgada
(CCD), enquanto que a cromatografia em coluna é dividida em varios tipos de

cromatografias, classificados através da fase movel, fase estacionaria e modo de separacéo.

% Fase movel

E dividida em trés tipos de cromatografia: a cromatografia gasosa (CG) que utiliza
como fase movel um gas inerte, a cromatografia supercritica (CSC) que utiliza um vapor
pressurizado, acima de sua temperatura critica, e a cromatografia liquida (CL) que
apresenta uma subdivisdo: cromatografia liquida classica (CLC), na qual a fase movel
(liquido) é arrastada através da coluna apenas pela forca da gravidade, enquanto que a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utiliza fases estacionarias de particulas
menores, fazendo-se necessario a utilizacdo de uma bomba de alta pressdo para que a

eluicdo da fase movel seja realizada.

% Fase estacionaria

Esta pode ser classificada diferenciando fases estacionarias solidas, liquidas e
quimicamente ligadas. No caso da fase estacionaria ser constituida por um liquido, este

pode estar suportado sobre um solido ou imobilizado sobre este, sendo considerado como

fases quimicamente ligadas.

25



Capitulo 2 — Revisdo Bibliografica

¢+ Processos de separacao

As separacBGes cromatograficas ocorrem devido a processos de adsor¢do, particao,

troca idnica, exclusdo, bioafinidade ou misturas desses mecanismos:

cromatografia por adsorcdo - utiliza uma fase estacionaria sélida e uma fase movel liquida

ou gasosa. O soluto € adsorvido na superficie da particula sélida. O equilibrio entre as duas
fases justifica a separacdo dos diferentes solutos.

cromatografia por particéo - utiliza uma fase estacionaria liquida que forma um filme fino

na superficie de um suporte sélido e o soluto fica em equilibrio entre a fase estacionaria e a
fase movel.

cromatografia de troca idnica - utiliza anions ou cations ligados covalentemente a fase

estacionaria solida, geralmente uma resina. Os ions de carga oposta do soluto sdo atraidos
para a fase estacionaria por forcas eletrostaticas.

cromatografia por exclusdo molecular - esta técnica separa as moléculas pelo tamanho,

com 0s maiores solutos passando pela fase estacionaria com maior velocidade. Ao contrario
de outros tipos de cromatografia, ndo ha interacdo atrativa entre a fase estacionaria e o
soluto, mais exatamente, a fase liquida ou gasosa passa pelo gel poroso.

Cromatografia por bioafinidade - esta se baseia no isolamento de macromoléculas

bioldgicas, através da utilizacdo das propriedades dessas substancias de unirem-se
reversivelmente a ligantes especificos [82-84].

A utilizacdo da CLAE teve inicio na década de 70, através do desenvolvimento de
suportes para fase estacionaria com particulas de didmetros pequenos (~ 5um), que foi

responsavel por melhores separacfes, comparado com a cromatografia liquida classica
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(CLC); devido a utilizagdo destas particulas fez-se necessario o uso de bombas de alta
pressao para a eluicdo da fase movel, devido a baixa permeabilidade [85], diferenciando
assima CLAE da CLC.

Atualmente, existem inimeras fases estacionarias para CLAE, as quais possibilitam
analises e separacGes de uma ampla variedade de compostos. A silica € comumente
utilizada como suporte para as fases estacionarias, mas o uso de suportes modificados
possibilita a producdo de uma variedade de colunas com diferentes propriedades e
seletividade. De acordo com a polaridade da fase estacionaria, a cromatografia pode ser
classificada como normal ou reversa; quando a fase estacionaria é mais polar que a fase
movel esta é considerada normal, e por outro lado, quando esta possui menor polaridade
que a fase movel é considerada reversa. Atualmente a utilizacdo da fase reversa Cig €
destaque em separacdes, como por exemplo, de pesticidas [43].

Devido a sua versatilidade e confiabilidade, a CLAE tem sido utilizada como
técnica de analise em vérias areas da ciéncia. Normalmente, a utilizagdo da cromatografia
liquida de alta eficiéncia esta associada a solventes organicos que sdo utilizados como fase
movel, provocando a geracdo de residuos toxicos apds a analise quimica, sendo que estes
nem sempre sdo degradados no meio ambiente. Assim, esta técnica analitica ndo esta
associada a tendéncia internacional moderna que exige o desenvolvimento de métodos
analiticos limpos. Na tentativa de solucionar esta deficiéncia, tém sido propostos métodos
analiticos explorando a cromatografia liquida de par i6nico, em ambientes micelares
aquosos [5]. Nesta modalidade cromatografica, é usado como fase movel soluges
contendo ions (par idnico) para neutralizar a carga da molécula a ser separada podendo o

par idnico formado ser separado de forma semelhante as moléculas organicas sem carga.
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Deve-se ressaltar que esta estratégia minimiza a utilizacdo de solventes organicos
toxicos, mas ndo o elimina completamente, pois muitas vezes, solventes organicos toxicos

sdo utilizados como modificadores quimicos.

2.4. Ambientes micelares

Surfactantes® sdo moléculas anfifilicas que possuem uma parte hidrofébica e outra
hidrofilica. Moléculas anfifilicas tipicas sdo aquelas que possuem uma cabeca polar
(hidrofilica) e uma parte hidrofébica (formada em geral por uma ou duas cadeias
parafinicas). O comportamento destas moléculas estd diretamente relacionado ao meio em
que elas se encontram. Em solventes polares as moleculares anfifilicas posicionam as
cabecas polares para a parte mais externa do agregado (contato com o meio) e encerram a
cadeia parafinica para a regido interna (Fig. 02). A estes sistemas coloidais estruturados da-

se 0 nome de micelares.

Figura 02. Ambientes micelares em meio aquoso.

2 N ) x . w .

A definicdo da palavra surfactante é baseada na contracdo da frase em inglés que descreve “surface-active
agents”. Estes possuem uma superficie ativa, devido a concentragdo de determinadas espécies em uma regiao
interfasica: agua-ar, 6leo-agua ou sélido liquido.
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Agora se as mesmas moléculas estdo em um meio apolar surge a formagdo de
micelas reversas onde as cabegas polares se posicionam na parte interna e as cadeias
parafinicas tendem a maximizar o contato com o solvente apolar [86,87].

A formacdo das micelas é predominantemente um efeito entrépico, uma vez que a
aproximacdo das cabecas polares (no caso, carregadas) resulta em contribuicdo entalpica
desfavoravel o que levaria a energia livre de Gibbs de micelizacdo positiva; ndo € o caso,
pois o processo de micelizacdo da-se espontaneamente.

A contribuicdo entrdpica natural vem da estruturacdo local da éagua devido,
principalmente, as ligacdes de hidrogénio. A comparacdo que deve ser realizada é:
surfactantes isolados constituem n moléculas de monémeros solvatadas (com grande
estruturacédo do solvente ao redor destas) formando n “gaiolas” de solvente, contra, no caso
da micela, apenas uma *“gaiola” de solvente com maior tamanho e maior grau de
estruturacdo da agua. A primeira situacdo imp&e quantitativamente uma estruturacdo maior
do solvente como um todo uma vez que para o resultado total deve-se considerar a
somatdria de estruturas — gaiolas (n vezes), enquanto que na segunda situacdo tem-se
apenas uma Unica gaiola (estruturada), o que no balango final é entropicamente favorecido
(menor estruturacdo total do sistema), devido a esta reordenacdo da estrutura da agua
guando séo formadas as micelas, estas sdo entropicamente favorecidas quando comparadas
as moléculas de surfactantes ndo associadas entre si, ou seja, monémeros individuais [88,
89].

Estes sistemas micelares tendem a se associar em aglomerados (Fig. 03), na forma

de esferas, cilindros, lamelas entre outros.
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esfera cilindro lamelas

Figura 03. Diferentes aglomerados de sistemas micelares.

Os surfactantes sdo classificados de acordo com a carga do grupo polar, podendo
ser: catibnicos quando possuem carga positiva, anidnicos quando possuem a carga negativa,
neutros quando ndo possuem carga e Zwiteridnicos quando a carga liquida é nula em
virtude destas moléculas possuirem dois grupos na cabeca polar, um positivo e um negativo
[90].

Entre os surfactantes sintéticos, 0s anidnicos sao mais largamente produzidos, sendo
o0s catibnicos produzidos em menor escala; uma razdo para 0 menor uso dos surfactantes
catibnicos € a sua alta toxicidade em agua comparada a outros tipos. Os surfactantes
Zwiterionicos sdo amplamente utilizados na fabricacdo de cosméticos, pois estes nédo
irritam a pele e os olhos. Os surfactantes ndo idnicos sdo tdo produzidos quanto 0s
anibnicos e geralmente sdo compativeis com outros tipos de surfactantes [90].

Nas Ultimas décadas, o uso de surfactantes teve um aumento significativo em
praticamente todos os campos da quimica analitica onde sdo frequentemente empregados
para modificar o meio reacional permitindo solubilizar espécies polares ou apolares de
baixa solubilidade ou promover um novo meio que altere a velocidade reacional [88].

Considerando as caracteristicas dos métodos baseados em cromatografia liquida de
alta eficiéncia e as caracteristicas dos ambientes micelares, é proposta exploracdo da CLAE

associada a ambientes micelares, sem a utilizacdo de reagentes toxicos como fase movel.
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Este sistema é investigado em determinacgdes de herbicidas triazinicos e de corantes
téxteis, sempre utilizando como fase estaciondria uma coluna cromatografica RP-18,
temporariamente modificada durante a analise quimica pelos constituintes da prépria fase
moével, o que amplia as possibilidades de aplicacdo da estratégia e possibilita o
desenvolvimento de métodos analiticos limpos explorando a CLAE.

Considerando que esta tese preconiza o desenvolvimento de métodos analiticos, a

seguir sdo descritos os principais testes de validagdo de um novo método analitico.

5. Validagéo do método

A confiabilidade de um novo método analitico é avaliada através da submissdo do
mesmo, aos procedimentos de validacdo do método. Um processo de validacdo bem
definido e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que o
método e o sistema sdo adequados para o0 uso desejado.

No Brasil existem duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de
laboratérios de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagédo e Qualidade Industrial).

