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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de
metodologia analitica na técnica de extracdo em fase sélida para a analise de
compostos fendlicos clorados em efluentes aquosos oriundos do processo de
branqueamento de celulose, de modo a comparar com a técnica classica de
extracdo liquido-liquido.

Primeiramente, foram utilizadas amostras de solugbes padrao de
compostos fendlicos clorados, a fim de verificar qual a melhor técnica de
extracdo, extragdo liquido-liquido (LL) ou extracdo em fase solida (SPE),
utilizando cartuchos comerciais de fase C18 e de fase tC18. Foram realizados
varios experimentos para o estabelecimento das melhores condi¢cées de
extracdo para a SPE sendo os resultados comparados com o da extracéo LL.
Os dados obtidos, revelaram que a extracdo em fase sdlida utilizando
cartucho com fase C18 demonstrou maior eficiéncia, sendo a mesma
escolhida para andlise das amostras dos efluentes de branqueamento de
celulose da empresa Cambara Celulose S.A.

A andlise dos efluentes de branqueamento pela técnica SPE com
cartucho comercial de fase C18 foi realizada com o auxilio das técnicas de
cromatografia gasosa com detector de captura de eletrons e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometro de massas. A identificacdo dos compostos
se deu através da comparacdo dos tempos de retencéo e dos espectros de
massas com padrdo dos respectivos compostos, sendo identificados os
seguintes clorados: 3,5-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol, 4-clorocatecol, 4,5-
dicloroguaiacol, 3,5-diclorocatecol, 6-clorovanilina, 4,5-diclorocatecol, 4,5,6-
tricloroguaiacol, 5,6-diclorovanilina, 3,4,5,6-tetraclorocatecol, 3,4,5-
triclorosiringol e 3,4,5,6-tetraclorocatecol, dos quais somente nove foram
quantificados pela técnica da padronizagéo interna.

Também foram determinadas as toxicidades referentes ao
pentaclorofenol e o Fator de Toxicidade Equivalente Total (TEF) para cada

efluente estudado. Os valores obtidos, 0,110 mg.L™" para o primeiro efluente,
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512 mg.L" para o segundo e 103 mg.L" para o terceiro efluente, estes
valores foram superiores ao valor de LDs, para o pentaclorofenol que é de

0,096 mg.L”, indicando um grau significativo de toxidez para os mesmos.
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ABSTRACT

The present work aims the development of an analytical methodology
for the solid phase extraction technique applied to the analysis of chlorinated
phenolic compounds in aqueous effluents from the cellulose bleaching
process by comparison with the classical liquid-liquid extraction technique.

Firstly, samples of standard solutions of chlorinated phenolic
compounds were employed in order to verify which extraction technique was
the best; liquid-liquid extraction (LL) or solid phase extraction (SPE) using
commercial cartridges of C18 phase and tC18 phase. Several experiments
were performed for establishing the best SPE extraction conditions. The
results were compared to those for the LL extraction. Results obtained showed
better efficiency for the solid phase extraction with C18 phase cartridge being
this extraction chosen for the analysis of samples from the cellulose bleaching
effluents produced by Cambara Celulose S.A.

The bleaching effluent analysis by SPE technique with C18 phase
cartridge was carried out by gas chromatography using electron capture
detector and gas chromatography coupled to mass spectrometry. Compounds
identification was made by comparing retention times and mass spectra with
those of standards of the respective compounds. The following chlorinated
compounds have been identified: 3,5-dichlorophenol, 3,4,6-trichlorophenol, 4-
chlorocatechol, 4,5-dichloroguaiacol, 3,5-dichlorocatechol, 6-chlorovanillin,
4 5-dichlorocatechol, 4,5,6-trichloroguaiacol, 5,6-dichlorovanillin, 3,4,5,6-
tetrachlorocatechol, 3,4,5-trichlorosyringol and 3,4,5,6-tetrachlorocatechol,
from which nine have been quantified by internal standard technique.

