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RESUMO

Os compostos fendlicos sao substancias amplamente conhecidas e fazem parte de varios processos industrias. Dentre elas,
existem os clorofendis e os nitrofenéis, ambos estdo entre as substancias mais téxicas encontradas no meio ambiente,
incluindo a presenga em corpos d’agua. O presente trabalho tem o objetivo de desenvolver e validar um método cromatogréafico
HPLC-DAD, para a determinagdo de clorofenois e nitrofendis em aguas superficiais coletadas na regido de Salvador-BA. Foi
realizada a otimizagdo da separacédo cromatogréafica, com tempo total de corrida de 32 min. Valores obtidos para as figuras
de mérito para o0 método proposto atestam a qualidade analitica para futura quantificagdo dos compostos em amostras reais
de aguas superficiais.
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1. INTRODUCAO

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente conhecidas e fazem parte de varios processos
industriais. Dentre esta classe de substancias, estéo incluidos os clorofendis e os nitrofendis. Os clorofendis séo
substancias organocloradas, formadas a partir da substituicdo de um ou mais atomos de hidrogénio, no anel
aromaético do fenol, por &tomos de cloro. Enquanto nos nitrofendis ha a substituicao pelo grupo nitro. Ambos estao
entre as substancias mais toxicas encontradas no meio ambiente, possuindo elevado potencial cancerigeno e de
dificil biodegradabilidade. Ressalta-se que os clorofendis sdo mais toxicos que seus precursores fendlicos nao
clorados.1?

A propagacdo desses compostos no meio ambiente através da lixiviagdo e infiltragdo a partir do lixo
industrial em fontes de agua leva a sérios efeitos deletérios em todas as formas de vida. Nesse sentido, assegurar
a qualidade da 4gua é medida de grande impacto na prevencao de doencas, tornando indispensavel a avaliagao
dos niveis de contaminacao da mesma por substéncias indesejaveis.! O CONAMA (Conselho Nacional de Meio
Ambiente), por meio da resolugdo n°430/2011, estabelece limites maximos permitidos para algumas destas
substancias em agua, sendo este um dos parametros de avaliacdo da qualidade de dguas superficiais.?3

Os métodos analiticos utilizados na determinagdo dessas substéncias em &agua tém se mostrado
tediosos, devido aos longos tempos de preparo de amostras e o grande consumo de solventes organicos. Assim,
torna-se necessario o desenvolvimento de métodos ecologicamente amigaveis buscando um minimo consumo e
descarte de solventes organicos, menor tempo de analise e promovendo uma minima manipulagdo das
amostras.?

Diante dos expostos, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver e validar um método
cromatografico, usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo (HPLC-DAD),
capaz de determinar clorofendis e nitrofendis em amostras de aguas superficiais coletadas na regido de Salvador-
BA.

2. METODOLOGIA

O desenvolvimento e a validagdo do método foram feitos utilizando um cromatografo liquido de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) da marca Shimadzu, equipado com uma unidade de
bombeamento de solvente quaternaria (LC-20AT), um injetor automéatico (SIL-20AHT), desgaseificador (DGU-
205), forno para coluna (CTO-20A) e uma interface controladora (CBM-20A). A separacdo cromatogréfica foi
realizada utilizando uma coluna NUCLEODUR® 100-5 C18 ec (150 mm x 4 mm ID; tamanho de particula de 5
um) acoplada & uma pré-coluna ZORBAX Eclipse Plus C18 Agilent (4.6 mm x 12.5 mm). Acido acético 5%
(solvente A) e acetonitrila (solvente B) foram utilizados como fase mavel, as quais tiveram os percentuais variando
ao longo das analises.

Inicialmente, foi avaliado o seguinte gradiente de eluicdo da fase movel: 0 a 35 min (0-92% B); 35 a 40
min (92-0% B); 40 a 42 min (0% B). Visando otimizar a corrida cromatogréafica, diminuir o consumo de solventes
e tornar a analise mais ambientalmente correta foram feitas mudancgas no tempo total das corridas, reduzindo



para 32 minutos: 0 a 25 min (0-92% B); 25 a 30 min (92-0% B); 30 a 32 min (0% B). Durante toda a corrida
cromatogréfica, foi utilizado um fluxo constante de 1,00 mL/min e temperatura do forno de 40°C.

Foi utilizada uma mistura de 13 compostos fendlicos, clorados e nitrados, na etapa de desenvolvimento
do método cromatografico. As 13 substancias contidas na mistura eram 4-cloro-3-metilfenol, 2-clorofenol, 2,4-
diclorofenol, 2,6-diclorofenol, 2,4-dimetilfenol, 2,4-dinitrofenol, 4,6-dinitro-2-metilfenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofenol,
pentaclorofenol, fenol, 2,4,6-triclorofenol e 2,3,4,6-tetraclorofenol. Foi preparada, entdo, uma solucao de trabalho
na concentracdo de 10mg/L, a partir da solucéo estoque (200mg/L).

Para a construcao das curvas analiticas, foram preparadas solucdes nas concentracdes de 0,01 mg/L;
0,025 mg/L; 0,075 mg/L; 0,1 mg/L; 0,125 mg/L; 0,15 mg/L; 0,175 mg/L e 0,2 mg/L, preparadas a partir da diluicdo
sucessiva da solucao estoque. Além disso, procedimentos para validacdo do método foram realizados de acordo
com as recomendacgdes de Ribani et al. (2004).4

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 estdo representados os cromatogramas da mistura dos 13 compostos fendlicos (clorados e
nitrados) na concentracdo de 10 mg/L. Cada um deles esta no comprimento de onda de melhor absorcao para
cada composto.