Os parametros analiticos normalmente encontrados para validacdo de métodos de
separacao sdo: exatiddo, precisdo, linearidade, faixa de aplicacdo, limite de deteccéo, limite
de quantificacdo e robustez. Esses termos também sdo conhecidos como parametros de

desempenho analitico ou figuras analiticas de mérito [91-94].

Exatidao
A exatiddo de um método analitico representa o grau de concordancia entre 0s

resultados individuais encontrados e um valor referéncia, isto é, se refere a proximidade
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entre o valor determinado e o valor verdadeiro. A exatiddo é expressa como o percentual de
resposta obtido através do ensaio de uma quantidade conhecida da substancia em exame
incorporada em um meio de composi¢éo definida.

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo: materiais de
referéncia, comparacdo de métodos, ensaios de recuperacdo e adi¢do de padrao.

Para verificar a exatiddo, recomenda-se que a coleta de dados seja de nove
determinacGes sobre um minimo de trés diferentes (por exemplo, trés diferentes
concentracOes para andlises em triplicatas). Os dados obtidos devem ser registrados como o
percentual de resposta da quantidade conhecida adicionada ou como a diferenga entre a

média e o valor tedrico com os respectivos intervalos de confianca.

Precisdo

A precisdo é uma medida da reprodutibilidade de um resultado, representa o grau de
repetitividade entre os resultados de analise individuais quando o procedimento € aplicado
diversas vezes para uma mesma amostra homogénea, em idénticas condicdes de teste.

A precisdo em validagdo de métodos é considerada em trés niveis diferentes:
repetitividade, precisdo intermediéria e reprodutibilidade.

A repetitividade corresponde aos resultados obtidos através de vérias reproducoes
de um método, nas mesmas condi¢Bes, em curto intervalo de tempo (precisdo entre
ensaios). Essa determinacdo deve ser feita a partir de um minimo de nove determinagdes
cobrindo o limite especificado do procedimento (ex: trés niveis, trés repeti¢es cada um).

A precisdo intermediaria expressa o efeito das variacbes dentro do proprio

laboratorio devido a eventos como diferentes dias de andlise, analistas, equipamentos, etc.
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A reprodutibilidade refere-se ao grau de concordancia entre os resultados dos

estudos de colaboracéo entre laboratérios.

Limite de Deteccéo (LD)

O limite de deteccdo representa a menor concentracdo da substancia em exame que
pode ser detectada com certo limite de confiabilidade utilizando um determinado
procedimento experimental. O LD pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método
visual, método relacdo sinal-ruido, normalmente trés vezes; e o método baseado em

parametros da curva analitica [91-94].

Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) representa a menor concentracdo da substancia a ser
analisada que pode ser quantificada com um certo limite de confiabilidade utilizando um
determinado procedimento experimental. O LQ também pode ser calculado de trés
maneiras diferentes: método visual, método relagéo sinal-ruido, normalmente dez vezes; e o
método baseado em parametros da curva analitica. A determinacdo do limite de
quantificacdo representa um compromisso entre a concentracdo, precisdo e a exatiddo

exigida [91-94].

Linearidade e faixa linear

A linearidade corresponde a capacidade do metodo de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em analise dentro de uma
determinada variacdo. A faixa linear corresponde ao intervalo entre o valor superior e

inferior da substancia em exame, que atenda 0s requisitos de precisdo, exatiddo e
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linearidade através do método. A faixa de variacdo é normalmente expressa nas mesmas

unidades dos resultados obtidos através do metodo utilizado [91-94].

Robustez

Corresponde a capacidade de um método ndo ser afetado por uma pequena
modificacdo em seus parametros. A robustez do método é avaliada através de parametros
modificados como a composicdo da fase movel, pH, forca ibnica, etc, e a respectiva
determinacdo do seu efeito (se houver) sobre os resultados a serem obtidos com a

metodologia [91-94].
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3. Objetivos

3.1 — Objetivo Geral
Desenvolver métodos cromatograficos utilizando cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) sem recorrer a solventes toxicos, explorando ambientes micelares.

3.2 — Objetivos Especificos
Desenvolver método cromatografico limpo utilizando CLAE para determinar os

herbicidas triazinicos simazina, atrazina e ametrina em amostras agua, solo e alimentos.

Desenvolver método cromatografico limpo utilizando CLAE para determinar os

corantes Amarelo Procion H-4R, Vermelho Procion H-E7B e Azul Brilhante Remazol em

amostras de efluentes téxteis.

35



Capitulo 4 — Materiais e Métodos

4. Materiais e Métodos

4.1. Reagentes e Solucdes

Herbicidas

Solucgdes estoque de 1000 mg/L dos herbicidas simazina, atrazina e ametrina (Fig.
04) (Research Triangle Park NC) foram preparados através de dissolu¢des de 0,1000 g dos
reativos em metanol e completando-se o volume para 100,0 mL com o mesmo solvente,
sendo esta solucdo resfriada a 4 °C. SolucGes de trabalho (1,00 — 50,0 mg/L) foram
preparadas diariamente através de dilui¢des adequadas das solugbes estoque com &gua

desionizada.
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Figura 04. Estruturas moleculares dos herbicidas triazinicos. (a) simazina, (b) atrazina e (c) ametrina.
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Solugdes dos surfactantes: CTAB (brometo de cetiltrimetil amonio) 0,50 % (m/v),
SDS (dodecil sulfato de sddio) 0,50 % (m/v) e SDBS (dodecil benzeno sulfonato de sddio)
0,50 % (m/v) foram preparadas pela dissolucdo de 0,5000 g dos surfactantes em 100,0 mL
de 4gua desionizada, e Triton X-100 (polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol) 0,50 % (v/v)
foi preparada pela dissolucdo de 0,50 mL do surfactante em baldo volumétrico de 100,0 mL
com agua desionizada.

Solu¢do tampdo 0,100 mol/L de hidrogeno fosfato de sédio pH 7,0 foi preparada
pela dissolucdo de 0,2840 g de fosfato de sddio, sendo o pH da solugdo ajustado com &cido
cloridrico (HCI) 1,0 mol/L, tendo como volume final da solugdo 100,0 mL.

Solucédo de cloreto de amonio (NH4CI) 0,050 mol/L, foi preparada pela dissolugéo
de 0,5350 g de NH4Cl em 100,0 mL agua desionizada.

Solucéo de alcool etilico (EtOH) 25,0 % (v/v) foi preparada pela dissolugdo de 25,0
mL de EtOH até um volume de 100,0 mL com agua desionizada.

Solucdo de SDS 2,25 % (m/v) foi preparada pela dissolugdo de 2,2500 g do

surfactante em 100,0 mL de agua desionizada.

Corantes

Os corantes téxteis Amarelo Procion H-4R, Vermelho Procion H-E7B e Azul
Brilhante Remazol (Fig. 05) foram fornecidos por uma inddstria téxtil (Regido de Maringd).
As soluces estoque (1000,0 mg/L) foram preparadas através de dissolugdo de 0,1000 g dos
reativos (corantes téxteis) em agua e completando-se o volume para 100,0 mL com o
mesmo solvente. Solugdes trabalho (1,00 a 200 mg/L) foram preparadas diariamente

através de dilui¢bes adequadas das solugdes estoque com agua desionizada.
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Figura 05. Estrutura molecular dos corantes téxteis. (a) Azul Brilhante Remazol, (b) Vermelho Procion H-

E7B e (c) Amarelo Procion H-4R.

As solugdes dos surfactantes (CTAB, SDS, SDBS e Triton X-100) foram preparadas

como descrito anteriormente para os herbicidas.
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Solucdo estoque de tampdo hidrogeno fosfato de sédio 0,1000 mol/L (pH 7,0) foi
preparada pela dissolugdo de 0,2840 g de fosfato de sodio, sendo o pH da solucdo ajustado
com é&cido cloridrico (HCI) 1,000 mol/L e o volume final da solu¢do foi 100,0 mL e as
solucBes de trabalho foram preparadas diariamente através de diluicdes adequadas.

Solucéo de alcool etilico (EtOH) 20,0 % (v/v) foi preparada pela dissolugdo de 20,0
mL de EtOH até um volume de 100,0 mL com &gua desionizada.

Solucdo de Triton X-100 1,0 % (v/v) foi preparada pela dissolugdo de 1,0 mL do

surfactante em bal&o volumétrico de 100,0 mL com &gua.

4.2. Equipamentos e acessorios

Foi utilizado um espectrofotdmetro de varredura (Cary 50 - Varian UV/VIS) para a
obtencdo de espectros de radiacdo eletromagnética das espécies quimicas analisadas na
regido do visivel e ultravioleta.

Para a obtencdo dos cromatogramas, foi utilizada uma Estacdo de Trabalho
Cromatogréfica Star (Fig. 06) com programa para gerenciamento (Varian Instrumentos)
contendo: bomba de pistdo reciprocante com trés vias, modelo 240 série 00752, injetor
automatico Varian (AutoSample ProStar 410) com alca de amostragem de 60 puL, coluna
cromatogréafica RP-18 (microsorb Cig 250mm x 4,6 mm com particulas de 5um) e detector
espectrofotométrico com arranjo de fotodiodo modelo ProStar 350 com programa
Polyview. Os sinais dos compostos eluidos da coluna cromatografica foram monitorados
em 222 nm para as triazinas simazina, atrazina e ametrina e para os corantes téxteis eluidos
0 monitoramento foi em 400, 545 e 600 nm para amarelo procion H-4R, vermelho procion

H-E7B e azul brilhante remazol, respectivamente.
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Figura 06. Cromatodgrafo liquido de alta eficiéncia: (a) reservatério da fase mével, (b) bomba de alta

pressdo, (c) valvula de injecdo, (d) coluna cromatogréfica, (e) detector e (f) registrador. (Fonte: [85])

Demais materiais e vidrarias utilizados sdo de uso comum em laboratérios de

Quimica Analitica.