Toxicity relative to pentachlorophenol and the Total Equivalent Toxicity
Factof (TEF) for each effluent were also determined. The obtained values;
0.110 mg.L™ for the first effluent and 512 mg.L" and 103 mg."'L for the second
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and third effluents are bigger than the LDs, for pentachlorophenol which is
0.096 mg.”'L, pointing for a significative toxicity of the studied compounds.
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OBJETIVOS

Os principais objetivos do presente estudo podem ser resumidos em:

1. Desenvolver uma metodologia analitica baseada na extracdo em fase
solida, que permita a andlise rapida e reprodutiva de CoFCs em efluente

de branqueamento de celulose;

2. Comparar a Extracdo em Fase Soélida usando dois tipos de fases: C18 e

tC18, usando solugdes padréo;

3. Comparar a SPE, usando a melhor fase estacionaria, com a extragdo

liquido-liquido, usada como referéncia;

4. Caracterizar qualitativamente e quantitativamente efluentes de

branqueamento de celulose, usando técnicas cromatograficas e

W

% Q@‘k\%\cp”
ot TE & %5";;
o VERRE W@§

espectroscopicas.
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1 INTRODUGAO

A determinagéo de tragcos de compostos fendlicos clorados (CoFCs) em
amostras aquosas € necessaria para resolver varios problemas ambientais e "
bioldgicos. Estes compostos podem estar no meio ambiente oriundos de diversas
fontes, entre estas os efluentes de branqueamento de celulose.

As fibras das pastas celulésicas provenientes da digestdo quimica
(cozimento), ou de processos mecanicos, s&o coloridas. Dependendo dos tipos de
madeiras das quais provém e do processo aplicado para o desfibramento, a cor
destas fibras varia do marrom escuro até o branco amarelado (D’ALMEIDA,
1978).

Até a descoberta do cloro elementar em 1944 por Scheele, o método
utilizado para o branqueamento de fibras vegetais era a exposicdo aos raios
solares. Este tipo de branqueamento era largamente utilizado na Holanda, onde
se podia dispor de grandes campos gramados e longas horas de sol durante os
meses de primavera e verdo. Porém, a descoberta do cloro e a aplicagédo do
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hipoclorito de calcio, sédio e potassio veio introduzir agentes alvejantes novos e
poderosos, considerados mais eficientes para pastas celuldsicas (D’ALMEIDA,
1978).

Durante os anos de 1920 a 1930, o uso do dioxido de cloro foi
pesquisado, porém s6 foi empregado em industrias por volta de 1940. Com a
Segunda Guerra Mundial, a demanda de pastas celuldsicas purificadas para a
fabricagdo de nitrocelulose levou a pesquisa de muitos outros agentes alvejantes,
como por exemplo os peroxidos de hidrogénio e soédio (D’ALMEIDA, 1978)
(SCHWANTES, 1994) (NI, 1994).

A determinacdo de CoFCs em efluentes e aguas naturais envolve
metodologias analiticas usando pré-concentragcdo, analise qualitativa e
quantitativa.

A exatiddo e precisdo das analises dependem igualmente do método
empregado para a preparagdo da amostra e da resolucdo dos instrumentos. As
medidas instrumentais sdo, geralmente, realizadas usando cromatografia gasosa
(GC - gas chromatography) ou cromatografia liquida (LC - liquid
chromatography), que requerem técnicas eficientes de fracionamento e pré;
concentracdo das amostras. As técnicas comumente utilizadas para pré-
concentracido s&@o a extragdo liquido/liquido (LLE - liquid/iquid extraction),
extracdo com fluido supercritico (SFE — supercritical fluid extration) e extracao em
fase soélida (SPE — solid - phase extraction). A SPE tem sido muito pesquisada por
ser uma alternativa vantajosa a LLE, para amostras aquosas de baixas
concentragdes, sendo também utilizada como “clean up”. A determinag&o a nivel
de tracos de micropoluentes em amostras aquosas requer a pré-concentracao
antes da andlise cromatografica, sendo para isto, muito usada a SPE na maior
parte da quimica analitica ambiental. O grande progresso desta técnica esta,
também, relacionado ao desenvolvimento de novos materiais adsorventes
especialmente desenvolvidos para a SPE (SLOBODNIK, 1996). .