Figura 1 — Cromatograma obtido por HPLC-DAD referente a solucéo padrao da mistura de 13 compostos
fendlicos clorados e nitrados, na concentra¢éo de 10 mg/L, em diferentes comprimentos de onda. (Rosa = 260
nm; Azul = 270 nm; Marrom = 280 nm; Verde = 300 nm; Amarelo = 317 nm)

mAUI)
1,25 T -
1,50 8,9

1,25

1,00 .09

075
0.75/q,50

0,25 1
0,50-0,00
60 70 80 90 100 110 120 13,0 140 150 160 min
0,25
0,001 -
900 925 950 975 10,00 10,25 1050 10,75 11,00 1,25 11,50 11,75 12,00 12,25 min

ey
o 3 30
1,25 g

: 25|
70 1"
1,00 60 20] 12
075, 4 |
7 10/
0,50 10 |
| 1,0 (]_5‘:

0,25, 135 40 a5 T Tasp T Tiss 160 des 7o ATS B0 185 190min (]03

1,25 11,50 1,78 12,00 12,25 12,50 12,75 13,00 min 19/25 19)50 19,75 20,00 20,25 20,50 20,75 21,00 21,25 21,50 21,75 22,00 22,25 22,50 22,75 23,00 min

Apesar de termos obtido a melhor separag¢@o cromatografica conforme apresentada na Figura 1, percebe-
se a possibilidade de coeluigdo entre alguns compostos uma vez que dos 13 analitos injetados, foi possivel obter
um maximo de 11 picos. Dois dos compostos coeluidos sdo os compostos sinalizados no cromatograma da Figura
1, como sendo os compostos 8 e 9. Além disso, uma segunda coeluicdo de picos ainda esta sendo estudada.

Outro fato importante é que, ainda serd necessario o estabelecer a identidade de cada pico, a qual sera
realizada em um LC-MS, por meio da avaliacdo dos espectros de massas de cada composto para que seja
realizada a identificacdo inequivoca dos mesmos. Este fato sera necessario uma vez que 0S compostos
estudados foram adquiridos provenientes de uma mistura e nao temos os padrfes individuais das substancias
para a identificagdo dos picos até o momento.

Os resultados obtidos para os testes de validagdo do método estédo descritos na Tabela 1. Nesta, consta
a faixa de concentracdo das curvas analiticas feitas para cada composto, a linearidade (R?), os limites de deteccao
(LD) e os limites de quantificagdo (LQ), e a preciséo interdia (5 dias consecutivos) do método (CV).



A boa linearidade do método foi atestada por meio dos valores de R? = 0,99, para todos 0os compostos.
A obtencédo de coeficientes de variagdo (CV%) com valores menores que 15%, conforme a Resolucdo N°
899/2003 da ANVISA, indica a boa preciséo.®

TABELA 1 — Figuras de mérito dos testes para validacdo do método cromatografico.

Compostos Faixa linear R LD2 LQP Precisdo interdia®
(mgiL) (mg/L) (mg/L) CV (%)
0,01 mg/L 0,025mg/L 0,1mg/L 0,2mg/L
1 0,025-0,2 0,9973 0,009 0,029 -X- 4,28 3,16 1,75
2 0,01-0,2 0,9969 0,008 0,027 3,77 -X- 1,36 1,35
3 0,01-0,2 0,9967 0,008 0,028 11,8 -X- 4,99 2,46
4 0,01-0,2 0,9954 0,010 0,032 6,57 -X- 5,12 4,61
5 0,01-0,2 0,9974 0,007 0,025 12,3 -X- 6,16 3,72
6 0,025 -0,2 0,9961 0,011 0,035 -X- 8,06 5,13 4,25
7 0,01-0,2 0,9962 0,009 0,030 10,4 -X- 7,96 5,87
8 0,01-0,2 0,9964 0,009 0,029 15,3 -X- 3,87 2,41
9 0,025-0,2 0,9956 0,011 0,036 -X- 8,15 7,07 491
10 0,025-0,175 0,9965 0,010 0,032 -X- 12,6 2,63 2,18
11 0,025-0,2 0,9961 0,011 0,036 -X- 16,2 8,94 4,35

3Limite de detecgao; PLimite de quantificacéo; °CV = coeficiente de variagéo de n = 10 para 5 dias diferentes.

Os valores de LD e LQ foram calculados por meio da regressdo linear das curvas e indicam,
respectivamente, a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectado e menor
guantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com preciséo e exatidao aceitaveis. Os baixos
valores de LD obtidos atestam a alta sensibilidade do método proposto, sem a utilizagdo de um método de pré-
concentracdo dos analitos até o0 momento.

4. CONSIDERACOES FINAIS

O método cromatografico proposto mostrou-se eficiente e abrangente para a analise de compostos
fendlicos clorados e nitrados, de modo a utilizar conceitos da Quimica Verde tais como menor tempo de analise
e, consequentemente, reducdo no consumo de solventes organicos. Entretanto, novas etapas serédo
implementadas como a confirmagdo da sequéncia de eluicdo dos compostos associados aos respectivos picos
cromatograficos ja separados, bem como a aplicagdo do método em amostras reais de aguas superficiais.
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