4.3. Métodos

4.3.1. Método convencional para a determinacéo de herbicidas triazinicos

A primeira etapa do trabalho foi reproduzir um método analitico convencional [53]
utilizado para a determinacdo dos herbicidas simazina, atrazina e ametrina. O método
utiliza como detector um espectrofotdbmetro efetuando medidas em 235 nm; coluna
cromatografica RP-18 e como fase mdvel a composicdo de duas solucdes (65,0 % da
solugdo A: solucdo aquosa de amonia 0,010 % (v/v) em pH 8,4 e 35,0 % da solugéo B:
acetonitrila (ACN)) com vazdo de 1,0 mL/min e tempo de aquisi¢do dos dados de 30
minutos, sendo este método posteriormente utilizado na validacdo do método alternativo

proposto.
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4.3.2. Espectros eletromagnéticos das espécies quimicas a serem determinadas

Esta etapa do trabalho consistiu em obter os espectros eletrdnicos na regido do
ultravioleta e visivel dos herbicidas (simazina, atrazina e ametrina) e corantes téxteis
(amarelo procion H-4R, vermelho procion H-E7B e azul brilhante remazol) em meio de
solventes organicos, agua e em solucgdes aquosas de diferentes agentes surfactantes (Triton
X-100 (surfactante ndo i6nico), CTAB (surfactante catiénico), dodecil benzeno sulfato de
sodio e dodecil sulfato de sodio (surfactantes anibnicos) objetivando verificar as
possibilidades de monitoramento dos sinais cromatogréaficos, possiveis deslocamentos nos
comprimentos de onda de méaxima absorcdo e o grau de solvatacdo e estabilizacdo das

especies pelos agentes surfactantes.

4.3.3. Planejamento fatorial e otimizacdo dos métodos cromatogréaficos
Herbicidas

Apds experimentos preliminares utilizando diversas solugdes de diferentes agentes
surfactantes para promover a eluicdo dos herbicidas de uma coluna cromatografica RP-18,
a otimizacdo da composicdo da fase mdvel, foi realizada utilizando-se um planejamento
fatorial 2° (Tab. 03) [95], tendo como variaveis as concentracdes de dodecil sulfato de
sodio (SDS), alcool etilico e cloreto de amonio. Este meio eluente foi o que apresentou 0s

resultados mais promissores nas determinacdes prévias.
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Tabela 03. Fatores utilizados no planejamento fatorial 2° na separacdo dos

herbicidas .
Ensaio 1=[EtOH] 2=[SDS] 3=[NH.CI]
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

Experimento realizado com vazdo constante de 0,4 mL/min. Teores de: EtOH (- corresponde a 20,0 % (v/v) e
+ 25,0 % (v/v)); SDS (- corresponde 1,10 % (m/v) e + 1,50 % (m/v)); NH4CI (- corresponde 10,0 mmol/L e
+ 50,0 mmol/L).

Através da matriz do planejamento fatorial pode-se obter os coeficientes de
contraste, buscando avaliar os efeitos cooperativos entre os componentes da fase movel. Os
coeficientes de contrastes sdo obtidos através da multiplicacdo dos sinais um a um das
colunas apropriadas para obtencdo das interagdes. Teremos agora, além dos trés efeitos
principais 1, 2 e 3, trés interacdes de fatores 12, 13 e 23 e também o efeito da interacdo
entre os trés fatores 123 (Tab. 04). Empregando os sinais apropriados como coeficientes

observados e em seguida aplicando os divisores calculam os sete efeitos e a média global.
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Tabela 04. Coeficientes de contraste para um fatorial 22 obtidos para separacédo dos

herbicidas.

média  1=[EtOH]  2=[SDS] 3=[NH.CI] 12 13 23 123

+ - - - + + + -
+ + - - - - + +
+ - + - - + - +
+ + + - + - - -
+ - - + + - - +
+ + - + - + - -
+ - + + - - + -
+ + + + + + + +

Teores de: EtOH (- corresponde 20,0 % (v/v) e + 25,0 % (v/v)); SDS (- corresponde 1,10 % (m/v) e 1,50 %
(m/v)); NH,CI (- corresponde 10,0 mmol/L e + 50,0 mmol/L).

Através do planejamento fatorial foi possivel direcionar as melhores concentracfes
das variaveis utilizadas como componentes da fase mével, assim como também foi possivel
avaliar os efeitos cooperativos existentes entre as variaveis. Entretanto o planejamento
fatorial utilizado 2° ndo fornece as condicBes 6timas para a separacdo cromatogréfica,
indica somente a composicdo da fase movel que permite realizar esta separacéo.

Assim, a otimizacdo das condi¢Ges cromatograficas foi realizada estudando 0s
seguintes fatores: concentracdes de NH4Cl e SDS, vazédo da fase movel, pH e concentracdo
da solugédo tampdo. Deve-se ressaltar que apenas alcool etilico, NH4Cl e SDS apresentam

efeitos cooperativos.
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Corantes

Os ensaios preliminares indicaram que a fase mdvel mais adequada seria aquela
constituida por Triton X-100, fosfato de sodio e alcool etilico. Assim o planejamento
fatorial 2° [95] foi também utilizado para estudar a composicdo da fase mével para
promover a separagdo mais efetiva dos corantes téxteis envolvendo esses fatores em dois

niveis de concentracdo (Tab.05).

Tabela 05. Fatores utilizados no planejamento fatorial 2° na separacéo dos corantes

téxteis .
Ensaio 1=[Na;HPO,] 2=[Triton X-100] 3=[EtOH]
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

“Experimento realizado com vazdo constante de 1,0 mL/min. Teores de: Na,HPO, (- corresponde a 2,00
mmol/L e + 5,00 mmol/L), Triton X-100 (- corresponde 0,50 % (v/v) e 0,90 % (v/v)), EtOH (- corresponde
15,0 % (v/v) e + 20,0 % (V/V)).

Através da matriz do planejamento fatorial pode-se obter os coeficientes de
contraste, buscando avaliar os efeitos cooperativos entre as componentes da fase movel

(Tab. 06). Os coeficientes de contrastes foram obtidos como descritos anteriormente.
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Tabela 06. Coeficientes de contraste para um fatorial 2° obtidos para separagéo dos

corantes téxteis.

media 1=[Na;HPO,] 2=[Triton X-100] 3=[EtOH] 12 13 23 123

+ - - - + + + -
+ + - - - - + +
+ - + - - + - +
+ + + - + - - -
+ - - + + - - +
+ + - + - + - -
+ - + + - - + -
+ + + + + + + +

Teores de: Na,HPO, (- corresponde a 2,00 mmol/L e + 5,00 mmol/L), Triton X-100 (- corresponde 0,50 % (v/v)
e +0,90 % (v/v)), EtOH (- corresponde 15,0 % (v/v) e + 20,0 % (v/v)).

Através do planejamento fatorial foi possivel direcionar as concentracGes das
espécies quimicas utilizadas como componentes da fase movel, assim como também foi
possivel avaliar dos efeitos cooperativos existentes entre as variaveis. Entretanto, o
planejamento fatorial 2° ndo fornece as condicBes 6timas para a separacdo cromatografica,
fazendo-se necessario as otimizacfes dos seguintes fatores: pH, concentracdes de tampao
fosfato, de Triton X-100, teor de alcool etilico e vazao da fase movel. Deve-se ressaltar que

somente alcool etilico, tampé&o fostato e Triton X-100 apresentaram efeitos cooperativos.
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4.3.4. Aplicacdes

43.4.1. Extragdo dos herbicidas (simazina, atrazina e ametrina) e

determinacéao destes nas amostras

Extracdo dos herbicidas triazinicos de alimentos (ESL e EES)

Amostra de tomate (supermercado) foi triturada em liquidificador; tomou-se ca de
10,0 g da amostra triturada, adicionando-se 40,0 mL de H,O:ACN 40:60 (v/v) e deixando-
se em repouso por 20 min. Em seguida, a amostra foi filtrada atraves de papel de filtro e o
eluato foi diluido para 100,0 mL com &gua destilada. O solvente organico (ACN) presente
na amostra foi evaporado utilizando-se um evaporador Kuderna-Danish, sendo o volume
restante completado novamente com agua destilada para 100,0 mL. Em seguida nesta
solucdo efetuou-se o processo de extracdo em fase sélida (Fig. 07), utilizando-se uma
microcoluna de carvéo ativado (150,0 mg) para retencdo dos analitos e descarte da matriz
da amostra (Clean-up), sendo os analitos posteriormente recuperados utilizando primeiro
10,0 mL de uma mistura de CH,CIl,:CH3OH 80:20 (v/v) seguido da passagem de mais

10,0 mL de CHClI; [96].

1) amostra passando através da coluna de carvao ativado.
2) analitos (pesticidas) retidos na fase solida e descarte
dos interferentes.

3) eluicdo dos analitos com CH,Cl,:CH3;OH e CHCls.

m Abalitos
Interferentesy

Figura 07. Extracdo em fase solida.
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Ap0s o processo de extracdo em fase sélida, a mistura de solventes foi evaporada
utilizando-se um evaporador Kuderna-Danish, sendo o volume retomado para 5,0 mL com
a fase movel (solucdo contendo NH4Cl 50,0 mmol/L, SDS 2,25 % (m/v) e etanol 25,0 %
(v/v) e tampéo fosfato 0,100 mol/L (pH 7,0)). Esta solucdo final foi filtrada utilizando-se

membrana Millipore 45 um e em seguida injetada no cromatografo.

Extracdo dos herbicidas triazinicos de amostras de agua (EFS)

Amostra de agua (500,0 mL) coletada no rio Pirapd (Regido de Maringa) sofreu
processo de extracdo em fase solida (Fig. 07), utilizando-se uma microcoluna de carvéo
ativado (150,0 mg) para retencdo dos analitos e descarte da matriz da amostra, sendo 0s
analitos recuperados utilizando primeiro 10,0 mL de uma mistura de CH,Cl,:CH3;0OH
80:20 (v/v) seguido da passagem de 10,0 mL de CHCI; [97].

Ap0s o processo de extracdo em fase solida, a mistura de solventes foi evaporada
(Kuderna-Danish), sendo o volume retomado para 5,0 mL com a fase movel (solucéo
contendo NH,CI 50,0 mmol/L, SDS 2,25 % (m/v), etanol 25,0 % (v/v) e tampé&o fosfato
0,100 mol/L (pH 7,0)). Esta solucéo final foi filtrada utilizando-se membrana Millipore 45

um e em seguida injetada no cromatografo.