A SPE vem substituindo a LLE em muitas metodologias analiticas,
incluindo as usadas pela US-EPA (United States Environmental Protection
Agency) (MAJORS, 1998).
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A necessidade da analise de tragos tem impulsionado o desenvolvimento
e a sintese de novas fases para a SPE em elevado grau de pureza. Os
fabricantes tem respondido a demanda com novos desenhos de materiais, tais
como tubos (cartuchos) de vidro e plastico empacotados com fases estacionarias
sintéticas. Apesar dos cartuchos para a SPE serem de formato favoravel o uso de
discos para a SPE também tem crescido nos ultimos anos.

SPE é muito semelhante a cromatografia liquida (LC), de tal forma que se
pode considerar a SPE, em uma primeira aproximag&o, como sendo um processo
cromatografico com fase mdvel liquida. A principal fase estacionaria comercial
para SPE é também uma das mais usadas em colunas efou pré-colunas de
HPLC, C18, ou seja silica com grupos octadecil quimicamente ligados (MAJORS,
1997). A fase C18 é muito hidrofébica, tendo preferéncia para reter compostos
organicos (menos polares) presentes em amostras aquosas.

Neste trabalho, utiliza-se a SPE para extrair e pré-concentrar tragos de
compostos fenélicos clorados (CoFCs) em agua e efluentes de branqueamento de
celulose, usando duas fases estacionarias (C18 e tC18) e comparando-as com a

tradicional extragdo liquido-liquido.
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2 ASPECTOS TEORICOS

2.1 Consideragdes Gerais

A matéria prima mais utilizada na fabricagdo da celulose e papel € a
madeira de arvores do reino das dicotileddneas (madeiras folhosas — hardwood) e
das coniferas (madeiras resinosas — softwood) (FURTADO, 1997).

A lignina produzida ap6s o processo de polpacdo € responsavel pela
coloragdo marrom da polpa produzida. Durante o branqueamento com cloro, ou
com um derivado clorado, forma-se uma série de compostos orgéanicos clorados,
destes destacam-se os CoFCs.

Com relagéo a fabricagéo de polpas quimicas, as reagbes que removem a
lignina da polpa s&o a degradagéo a solubilizagéo e, os processos industriais que

envolvem essas reagdes sdo a polpagao e o branqueamento.
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2.2 Polpacgao

O objetivo do processo de polpacdo é a liberagdo das fibras de celulose
unidas pela lignina. Nas fabricas de polpa de celulose o processo de polpacgao
pode ser de dois tipos: o mecanico e quimico. Nos processos de polpagao
mecanica, as fibras s&o separadas por meios mecanicos, portanto a lignina
permanece com as fibras. Na polpagdo quimica a lignina é degradada e dissolvida
e as fibras s&o mantidas intactas. As polpas quimicas s&o a polpa kraft ou polpa
sulfato, polpa sulfito e polpa soda. A polpa kraft ndo branqueada possui coloragao
marrom e néo é adequada para papel de escrever. Para o0 seu branqueamento
usa-se cloro, hipoclorito efou diéxido de cloro (FURTADO, 1997).