Extracdo dos herbicidas triazinicos do solo (ESL e EES)

Amostra de solo (plantacdo de milho da regido de Maringd) foram coletadas e secas
em estufa a 60 °C. Pesou-se ca de 50,0 g de cada amostra de solo, sendo adicionado a esta
100,0 mL de CH.Cl,:CH3COCH3; 50:50 (v/v), sonicou-se a mistura por 10 min. Apds

decantagdo, o sobrenadante foi reservado, e 0 processo de extragdo com a mistura de
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solventes foi repetido por mais duas vezes. As trés porcdes do sobrenadante foram
misturadas e filtradas utilizando papel de filtro, a seguir retirou-se agua residual do extrato
através da passagem por uma coluna de sulfato de sodio.

O solvente orgéanico presente na amostra foi evaporado (CH,Cl,: CH3COCHS3)
utilizando-se um evaporador Kuderna-Danish, sendo os analitos redissolvidos em 100,0 mL
de &gua destilada. Apds, esta solucdo sofreu processo de extracdo em fase solida (Fig. 07),
utilizando-se uma microcoluna de carvao ativado (150,0 mg) para retencdo dos analitos e
descarte da matriz da amostra, sendo os analitos recuperados utilizando primeiro 10,0 mL
de uma mistura de CH,Cl,:CH3OH 80:20 (v/v) seguido da passagem de 10,0 mL de
CHCl; [97].

Posteriormente ao processo de extragdo em fase solida, a mistura de solventes foi
evaporado (Kuderna-Danish), sendo o volume retomado para 5,0 mL com a fase mdvel
(solugdo contendo NH4CI 50,0 mol/L, SDS 2,25 % (m/v), etanol 25,0 % (v/v) e tampé&o
fosfato 0,100 mol/L (pH 7,0)). Esta solucdo final foi filtrada utilizando-se membrana

Millipore 45 um e em seguida injetada no cromatdgrafo.

4.3.4.2. Determinacdo dos corantes téxteis (amarelo procion H-4R, vermelho
procion H-E7B e azul brilhante remazol) em efluentes industriais

Os efluentes téxteis foram coletados de uma industria de malhas (Regido de
Maringd), filtrados utilizando-se membrana Millipore 45um e em seguida foram injetados

diretamente no cromatdgrafo.
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4.4. Escolha das espécies organicas analisadas

Herbicidas

Os herbicidas estudados neste trabalho foram selecionados devido a alta frequéncia
de aplicacdo destes na agricultura e devido as dificuldades de separacao e analise.

As triazinas sdo herbicidas de pré e pos-colheita, que representam um importante
grupo de herbicidas, amplamente empregado na agricultura ha mais de duas décadas. Os
herbicidas sdo compostos, em geral, menos toxicos do que, por exemplo, a maioria dos
inseticidas, porque atuam em processos bioquimicos importantes para 0s vegetais, mas

inexistentes nos animais.

Corantes

Os corantes téxteis estudados neste trabalho Amarelo Procion H-4R, Vermelho
Procion H-E7B e Azul Brilhante Remazol foram selecionados devido a grande utilizacédo
dos mesmos na industria téxtil visitada (Malharia da Regido de Maringa) e também porque
na literatura ndo existe metodologia analitica adequada para a determinacdo destes em

efluentes téxteis.
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5. Resultados e Discussoes

A escolha da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector
espectrofotométrico UV/VIS para a identificacdo e quantificacdo dos herbicidas triazinicos
e dos corantes téxteis, deveu-se a possibilidade de separacdo das espécies quimicas antes da
etapa de quantificacdo, evitando-se assim interferéncias espectrais, muitas vezes observadas

em outros métodos analiticos.

5.1. Metodologia tradicional

5.1.1. Aplicacdo do método convencional para a determinacao de herbicidas

Determinou-se o0s herbicidas triazinicos simazina, atrazina e ametrina através de
uma metodologia tradicional utilizando CLAE (item 4.3.1).

O método convencional utilizado apresentou excelentes resultados com relagdo a
sensibilidade e seletividade, assim como tempo total de analise (Fig. 08). Foram obtidos
tempos de retencdo de 9,0, 154 e 26,5 min para simazina, atrazina e ametrina,
respectivamente. As resolugdes cromatogréficas (Rs) foram estimadas como 10,0 entre
simazina e atrazina e 11,8 entre atrazina e ametrina.

Através da variacdo da concentracdo dos trés herbicidas em fungdo da area obtida
nos picos cromatograficos, curvas analiticas foram construidas evidenciando linearidade na

faixa de 1,00 — 50,0 mg/L para injecOes de 10 pL (Tab.07).
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Tabela 07. Caracteristicas do método convencional para a determinacdo dos

herbicidas triazinicos.

simazina atrazina ametrina
Equacdo da reta y = 225150x-40944 y =213808x+84004 vy =333683x-26513
R?=0,9998 R? = 10,9990 R?=0,9990
Limite de deteccéo 100 pg/L 100 pg/L 100 pg/L
0,025 -
0,020 /Simazina
0,015
Atrazina Ametrina

0,010 — / /

Abosrbancia

0,005

0,000 LAAW»J

-0,005

T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 08. Cromatograma obtido através do método convencional para a mistura dos herbicidas
triazinicos simazina, atrazina e ametrina: Solugdo aquosa de NH,OH 0,010 % (pH 8,4) 65,0 % (v/v) e

acetonitrila 35,0 % (v/v), vazéo 1,0 mL/min e 5,00 mg/L de cada herbicida.

Porém este método apresenta um grande problema, pois o principal componente da
fase mével € um solvente organico tdxico (acetonitrila), de dificil recuperacdo e de

degradacdo no meio ambiente. Considerando estas caracteristicas, este método ndo esta de
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acordo com a nova tendéncia mundial, de se utilizar métodos que minimizem a quantidade
de solventes toxicos utilizados ou que até mesmo os eliminem por completo.

Neste sentido, buscou-se desenvolver métodos analiticos limpos, isto €, desenvolver
métodos sem utilizar solventes orgéanicos toxicos. Neste trabalho os solventes organicos,
utilizados como fases mdveis na CLAE, foram substituidos por solucdes de agentes
surfactantes com concentrac@es acima da concentracdo micelar critica (CMC), objetivando
a formacdo de micelas que poderiam solvatar as moléculas dos analitos organicos sem
necessitar de solventes orgéanicos toxicos. Deve-se ressaltar que o surfactante também
interage com a fase estacionéria, coluna cromatografica RP-18, modificando também suas
propriedades. Assim, a fase movel aquosa adquire propriedades benéficas para solubilizar
compostos organicos pouco polares no interior das micelas ao mesmo tempo em que coluna
cromatogréfica fica temporariamente mais polar devido a adsor¢do do agente surfactante.
Esta dupla mudanga no mecanismo de separacdo amplia a aplicabilidade da cromatografia
liquida utilizando como fase estaciondria uma fase reversa. Nesta nova abordagem o0s
conceitos de fase normal e reversa perdem o sentido, pois a coluna apolar temporariamente

sera polar devido a adsor¢do de moléculas do surfactante.

5.2. Espectros eletromagnéticos

5.2.1. Herbicidas

Espectros dos herbicidas simazina, atrazina e ametrina mostram que estas moléculas
absorvem fortemente radiacdo eletromagnética na regido do ultravioleta (Fig. 09). Portanto,

é muito dificil a separacdo espectral, uma vez que, todos os herbicidas apresentam maximo
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de absorc¢do na regido de 222 nm, indicando claramente a necessidade de um método como
a CLAE devido a separagdo dos analitos antes da etapa de quantificacdo, evitando

provaveis erros na analise devido a sobreposicéo de sinais.
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Figura 09. Espectros eletrénicos dos herbicidas em meio aquoso. (a) simazina, (b) atrazina e (c) ametrina;

C=2,00mg/L.

Nesta fase, a utilizacdo de solugbes do surfactante CTAB (surfactante cationico) foi
descartada devido ao intenso espalhamento de luz que este composto provocava na regido
de 222 nm, o que impossibilitava qualquer determinacdo analitica dos herbicidas em
estudo. Solugdes de SDBS (surfactante anidnico) e Triton X-100 (surfactante ndo idnico)
também ndo puderam ser utilizadas porque além do espalhamento, o anel benzénico,
constituinte destas moléculas, apresentam forte absorcdo de radiacdo eletromagnética na

regido do ultravioleta (Fig 10).

53



Capitulo 5 - Resultados e Discussoes

4 —
34
© (©)
[&]
c
g
s 27
(2}
o}
< -
(b
1 (d)
(a)
0 T T T T T T T T T 1
200 300 400 500 600 700
A (nm)

Figura 10. Espectros eletronicos da mistura dos surfactantes: (a) SDS, (b) CTAB, (c) SDBS (C
= 0,50 % (m/v)) e (d) Triton X-100 (C = 0,50 % (v/v)).

Assim, por excluséo dos demais, o surfactante SDS (Fig. 11), surfactante anionico,

foi escolhido como agente modificador da fase movel e da fase estacionaria.

HyC— (CHZ)ll_ 0SO3 Na*

Figura 11. Estrutura molecular do surfactante aniénico dodecil sulfato de sédio.
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5.2.2. Corantes

Espectros dos corantes téxteis amarelo procion H-4R, vermelho procion H-E7B e

azul brilhante remazol mostram que estas moléculas absorvem fortemente radiacéo

eletromagnética (Fig. 12).
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Figura 12. Espectros eletrénicos dos corantes: (a) amarelo procion H-4R, (b) vermelho procion H-E7B e

(c) azul brilhante remazol; C = 10,0 mg/L.

Embora cada um dos corantes apresente maximo de absor¢do em comprimentos de
ondas distintos de 400, 545 e 600 nm para amarelo, vermelho e azul, respectivamente ainda
assim, verifica-se sobreposicdo dos sinais, fato que dificulta a utilizacdo de métodos

analiticos que ndo efetuem uma separacdo dos corantes antes da medida do sinal analitico.
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Diferentemente do caso dos compostos triazinicos, os surfactantes estudados (Triton
X-100, CTAB, SDBS e SDS) nédo apresentaram restricdes com relacdo a espalhamento de
luz ou absorcédo de radiacdo eletromagnética na regido do visivel (Fig. 10); no entanto, nos
estudos preliminares o Unico surfactante que permitiu modificar a fase moével e estacionaria
de forma que a separacdo dos trés corantes fosse possivel foi o Triton X-100. Este

surfactante é ndo idnico, biodegradavel e de baixo custo (Fig. 13).

(CH3)3C—— CH,—— C(CH3), (OCH,CH>)230H

Figura 13. Estrutura molecular do surfactante ndo idnico Triton X-100.

5.3. Planejamento fatorial e otimizacdo das variaveis dos metodos

cromatograficos.

5.3.1. Herbicidas

Experimentos preliminares demonstraram ndo ser possivel conduzir a separacao
cromatografica dos herbicidas triazinicos (Fig. 14) utilizando-se somente solucao aquosa do
agente surfactante (SDS).

Assim, foi verificada a influéncia da adicdo de alcool etilico e NH4Cl como
modificadores quimicos da fase mdvel, uma vez que estes compostos ndo sdo considerados
altamente toxicos, o que mantém o metodo limpo. Estes aditivos provocaram modificagdes

favoraveis nas caracteristicas fisico-quimicas do meio, abrindo possibilidade para separacao
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analitica dos herbicidas. Deve-se ressaltar que devido ao grande aumento da pressédo do
sistema a concentragdo maxima de &lcool etilico utilizada na otimizacdo foi de 25,0 %

(v/v), principalmente devido a sua alta viscosidade.
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Figura 14. Cromatograma obtido para a mistura dos herbicidas simazina, atrazina e ametrina. Vazao

0,4 mL/min, [SDS] 2,0 % (m/v) em agua.

Desta forma, os teores de alcool etilico, NH,Cl e SDS foram selecionados como
fatores no planejamento experimental para selecdo da melhor composicdo da fase movel
(Tab. 03, pag. 42), permitindo efetuar o estudo simultaneo de todas as variaveis envolvidas
neste processo [95]. Nesta fase, as melhores respostas foram selecionadas em funcéo da

resolucdo cromatogréfica obtida (Tab. 08).

57



Capitulo 5 - Resultados e Discussoes

Tabela 08. Resolucdes cromatograficas para planejamento fatorial 2° para

determinacéo dos herbicidas triazinicos*.

Experimento Rs simazina e atrazina Rs atrazina e ametrina

1 2,24 3,62
2 1,58 --

3 1,62 3,71
4 1,59 3,66
5 2,60 4,05
6 2,41 3,92
7 2,39 --

8 1,50 3,40

“Dados obtidos para vazdo constante de 0,4 mL/min.

As condigOes utilizadas no experimento 8 (Tab. 08), concentracdo de SDS 1,50 %
(m/v), NH,CI 50,0 mmol/L e EtOH 25,0 % (v/v), foram escolhidas como o6timas pois,
apresentaram resolucdes cromatograficas adequadas para determinagdes quantitativas
associada a um menor tempo de analise, aumentando a frequéncia analitica e diminuindo a
quantidade de reagentes utilizados (Fig. 15).

Através dos valores de Rs entre simazina e atrazina, utilizados como fator de
resposta, pode-se realizar célculos dos efeitos das variaveis (Tab. 09) na eficiéncia de
separacdo. Estes demonstraram que a concentracdo de SDS, NH4Cl e a concentracdo de
alcool etilico sdo os fatores que mais influenciam a resolucdo cromatografica. Ainda,
segundo os dados da Tab. 09, existe interacdo entre as variaveis 1, 2 e 3, interacdo média
entre as variaveis 1 e 3, 2 e 3 e pequena interacdo entre as variaveis 1 e 2 demonstrando a
complexidade do processo de separacdo. Este fato estd associado a mudanca da polaridade
da fase estacionaria pelo agente surfactante e a0 mesmo tempo as mudancas ocorridas na

fase moével devido ao estabelecimento do ambiente micelar.
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Figura 15. Cromatograma obtido para o experimento 8. Vazéo 0,4 mL/min, [SDS] 1,50 % (m/v), EtOH

25,0 % (v/v), NH4CI 50,0 mmol/L e 10,0 mg/L de cada herbicida.

Tabela 09. Calculo dos efeitos de cada variavel e da interacdo entre elas resolugéo

cromatografica.

Parametros Efeito das variaveis e das interacdes entre

simazina e atrazina

media 2,0
1 (= EtOH) -0,44
2 (= SDS) -0,43
3 (= NH,CI) 0,47
12 -0,018
13 -0,10
23 -0,13
123 -0,33
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O estudo das variaveis que influenciam o processo de separacao e determinagdo dos
compostos triazinicos em relacdo a concentracdo de NH4Cl confirmou o efeito deste
parametro experimental na faixa de 10,0 — 100 mmol/L. No entanto, a melhor concentragéo

deste sal para a separacdo dos herbicidas pode ser definida como 50,0 mmol/L (Fig. 16 e

Tab. 10).
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Figura 16. Variacdo da concentracao de cloreto de aménio. Vazdo 0,4 mL/min, pH 8,0, [SDS] 1,50 %

(m/v), [EtOH] 25,0 % (v/v) e 10,0 mg/L de cada herbicida.

Tabela 10. ResolucGes cromatograficas obtidas para a variagdo da concentracao de cloreto

de amonio.
NH;CIl (mmol/L) Rs simazina e atrazina Rs atrazina e ametrina
10,0 2,05 3,13
50,0 1,60 3,40
100 2,07 1,41

Provavelmente a necessidade de se utilizar NH," estd associada ao fato de este

cation neutralizar de forma mais efetiva as cargas negativas do SDS adsorvido na coluna
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cromatogréfica, permitindo melhor interacdo desta com as moléculas dos herbicidas que
sd0 neutras. Quando a concentracdo de NH," era superior a 50,0 mmol/L um aumento do
ruido era observado, provavelmente devido a diminuicdo da solubilidade dos compostos
polares em meio alcodlico, o que diminuia a sensibilidade analitica. Para concentragdes de
NH;" menores que 50,0 mmol/L provavelmente nem todos os sitios carregados da coluna
eram neutralizados, impedindo de alguma forma a eluicdo de parte dos herbicidas,
acarretando em uma diminuicdo o sinal analitico e consequentemente da sensibilidade.
Estudos da concentracdo de agente surfactante demonstraram que o tempo de
analise podia ser reduzido aumentando-se a concentracdo de SDS (Fig. 17), o que refletiu
de forma benéfica na frequéncia analitica do método desenvolvido. Este fator esta
associado ao aumento da quantidade das micelas na fase moével que podem melhor
acomodar as moléculas dos herbicidas, aumentado a afinidade destes por esta fase e
ocasionando a sensivel diminuicdo do tempo de retencdo. Entretanto em concentragdes
altas de SDS (3,00 % m/v) este fato leva a uma baixa resolucdo cromatografica (Tab. 11) e

com sobreposi¢édo dos picos da simazina e atrazina Fig. 17).

Tabela 11. ResolucGes cromatograficas obtidas para a variacdo da concentracdo do

surfactante SDS.
SDS % (m/v) Rs simazina e atrazina Rs atrazina e ametrina
1,50 15 3,3
1,90 15 3,4
2,25 1,6 35
3,00 0,7 2,0
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Figura 17. Variag¢do de concentracdo do surfactante SDS. Vazdo 0,4 mL/min, pH 8,0, [NH,CI] 50,0

mmol/L, EtOH 25,0 % (v/v) e 10,0 mg/L de cada herbicida.

Assim, a concentracdo do surfactante SDS de 2,25 % (m/v) foi escolhida como o
melhor compromisso entre sensibilidade, frequéncia analitica, consumo de reagentes e
geracao de rejeitos quimicos.

Na tentativa de diminuir ainda mais o tempo de anéalise o efeito da vazdo da fase
movel no sinal analitico foi estudado (Fig. 18 e Tab. 12), sendo verificado que este nédo
apresenta efeitos relevantes no perfil dos picos cromatograficos de 0,4 e 0,6 mL/min. O
unico efeito observado foi uma esperada diminuigdo do tempo de retengdo. Assim, a vazédo
da fase movel foi selecionada como 0,6 mL/min. Deve ser salientado que a vazao ndo pode
ser aumentada indefinidamente devido a um aumento da pressdo hidrodinamica do sistema

e a diminuicdo excessiva do tempo de contato dos analitos com a fase estacionaria.
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Figura 18. Variacdo da vazéo da fase mével. pH 8,0, [NH,CI] 50,0 mmol/L, [SDS] 2,25 %, EtOH 25,0 %

(v/v) e 10,0 mg/L de cada herbicida.

Tabela 12. Resolugdes cromatogréficas obtidas no estudo do efeito da vazao a fase movel

no sistema cromatogréfico.

Vazéo (mL/min) Rs simazina e atrazina Rs atrazina e ametrina
0,4 1,7 3,6
0,6 1,7 1,8

Considerando-se que os valores de pKas para 0s compostos triazinicos estdo na
faixa de 2,0, com excecdo da ametrina (pKa 4,0), e que para estes valores de pH a CLAE
ndo ¢ aplicavel devido a deterioracdo rapida da coluna cromatografica, foi considerado que
as moléculas dos herbicidas ndo deveriam sofrer modifica¢fes consideraveis na faixa de pH
de 4,5 a 8,0 (faixa Otima para utilizacdo da CLAE e ajustado para 4,5 com solucdo tampéao
acetado e entre 7,0 e 8,0 com solucdo tampdo fosfato). Este fato foi comprovado uma vez

que ndo foram observadas mudancas consideraveis no cromatograma com a variacédo de pH
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nesta faixa pré-determinada (Fig. 19 e Tab. 13). Assim, o pH 7,0 foi selecionado como
condicdo 6tima, principalmente porque o rejeito quimico gerado é neutro, sendo compativel

com a estratégia de se desenvolver método analitico limpo.
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Figura 19. Variacdo do pH da fase mével. Vazédo 0,6 mL/min, [NH,CI] 50,0 mmol/L, [SDS] 2,25 % (m/v),

alcool etilico 25,0 % e 10,0 mg/L de cada herbicida.