2.3 Processos de Branqueamento

A celulose pura é branca, porém a polpa obtida pelos processos industriais
€ colorida, variando desde o amarelo claro até o marrom escuro devido a
presenca de impurezas como lignina, resinas, materiais degradados, ions
metalicos e outros. Para tornar a polpa mais branca, esses materiais devem ser
quimicamente modificados. Geralmente, o branqueamento tem como principal
objetivo obter, por processos economicamente viaveis, uma polpa alva e de
brancura estavel. As principais substancias da pasta celulésica que absorvem luz
dentro do espectro visivel, tém relagdo com a lignina. O custo especifico da
remocgao destas e de outras impurezas através do branqueamento € bem mais
elevado do que através do cozimento. Por isso, procura-se remover o maximo de
impurezas durante o cozimento e completar a remogdo com o branqueamento
(D’ALMEIDA, 1978).

Muitos trabalhos apontam o cloro molecular utilizado no brangueamento
da polpa de celulose como o principal responsavel pela producéo de efluentes
com elevadas concentragbes de compostos fendlicos clorados (CoFCs)
(ROGERS, 1973). Entretanto, o cloro molecular ainda vem sendo utilizado por ser
um agente de branqueamento eficiente e economicamente viavel. O teor total de
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CoFCs em efluentes de branqueamento de celulose é avaliado pelo parametro
AOX (Adsorble Organic Halogen), o qual determina o contetdo de cloro
organicamente ligado. Este parametro, juntamente com a demanda quimica de
oxigénio (DQO), tem sido utilizado para estabelecer os limites de descarga de
material organoclorado e organico, respectivamente, em efluentes (US-EPA,
1993). Também s&o monitorados pela US-EPA em plantas de branqueamento,
cor, DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), STS (Sélidos Totais Suspensos) e
o conteudo de CoFCs.

Os processos de branqueamento onde n&o se utilizam cloro molecular sdo
conhecidos como ECF (Elemental Chlorine Free), podendo-se, entretanto, usar
cloro combinado. A substituicdo completa do cloro por diéxido de cloro como
agente branqueador no primeiro estdgio de branqueamento reduz
consideravelmente os niveis de CoFCs (NONNI, 1981).

Atualmente existem outras duas tendéncias nos processos de
branqueamento de celulose tendo por objetivo reduzir o impacto ambiental. A
primeira & o branqueamento totalmente livre de cloro (TCF —Total Chlorine Free) e
a segunda envolve o conceito de ciclo fechado, ou seja, ndo havendo geracio de
efluente na planta de branqueamento (AXEGARD, 1993).

A existéncia de diferentes processos de branqueamento levou a uma
padronizagdo da notacdo dos mesmos, onde cada estagio é representado por
uma letra como mostra a Tabela |.

Tabela I: Notacdo dos Estagios de Branqueamento

Notacgéao Significado Notacgéo Significado
C Cloragao EP Extracéo alcalina com peroxido
E Extracado alcalina |DC Cloragédo com didxido de cloro
H Hipocloragao P Peroxido de sddio ou hidrogénio
D Dioxido de cloro [N Oxidos de nitrogénio
0] Oxigénio Z Ozbnio
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2.4. Compostos de Baixa Massa Molecular

Um grande numero de compostos organicos de baixa massa molecular tem

sido identificado em efluentes de branqueamento de polpa kraft. A Tabela Il

mostra alguns dos mais importantes tipos de compostos identificados em

efluentes de branqueamento de celulose.

Tabela Il: Classes de Compostos Organicos de Baixa Massa Molecular
Identificados em Efluentes de Branqueamento de Celulose (AXEGARD, 1993)

Compostos acidos

-acidos alcanéicos (acido férmico, acido acético,
acidos graxos saturados)

-acidos alcendicos (acidos graxos insaturados)
-hidroxiacidos

-acidos aromaticos

-acidos resinosos

Compostos fendélicos

-fendis

-catecois

-guaiacois

-siringbis

-vanilinas

-siringaldeidos (apenas em hardwood)

Compostos neutros

-alcanos clorados (principalmente cloroférmio)
-alcoois alifaticos (principalmente metanol)
-aldeidos aromaticos e alifaticos