Tabela 13. Resolucbes cromatogréficas obtidas para a variacdo dos valores de pH da fase

movel.
pH Rs simazina e atrazina Rs atrazina e ametrina
4,5 1,6 2,8
7,0 1,6 2,9
8,0 1,7 1,8

Considerando que o pH 6timo foi 7,0, solucdo tampéo fosfato foi selecionada para
manter este pH por apresentar pKa préximo do valor escolhido e também porque o0s

constituintes desta solugdo tampao ndo séo considerados toxicos.
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Estudos de concentracdo da solugdo tampéo evidenciaram que melhores resultados
analiticos no processo de separacdo sdo obtidos quando a concentracdo da solucao tampéo
fosfato é fixada em 0,100 mol/L (Fig. 20 e Tab. 14), pois os picos cromatograficos obtidos
com esta concentracdo de fosfato sdo mais finos levando a obtencdo de melhores resolucfes

cromatograficas, em um tempo total de analise menor.
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Figura 20. Efeito da concentragdo de tampéao fosfato. Vazdo 0,6 mL/min, [NH,CI] 50,0 mmol/L, [SDS]

2,25 % (m/v) , EtOH 25,0 % ( v/v) e 10,0 mg/L de cada herbicida.

Tabela 14. Resolucdes cromatogréaficas obtidas para a variagdo da concentragdo da

solucédo tampéao fosfato.

tampéao fosfato (mol/L) Rs simazina e atrazina Rs atrazina e ametrina
0,0100 1,7 29
0,100 2,0 3,4

Ap0Os o0 processo de otimizagdo verificou-se que os trés compostos triazinicos

podiam ser determinados, com boa seletividade, sensibilidade e alta frequéncia analitica,
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sendo a determinacdo dos herbicidas possivel em menos de 30 min, seguindo-se as

melhores condigdes estabelecidas nos experimentos de otimizagdo (Fig. 21).
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Figura 21. Cromatograma de uma solu¢do padrao dos herbicidas. Dados obtidos para injecdo de 10uL da
solucdo padrdo de 10,0 mg/L de cada herbicida, vazdo 0,6 mL/min, [NH,4CI] 50,0 mmol/L, [SDS] 2,25 %

(m/v), EtOH 25,0 % (v/v) e tampéo fosfato 0,100 mol/L, (pH 7,0).

O procedimento cromatografico proposto apresentou sensibilidade e frequéncia
analitica comparaveis aquelas obtidas quando da utilizagdo do procedimento
cromatografico convencional que utiliza solventes organicos como fase movel (item 5.1.1).

Foram obtidos tempos de retencédo de 11,4, 15,6 e 24,4 min para simazina, atrazina e
ametrina, respectivamente. As resolugdes cromatograficas foram estimadas como 3,5 entre

simazina e atrazina e 5,4 entre atrazina e ametrina, indicando que os resultados obtidos
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podem ser utilizados para fins quantitativos uma vez que ndo sao observadas sobreposigdes
de picos.

Alguns autores preconizam que uma resolucdo cromatografica acima de 1,5 é
suficiente para determinagdes quantitativas [82].

Curvas analiticas para os trés herbicidas (Fig. 22) evidenciam linearidade na faixa

de 1,00 — 50,0 mg/L para injecdes de 10uL.

45000000 - - S 35000000 ~ - _
Curva Analitica (Simazina) Curva Analitica (Atrazina)
40000000 -
30000000 -
35000000 -
25000000 -
30000000 -
250000004 20000000
(1] (1]
< <
< 20000000 < 15000000 |
15000000
10000000 -
10000000
5000000
5000000 -
0 T T T T T 0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Concentragao (mg/L) Concentragéo (mg/L)

25000000 ) )
Curva Analitica (Ametrina)

20000000 —

15000000

Area

10000000

5000000

T T T T T
0 10 20 30 40 50
Concentragdo (mg/L)

Figura 22 - Curvas analiticas para os herbicidas: Simazina, Atrazina e Ametrina.

Os limites de deteccdo (Tab. 15) foram obtidos através da relagdo sinal/ruido (3x) e

os limites de quantificacdo (Tab. 15) também foram estimados através da relacdo
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sinal/ruido (10x) e sdo comparaveis aqueles do procedimento cromatografico convencional
(Tab. 07). Deve ser observado que os valores de limites de detec¢cdo podem ser melhorados,
quando necessario, aumentando-se o volume de amostra injetado ou através de
procedimentos de pré-concentracao.

Tabela 15. Caracteristicas do método proposto para a determinacéo de herbicidas.

simazina atrazina ametrina
Equacdo da reta y = 768398x-97622  y =586672x-35569 y =406611x+81172
R* =0,9996 R* = 0,9994 R®=0,9990
Limite de deteccdo 100 pg/L 100 ng/L 150 pg/L
Limite de 333 ng/L 333 ug/L 500 ng/L

quantificagao

5.3.2. Corantes téxteis

Estudos preliminares foram realizados buscando-se verificar qual a sequéncia de
eluicdo dos corantes da coluna cromatografica RP-18, assim como a separacdo destes
utilizando diferentes ambientes micelares. Considerando que a regido de absor¢éo da
radiacdo eletromagnética pelos corantes estd na faixa do visivel e que o0s agentes
surfactantes estudados ndo absorvem e ndo provocam espalhamento de luz consideravel
nesta regido do espectro, inicialmente foi investigado qual dos agentes surfactantes
promovia a melhor modificacdo da coluna cromatogréfica e da fase movel resultando em
uma possivel separacdo dos trés corantes. Nesta fase foi verificado que o Triton X-100
apresentava as melhores caracteristicas para ser utilizado como fase moével, sendo que a

sequéncia de eluicéo era amarelo procion, vermelho procion e azul brilhante remazol.
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Os corantes amarelo procion e vermelho procion apresentaram pouca interacdo com
a coluna cromatografica RP-18 quando a fase movel era constituida apenas por solucéo
aquosa do surfactante Triton X-100 e os tempos de retencdo para ambos corantes era igual
ao tempo morto, indicando que a interacdo destes corantes com a coluna cromatografica era
insuficiente para promover uma separacdo que pudesse ser utilizada para fins analiticos.
Diferentemente dos outros dois corantes anteriores, o corante azul brilhante remazol

apresentou boa interacdo com a coluna cromatogréfica (Fig. 23).

- 0.06

- 0.04

Absorhancia

0.0z

E 0,00

Tempo (min)

Figura 23. Cromatograma da mistura dos corantes téxteis. Vazdo 1,0 mL/min, [Triton X-100] 1,0 % (v/v)

e 50,0 mg/L de cada corante.

A possivel explicacdo para a interacdo semelhante dos corantes amarelo e vermelho
estd na grande semelhanca estrutural existente entre eles (Fig. 05), enquanto que a pouca
afinidade de ambos pela fase estacionaria pode ser explicada pela grande diferenca de

polaridade existente entre as moléculas dos corantes (amarelo e vermelho) e a fase
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estacionaria (Cig); devido aos varios grupos sulfonatos presentes nas moléculas dos
corantes que os tornam muito i6nicos enquanto a fase estacionaria apresenta baixa
polaridade.

Na tentativa de neutralizar as cargas dos corantes e aumentar sua interacdo com a
coluna cromatografica foi adicionado um sal que pudesse também funcionar como solucéo
tampao; o sal escolhido foi fosfato de sodio, devido a possibilidade de preparar solucGes
tampdo em trés faixas de pH distintas (2,0, 7,0 e 12,0) e devido ao fato deste ndo ser
considerado um composto toxico.

Foi também verificado nesta fase inicial que os corantes téxteis em ambiente
micelar apresentavam tendéncia a aglutinarem-se, formando auto - agregados, fato normal
nas moléculas orgéanicas de alta massa molar (1586,5, 1598,4 e 626,5 g/mol para amarelo,
vermelho e azul, respectivamente). Estes processos de agregacao dificultaram a separacao
cromatogréafica, principalmente devido ao aparecimento de diversos picos que foram
atribuidos a mondmeros, dimeros e trimeros dos corantes. Para corrigir este problema, foi
necessario adicionar alcool etilico a fase movel como tentativa de aumentar a estabilidade
dos corantes téxteis na forma monomérica.

Assim, a selecdo dos componentes da fase movel e suas respectivas concentracdes
que permitiriam efetuar a separacdo dos corantes téxteis foram selecionadas partindo-se
do planejamento fatorial (Tab. 05, pag. 44), sendo as melhores respostas selecionadas em

funcéo da resolucéo cromatografica obtida (Tab. 16)
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Tabela 16. ResolucBes cromatograficas para planejamento fatorial 2° para

determinacdo dos corantes téxteis*.

Experimento Rs amarelo e vermelho Rs vermelho e azul
1 2,43 1,56
2 2,44 3,90
3 20 e
4 2,40 2,60
5 2,42 1,55
6 2,13 4,27
7 257 -
8 1,98 2,41

“Dados obtidos para vaz&o constante de 1,0 mL/min.

As condicdes utilizadas no experimento 8 (Tab. 16), concentracdo de Triton X-100
0,90 (v/v), Na;HPO,4 5,00 mmol/L e EtOH 20,0 % (v/v), foram escolhidas como étimas
(Fig 24). Quando as separacfes foram conduzidas sob estas condi¢cbes foram obtidas
resolucBes cromatograficas adequadas para determinacfes quantitativas dos corantes téxteis
sem a presenca de picos de agregados e apresentando o menor tempo de analise, 0 que
aumenta a frequéncia analitica e diminui a quantidade de reagentes utilizados. Os fatores
que apresentaram maior influéncia na separacdo cromatografica dos corantes téxteis,
calculados através das resolucfes cromatograficas (fator de resposta obtido entre amarelo
procion e vermelho procion), foram a concentracdo de tampéo fosfato e a concentracdo da
solucdo do surfactante (Triton X -100), enquanto que a concentracdo de alcool etilico
exerceu contribuicdo mais discreta (Tab. 17). Verificou-se intensa interacdo entre as
variaveis 1 e 3, interacdo média entre as trés varidveis e interacdo discreta entre as variaveis

2 e 3 (Tab. 17).
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Figura 24. Cromatograma obtido para o experimento 8. Vazdo 1,0 mL/min, Triton X-100 0,90 % (v/v),

solucdo tampéo fosfato 5,00 mmol/L (pH 7,0), EtOH 20,0 % (v/v) e 50,0 mg/L de cada corante téxtil.

Tabela 17. Calculo dos efeitos de cada variavel e da interacdo entre elas na resolucdo

cromatografica.

Efeito das variaveis e das interagdes entre

Parametros
amarelo e vermelho
Média 2,3
1 (= NaHPOy) -0,13
2 (= Triton X-100) -0,11
3 (= EtOH) -0,055
12 0,010
13 -0,31
23 0,11
123 -0,16
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Estes fatores de interacdo demonstram a complexidade do processo de separagao
dos trés corantes téxteis que provavelmente envolvem modificagio da coluna
cromatogréafica pelo agente surfactante, mudanca da fase mdvel devido a formacdo de
micelas e variagfes nas condicOes de estabilidade dos corantes devido a presenca de cargas
associadas a cargas da solucao tampdo e o teor de alcool etilico.

Adicionalmente foi verificado que para valores de pH baixos o processo de
separacao ndo se mostrava eficiente, provavelmente devido ao aumento do processo de auto
- agregacao dos corantes, ocorrido através da neutralizacdo de alguns grupos negativos dos

mesmos (Fig.25).
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Figura 25. Variagédo do pH da fase movel. Solugao tampéo 5,00 mmol/L, EtOH 20,0 % (v/v), vazdo de 1,0

mL/min, [Triton X-100] 0,90 % (v/v) e 50,0 mg/L de cada corante.
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Muitos dos agregados formados apresentam baixa polaridade diminuindo a
possibilidade de serem solvatados pela fase movel e aumentando a possibilidade de serem
atraidos pela fase estacionéria.

Devido a este fato, com a diminui¢do do pH percebeu-se a diminuicdo do nimero de
picos devido a adsorcdo dos agregados na coluna cromatogréafica. Observou-se que 0s
melhores valores de pH para a separagdo cromatogréafica estavam entre 7,0 e 8,0 (Fig. 25 e
Tab. 18), sendo escolhido o pH 7,0 devido a neutralidade dos rejeitos gerados, fato que

torna o método mais limpo.

Tabela 18. Resolucbes cromatogréficas obtidas para a variacdo dos valores de pH da fase

movel.

pH Rs amarelo e vermelho Rs vermelho e azul
3o e e

4,0 - e

5,0 1

6,0 11 2,2

7,0 1,9 2,4

7,5 1,8 1,7

8,0 1,8 1,6

Com relacdo a concentracdo da solucdo tampdo foi observado que o valor 6timo
para 0 processo de separacdo era de 5,00 mmol/L (Fig. 26 e Tab. 19). Quando a
concentracdo da solucdo tampédo fosfato era menor que 5,00 mmol/L foi verificada
diminuicdo das resolugdes cromatograficas e uma substancial diminuicdo do pico do
corante azul, fatos que impediram a obtencdo de dados quantitativos (Fig. 26). Para

concentragfes da solucdo tampdo superiores a 5,00 mmol/L foi observado constante
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aumento do tempo de retencdo e maior tendéncia de auto - agregagdo do corante amarelo,

chegando até mesmo a desaparecer o pico referente a este corante quando a concentracao

do tampa@o era superior a 10,0 mmol/L (Fig. 26).
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Figura 26. Variacdo da concentracdo da solucdo tampao fosfato (pH 7,0). EtOH 20,0 % (v/v), [Triton X-

100] 0,90 % (v/v), vazéo 1,0 mL/min e 50,0 mg/L de cada corante.

Tabela 19. ResolucGes cromatograficas obtidas para a variagdo da concentracéo da solugao

tampao fosfato.

Tampao fosfato (mmol/L)

Rs simazina e atrazina

Rs atrazina e ametrina

0,00
3,00
5,00
8,00
10,0
15,0

3,2
2,1
2,0
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O estudo da concentracdo de alcool etilico, modificador da fase moével, mostrou que
a concentracdo de 20,0 % (v/v) era adequada (Tab. 20 e Fig. 27). Para concentragdes de
alcool etilico inferiores a 20,0 % (v/v) a tendéncia de auto - agregacdo foi observada,
principalmente para o corante vermelho, sendo este efeito mais acentuado quanto menor a
concentracdo de alcool na fase movel. Para valores de concentracdo de etanol maiores que
20,0 % (v/v) o sinal analitico mantinha-se praticamente constante, porém a pressao do
sistema aumentava consideravelmente devido a alta viscosidade do etanol. Assim, a

concentracdo de etanol foi fixada em 20,0 % (v/v).

L 0,09

Abhsorbancia

Tempa (min)

Figura 27. Variacdo da concentracdo de EtOH. [tampdo fosfato] 5,00 mmol/L (pH 7,0), [Triton X-100]

0,90 % (v/v), vazéo 1,0 mL/min e 50,0 mg/L de cada corante.
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Tabela 20. ResolucGes cromatogréficas obtidas para a variacdo do teor de alcool etilico.

alcool etilico % (v/v)

Rs amarelo e vermelho

Rs vermelho e azul

0,00
5,00
10,0
15,0
20,0

1,1
1,6
1,9
2,1
2,0

2,3
2,4
2,6
2,6
2,5

Quanto a presenca de Triton X-100, verificou-se que este era fundamental ao

processo de separagdo dos corantes téxteis (Fig. 28 e Tab. 21).
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Figura 28. Efeito da concentracgéo de Triton X-100. [tampao fosfato] 5,00 mmol/L (pH 7,0), EtOH 20,0 %

(v/v), vazdo 1,0 mL/min e 50,0 mg/L de cada corante.
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Sendo observado que para concentragdes de Triton X-100 inferiores 0,90 % (v/v)
ocorria um aumento do tempo de retencéo para o corante azul bem como sobreposi¢édo dos
picos dos corantes amarelo e vermelho. Sem a presenga de Triton X-100, o pico do corante
azul desaparecia, ou seja, o corante ndo era eluido da coluna cromatogréfica enquanto a
resolucdo cromatografica entre os corantes amarelo e vermelho ndo atingia o valor minimo
para fins quantitativos. Para valores de concentracdo de Triton superiores a 1,0 % (v/v) era
observada constante diminuicdo da resolucdo cromatografica com o aumento da
concentracdo do mesmo, chegando-se a obter intensa sobreposi¢cdo dos picos quando a
concentracdo era 2,0 % (v/v). Este fato estd associado a um aumento da afinidade dos
corantes pela fase movel, e consequente diminuicdo da interagdo com a coluna

cromatogréafica. Assim, a concentracao de Triton X-100 foi fixada em 1,0 % (v/v).

Tabela 21. Resolucbes cromatograficas obtidas para a variacdo da concentracdo de Triton

X-100.
Triton X-100 % (v/v) Rs amarelo e vermelho Rs vermelho e azul
0,00 12 e
0,25 1,9 5,7
0,50 2,0 4,3
0,90 2,0 2,5
1,0 2,1 2,7

20 e

A vazdo da fase mdvel ndo apresentava outros efeitos na separacdo cromatografica,
além de mudancas na dispersdo e tempo de analise. Desta forma, este fator foi estudado
(Fig. 29 e Tab 22) para se obter menor tempo de analise, consumo de reagentes e pressao

gerada no sistema cromatogréfico.
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Figura 29. Efeito da vazdo no sinal analitico. [tampé&o fosfato] 5,00 mmol/L (pH 7,0), EtOH 20,0 % (v/v),

[Triton X-100] 1,00 % (v/v) e 50,0 mg/L de cada corante.

Tabela 22. Resolucgdes cromatogréaficas obtidas para o estudo da vazéo da fase movel no

sistema cromatogréfico.

vazdo (mL/min) Rs amarelo e vermelho Rs vermelho e azul
0,30 1,7 2,6
0,50 2,0 2,9
0,70 2,2 3,1
1,0 2,1 2,7

O valor de 0,70 mL/min foi selecionado como étimo; sob esta condicdo o método
analitico apresenta boa sensibilidade, sendo possivel quantificar os corantes de interesse em

apenas 8,0 min.
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Utilizando as condicdes étimas do método proposto para a separacdo dos corantes
(Triton X-100 1,0 % (v/v), tampdo fosfato 5,00 mmol/L (pH 7,0), alcool etilico 20,0 %
(v/v) e vazdo de 0,7 mL/min) obteve-se tempos de retencdo de 2,0, 2,9 e 5,1 min para
amarelo procion, vermelho procion e azul remazol, respectivamente (Fig.30).

As resolugdes cromatogréficas obtidas para as condi¢des otimizadas (2,2 para a
separacdo dos corantes amarelo procion e vermelho procion e 3,1 para a separacdo do
vermelho procion e azul brilhante remazol) demonstram que os dados obtidos podem ser

utilizados para fins analiticos (Fig. 30).
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Figura 30. Cromatograma obtido para a mistura dos corantes amarelo procion H-4R, vermelho
procion H-E7B e azul brilhante remazol: Dados obtidos para uma injecdo de 30uL e 50,0 mg/L de cada
corante, [tampdo fosfato] 5,00 mmol/L (pH 7,0), [EtOH] 20,0 % (v/v), [Triton X-100] 1,0 % (v/v) e vazdo de

0,7 mL/min.
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Curvas analiticas obtidas para os corantes téxteis Amarelo Procion H-4R, Vermelho
Procion H-E7B e Azul Brilhante remazol (Fig. 31) evidenciam linearidade na faixa de 3,00

— 100 mg/L para injecdes de 30 uL da solugédo padrao.
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Figura 31- Curvas analiticas para os corantes texteis: Amarelo Procion H-4R, Vermelho Procion H-E7B e

Azul Brilhante Remazol.

Os limites de deteccdo (Tab. 23) foram obtidos através da relacdo sinal/ruido (3x) e
os limites de quantificacdo (Tab. 23) também foram estimados atraves da relacéo
sinal/ruido (10x) e estes permitem que sejam determinados corantes téxteis em efluentes

industriais através do método proposto.
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Tabela 23. Caracteristicas do método cromatografico para a determinacdo dos

corantes téxteis.

Amarelo Procion Vermelho Procion Azul Brilhante

H-4R H-E7B Remazol
Equacdo da reta y =100351x -29637 y =16492x + 9378 y =85499x + 3981
R®=0,9991 R®=0,9990 R®=0,9996
Limite de detecgéo 0,40 mg/L 0,80 mg/L 0,80 mg/L
Limite de 1,3 mg/L 2,7 mg/L 2,7 mg/L

quantificacéo

5.4. Aplicagdes

5.4.1. Herbicidas

O método desenvolvido para determinacdo de compostos triazinicos (simazina,
atrazina e ametrina) foi utilizado em amostras de solo, agua e tomate. Nas amostras de agua
e tomate, os herbicidas ndo foram detectados; provavelmente as concentracdes estavam
abaixo do limite de determinacdo. Para amostras de solo (plantacdo de milho) foram
encontradas concentracGes de 260 ug /kg + 4 % e 390 ug/kg + 3 % dos herbicidas atrazina
e ametrina, respectivamente.