-cetonas aromaticas e alifaticas

-benzeno

-PCDDs (policlorodibenzodioxinas) e PCDFs
(policlorodibenzofuranos)

-sulfonas (principalmente dimetilsulfonas cloradas)
-tiofenos

-terpenos e terpendides

-esterdis

Como indicado na Tabela Il os compostos identificados podem ser

separados em trés classes de acordo com suas propriedades quimicas: acidos,

compostos fendlicos e compostos neutros.
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Os compostos fendlicos e alguns acidos sao produtos originados

principalmente da degradacio da lignina e podem estabelecer uma coloragéo
marrom ao efluente.

2.4.1. Compostos Fendlicos Clorados — CoFCs

Os CoFCs encontrados com maior frequéncia em efluentes de
branqueamento de celulose séo originarios da degradagéo da lignina.

A Figura 1 mostra os CoFCs encontrados em efluentes de branqueamento
de celulose do tipo Softwood e Hardwood.

OH OH OH OH
I l OH l LOCH 3 OCH
Clx Clx Clx Clx

Clorofendis Clorocatecéis Cloroguaiacéis Clorovanilinas
COCH
Clorossiringois Cloroacetossiringonas Clorossiringaldeidos

Figura 1: CoFCs Encontrados em Efluentes de Branqueamento de Celulose
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2.5. Toxicidade

A maior parte dos CoFCs presentes em efluentes de branqueamento
podem ser agrupados em seis classes que s&o: clorovanilinas, clorocatecdis,
clorofendis, cloroguaiacéis, clorossiringdis e clorossiringaldeidos. A série de
CoFCs descritas no trabalho de Voss (VOSS, 1980) contém clorovanilinas,
clorohidroxibenzaldeidos, clorossiringaldeidos, clorossiringdis e clorossiringonas.
As quantidades destes compostos podem variar dependendo das condi¢ées de
branqueamento utilizadas.

A Tabela Il apresenta os dados de toxicidade de varios CoFCs compilados
da literatura e sua variagdo com o pH. Observa-se a partir desta Tabela que
aumentando-se o numero de cloros na molécula, diminui-se a LD (lethal
dosage)(VOSS,1980), aumentando, portanto a toxicidade do composto. Os testes
foram realizados com peixes da espécie Rainbow Trout a uma temperatura
média de 10° C.

Tabela lll: Toxicidade de Varios Compostos Fendlicos Clorados (VOSS, 1980)

composto pH Toxicidade composto pH Toxicidade
96hLDsp mg/Lx** 96hLDsp mg/L**
P 7’8 |08 |.2345P |73-81) <05 ..
"""" P |73-81] 77 [23a56P | 70 | 009
3P ]73-81 21 1 34C | « | 27
2P l73-81) 29 G |73=81] 4
----- 5P | x| 1.7 45G7’3_8’12’3
""" 24P 173-81] 28 | 345G | 64 | 075
246P | + | 045 | 345G |73-81] (YA
246P |73-81] 26 3456G 6,4 0,32

* nao especificado;
*xdose letal para 50% dos individuos numa exposi¢céo de 96 horas.
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2.6. Organoclorados como Precursores de Dioxinas

Tradicionalmente, durante a sintese industrial do 2.4,5-T (acido 2,4,5-
triclorofenoxiacético — herbicida), iniciada com 2,4,5-triclorofenol, hidréxido de
sodio e quantidade apropriada de tetraclorobenzeno, pode ocorrer paralelamente
a reagao de converséo de uma pequena quantidade do triclorofenol em “dioxina”.

Nesta reagéo paralela (Figura 2), dois anions triclorofenoxi reagem resultando a
eliminac&o de dois cloretos.

o o ¢l Cl Gl o Cl
—_—> +2CI™
@[ K:I aquecimento @ @(
cl cl "o Cl cl 0 Cl

Anions triclorofenoxi “dioxina” (2,3,7,8-TCDD)
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina
Figura 2: Reag&o de Formag&o da Dioxina a partir de Anions Triclorofendxi '

Estes processos com novos anéis de seis membros sdo formados com dois
anéis benzénicos clorados. O anel central tem dois atomos de oxigénio
localizados em posi¢ao para, isto € a base da molécula simples 1,4-dioxina ou
para-dioxina.

Muitos pesquisadores indicam que reagdes semelhantes a esta podem
ocorrer com outros CoFCs presentes nos efluentes de branqueamento de
celulose (BAIRD,1995).

As dioxinas bioacumulam-se na cadeia alimentar porque apresentam a
tendéncia de se dissolver em tecido adiposo, o que as torna potencialmente muito
mais toxicas.

Os resultados de estudos em animais indicam que a toxicidade de dioxinas,
furanos, PCBs e fendis clorados depende extraordinariamente do grau de
substituicdo do cloro. Frequentemente relacionam-se as concentragbes de
organoclorados em termos de quantidade equivalente do congénere mais toxico.
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No caso das dioxinas, usa-se a 2,3,7,8-TCDD, a qual se atribui o valor 1,0, e
calcula-se o fator de toxicidade equivalente internacional (TEQ), definido como a
raz&o da toxicidade de cada dioxina, furano e PCB em relacdo a esta dioxina,
para cada composto.

De forma semelhante, no caso dos CoFCs, o pentaclorofenol é o
congénere mais toxico, ao qual é atribuido o valor do TEF (fator de toxicidade
equivalente cronica) 1,0, classificando-se os demais a partir deste (KOVACS,

1993). Os valores obtidos podem ser vistos na Tabela IV.

Tabela IV: Equivalentes de Toxicidade de CoFCs (KOVACS, 1993)

Numero de atomos de cloro na molécula |TEF*
monoclorado 0,04
diclorado 0,1
triclorado 0,2
tetraclorado 0,5
pentaclorado 1,0

*TEF: Fator de Toxicidade Equivalente Cronica

Obviamente esta ndo € uma medida absolutamente correta, pois considera
apenas o efeito do numero de atomos de cloro e ndo a posigéo relativa dos
atomos de cloro na molécula. Entretanto, de maneira geral, pode ser um
interessante auxiliar na determinacéo da toxicidade de uma dada mistura de
CoFCs.

Também de forma geral, mede-se a toxicidade de compostos de familias
diferentes, usando este mesmo indice. Por exemplo, a toxicidade dos
clorossiringdis, clorocatecéis, cloroguaiacdis, comumente presentes em efluentes
de branqueamento de celulose, pode ser grosseiramente avaliada a partir da
concentracdo destes compostos multiplicada pelo TEF correspondente ao numero

de atomos de cloro na molécula.

QUM

»¥ -'.{ﬁ‘“o WQ‘M
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3 TECNICAS DE PRE-CONCENTRAGCAO DE CoFCs

A pesquisa de novas técnicas de preparacao de amostra para a quimica
analitica tendem a desenvolver processos que produzam amostras mais
representativas, em menor tempo e com menor uso de solventes.

As técnicas de pré-concentragdo, extracdo e isolamento, necessarias para
preparar estas amostras para a injecdo na cromatografia gasosa, variam desde
métodos classicos como a extragdo liquido-liquido até modernas técnicas como a
micro extragdo em fase solida.

O numero de substituintes clorados, a estabilidade quimica e o carater
semi-volatil fazem com que a melhor técnica analitica para a determinac&o dos
CoFCs seja a cromatografia gasosa com detector de captura de elétrons e/ou
acoplada a espectrometria de massas.

A seguir discute-se alguns aspectos dos métodos comumente aplicados a
CoFCs em amostras aquosas.
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3.1. Métodos Classicos Baseados na Extragdo Liquido-Liquido

O método EPA-625, aplicado pela US-EPA para a determinacéo analitica
de compostos organicos em aguas, consiste na extracdo liquido-liquido de
compostos organicos semi-volateis presentes na amostra a partir de suas
propriedades acidas, basicas ou neutras.