A validagdo do método analitico foi realizada através de ensaios de recuperacéo e
também através de comparacédo dos resultados com aqueles obtidos quando da utilizacdo do
procedimento convencional que emprega solvente organico (Tab. 24). Os resultados
obtidos através do método proposto e do método convencional mostraram-se concordantes,

os valores médios das percentagens de recuperacdo ndo sdo estatisticamente diferentes ao
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nivel de 95 % (teste t de student), evidenciando assim a exatiddo dos resultados obtidos

quando da utilizagdo do método proposto.

Tabela 24. Determinacdo dos herbicidas em amostras de agua, solo e vegetal através do

metodo proposto (limpo) e método comparativo, através de ensaios de recuperacao (n=4).

Amostras Concentracao Método proposto Método comparativo
(mg/L) (recuperagéo %) (recuperacéo %)

adicionado simazina atrazina  ametrina simazina  atrazina  ametrina
agua (destilada) 1,0 96,0£2,1 93,0+1,7 87,5+1,5 93,0+24 90,0+2,1 90,5+1,5
agua (torneira) 2,0 95,841,6 91,0£2,2 89,0£1,8 93,0£2,0 95,0+0,9 92,0£1,8
agua (rio) 4,0 95,8+0,7 96,5+2,5 87,0+0,9 97,0+1,7 92,0+12 89,0+2,0
solo (milho) 30 e 85,0£2,5 78,3+3,2 81,0+3,0 84,0+19
solo (milho) 40 e 86,0+2,3 77,0£1,7 90,0+£2,8 80,0£14
tomate 2,0 94,5+1,5 91,5¢1,9 91,311 92,0+£1,6 87,0£1,8 89,0£0,6
tomate 3,0 83,0£3,3 84,3+2,0 81,8+1,6 90,015 87,5t15 79,0421

Os resultados obtidos para o teste de recuperagéo estdo entre 77,0-97,0 % e podem
ser considerados satisfatorios para a faixa de concentragdo estudada e principalmente

devido a complexidade de se analisar pesticidas em amostras de frutas e solos.

5.4.2. Corantes

O método limpo desenvolvido para determinacdo dos corantes téxteis amarelo
procion H-4R, vermelho procion H-E7B e azul brilhante remazol foi aplicado para analise
de efluentes téxteis. A validacdo do método analitico foi realizada através de ensaios de

recuperacdo (Tab. 25), devido & auséncia de métodos alternativos na literatura.

83



Capitulo 5 - Resultados e Discussoes

Tabela 25. Ensaios de recuperacdo dos corantes téxteis amarelo procion, vermelho

procion e azul brilhante remazol (n=4).

Amostra Concentracao determinada Concentracao adicionada Recuperacao (%0)
(mg/L) de cada corante (mg/L)

amarelo  vermelho azul amarelo  vermelho  azul
1 9,6040,23 - 19,8+0,5 05 96,7 - 99,0
2 45040,16 - - 05 930 @ -
3 15,840,6 14,9403 - 10 101,6 995 = -
4 10,4+0,2 6,90+0,32 6,10+0,10 10 97,5 90,8 92,0
5 18,0+0,4  23,0+0,7  28,7+0,8 15 101,0 95,5 100,5
6 - 7,10+0,10  9,40+0,25 20 e 95,0 96,8

Através dos resultados obtidos nos ensaios de recuperacdo pode-se verificar que as
percentagens de recuperacdo variaram entre 90,0 -102,0 % indicando que o método
proposto ndo sofre interferéncias da matriz para as amostras estudadas. Deve ser ressaltado
que o teste de recuperacéo € o teste indicado para a validacdo de métodos analiticos quando
amostras de referéncia certificada e métodos analiticos comparativos ndo estdo disponiveis,

sendo este o caso do presente trabalho.
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6. Conclusoes

Foi possivel desenvolver métodos cromatograficos limpos de CLAE minimizando a
utilizacdo de solventes organicos toxicos explorando ambientes micelares em agua para
separacao de herbicidas triazinicos e corantes téxteis industriais.

O método cromatografico desenvolvido para a determinacdo dos herbicidas
triazinicos simazina, atrazina e ametrina utilizando como fase mdvel SDS 2,25 % (m/v),
alcool etilico 25,0 % (v/v), NH4CI 50,0 mmol/L, tampdo fosfato 0,100 mol/L (pH 7,0) em
agua e como fase estacionaria uma coluna RP-18, mostrou-se seletivo, sensivel, robusto,
simples, de alta frequéncia analitica, sendo os resultados obtidos comparaveis aqueles
fornecidos quando da utilizagdo do procedimento convencional, mas com a vantagem de
ndo utilizar reagentes toxicos. Foram obtidos tempos de retencdo de 11,4, 15,6 e 24,4 min
para simazina, atrazina e ametrina, respectivamente e as resolu¢es cromatogréficas foram
estimadas como 2,0 entre simazina e atrazina e 3,4 entre atrazina e ametrina. As curvas
analiticas obtidas para os trés herbicidas evidenciam linearidade na faixa de 1,00 — 50,0
mg/L para injegdes de 10uL e os limites de detecgéo foram estimados em 100, 100 e 150
ug/L para simazina, atrazina e ametrina, podendo ser melhorados, quando necessario,
aumentando-se o volume de amostra injetado ou através de procedimentos de pré-
concentracéo.

O método cromatografico desenvolvido para a determinacdo dos corantes téxteis
amarelo procion H-4R, vermelho procion H-E7B e azul brilhante remazol utilizando como
fase maével: Triton X-100 1,0 % (v/v), alcool etilico 20,0 % (v/v) e tampdo fosfato 5,00
mmol/L (pH 7,0) em &gua e como fase estacionaria uma coluna RP-18, mostrou-se simples,

seletivo, sensivel, robusto e de alta frequéncia analitica, pois foi possivel realizar a anélise
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dos corantes estudados em apenas 8 min, com a vantagem adicional de ser um método
cromatogréfico limpo. Apds as otimizacOes da fase mdvel, foram obtidos tempos de
retencédo de 2,0, 2,9 e 5,1 min para amarelo procion H-4R, vermelho procion H-E7B e azul
brilhante remazol, respectivamente e resolugdes cromatograficas de 2,2 para a separacdo
dos corantes amarelo procion e vermelho procion e 3,1 para a separagdo do vermelho
procion e azul brilhante remazol. As curvas analiticas para os trés corantes téxteis em
estudo apresentam linearidade na faixa de 3,00 - 100 mg/L para injecdes de 30 uL da
solucdo padrdo e os limites de deteccdo estimados de 0,40, 0,80 e 0,80 mg/L para amarelo
procion, vermelho procion e azul remazol, respectivamente. O método proposto, além de
ser limpo, € uma ferramenta Gtil para analise destes corantes em efluentes téxteis industriais

uma vez que ndo se verifica na literatura metodologia disponivel para essa analise.
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A seguir sdo listados os herbicidas escolhidos e suas principais caracteristicas [15]:

Simazina

X/
L X4
X/
L X4
X/

L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4
X/
L X4
X/

L X4

grupo quimico — triazinas

formula molecular - C;H12CI Ns

nome quimico — 2-cloro-4,6-bis-etilamino-S-triazina

massa molar - 201,66 g/mol

classe toxicologica: classe 11, mediamente toxica

irritabilidade: pele - levemente irritante, olhos - moderadamente irritante
sintomas de envenenamento — ataxia, dispnéia e convulsdes

dissociacdo acida (pKa): 1,6 (25°C)

LDso (camundongos): 971 mg/kg

solubilidade em &gua: 5 mg/L

No Brasil a simazina é utilizada em culturas de milho, plantacBes de abacaxi,

bananeira, cacau, café, cana-de-agucar, citricos, macieira, videira, roseira e seringueira [15].

A simazina é uma das mais importantes triazinas, sendo um dos herbicidas mais
usados na agricultura atual. Sua persisténcia no solo é bastante acentuada e seu transporte
no meio ambiente causa poluicdo do sistema aquéatico. A degradacdo das triazinas no solo
ocorre geralmente devido hidrdlise, radiacdo UV, oxidacdo e acdo de microorganismos. Seu

principal produto de decomposicdo no solo e na agua sdo as respectivas hidroxi - triazinas

[98].
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Atrazina

% grupo quimico — triazinas

+ formula molecular - CgH14CINs

% nome quimico — 2-cloro-4 (etilamino)-6-(isopropilamino)-S-triazina

% massa molar — 215,68 g/mol

¢ classe toxicologica: classe 11, mediamente toxica

+ irritabilidade: pele e olhos - levemente irritante

% sintomas de envenenamento: fraqueza muscular, apatia, dispnéia e prostacao
+ dissociacdo acida (pKa): 1,7 (25°C)

¢ LDs (camundongos): 1750 mg/kg

+¢+ solubilidade em agua: 28 mg/L.

No Brasil a atrazina é utilizada em culturas de milho, plantacBes de abacaxi,
bananeira, cacau, manga, cana-de-agucar, péssego, pimenta-do-reino, etc. Juntamente com

a simazina é a mais persistente no meio ambiente [15].

Ametrina

%+ grupo quimico — triazinas

% formula molecular - CgH17NsS

“* nome quimico — 2-etilamino-4-isopropilamino-6-metiltio-S-triazina
¢+ massa molar - 227,33 g/mol

% classe toxicoldgica: classe 111, mediamente toxica

*

irritabilidade: pele e olhos - levemente irritante

L)
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% sintomas de envenenamento: sonoléncia, fraqueza muscular, perda de peso,
diarréia e dificuldade respiratoria.

¢ dissociacao acida (pKa): 4,0 (25°C)

% LDsg (camundongos): 1100 mg/kg

% solubilidade em &gua: 185 mg/L

No Brasil a ametrina é utilizada em culturas de milho, plantacdes de abacaxi,

bananeira, café, cana -de - acUcar, citrus, uva [15].
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