A amostra é extraida com diclorometano usando funil de separacdo ou
extrator continuo. Em pH 11 extrai-se a fragdo base/neutra. Em pH inferior a 2
extrai-se a fragdo acida. As fragdes sao secas e concentradas a 1,0 mL para
~posterior analise por GC/MS (US-EPA 625).

As desvantagens deste método estdo no uso da extracdo liquido/liquido,
que geralmente envolve grandes tempos de andlise, consumo exagerado de
solvente e perdas quantitativas, e na pureza dos solventes empregados.

Outro método usado para CoFCs em agua é o proposto por Lee e
colaboradores (LEE, 1989) para efluentes de branqueamento de fabrica de
celulose. Este procedimento € conhecido como método de acetilagdo extragdo “in
sifu”. O pH da amostra é ajustado em 7, e a amostra é acetilada com anidrido‘
acético. Extrai-se a fase organica, com isoctano, a qual deve conter os CoFCs
acetilados e analisa-se por GC/ECD.

3.2. Métodos Cromatograficos de Pré-concentragao

A cromatografia liquida de adsorgdo em coluna é o tipo mais antigo de
cromatografia em escala preparativa conhecido. O processo se baseia na
adsorc@o seletiva de compostos sobre um suporte sélido empacotado em uma
coluna, que geralmente pode ser um tubo de vidro semelhante a uma bureta.

Varios procedimentos cromatograficos em escala preparativa tém sido
desenvolvidos .e usados para compostos organicos em matrizes ndo aquosas
(VERZELE,1980). Para amostras reais os procedimentos mais usados s&o a troca
idnica.

Uma variante da cromatografia liquida de adsorgéo € a extragcdo em fase
solida (SPE). A SPE (LA COLINA, 1995) envolve a passagem da amostra



DISSERTACAO DE MESTRADO 14

dissolvida em um solvente através de um leito de pequenas particulas de um
adsorvente. Este material € usualmente empacotado dentro de pequenos tubos
que se assemelham a pequenas colunas cromatograficas. Pode-se ou nao usar
vacuo ou alta pressao para facilitar a passagem da amostra (PIZZOLATO, 1997).

O principio da SPE estd na particdo dos compostos entre duas fases
(uma soélida e uma liquida). Os analitos devem ter maior afinidade pela fase sélida
do que pela matriz da amostra (etapa de retengdo ou adsorcdo). Os compostos
retidos devem ser removidos posteriormente, na etapa de eluigdo, com um
solvente que tenha maior afinidade pelos analitos (etapa de eluicdo ou
dessorcao).

A SPE é uma técnica simples no modo off-line. Pode-se utilizar para a
SPE discos de membrana (JAUREGUI, 1997) (ESTEBAN, 1996) (CHIRON, 1994)
(CHEE, 1996) (BAO, 1996) (BELTRAN, 1993) ou cartuchos com fases sélidas
empacotadas em alta pressdo, com diferentes sorventes como carbono
grafitizado preto (TURNES, 1996) (GUENU, 1996) (DI CORCIA, 1993)
(RODRIGUEZ, 1997) C18 ou C8 (VIANA, 1996) (RODRIGUEZ, 1996) (VIDAL,
1994) (BELTRAN, 1993) (MUBMANN, 1994) e copolimeros do estireno divinil-
benzeno (AGUILAR, 1996) (RODRIGUEZ, 1997) (ONEDERA, 1993)
(PIZZOLATO, 1996) entre outros sorventes.

Recentemente tem surgido novos sorventes de copolimeros altamente
entrecruzado (BUCHHEIT, 1996), os quais sao preferidos por terem alta
capacidade de adsorcdo para diferentes classes de poluentes ambientais. Um
destes sorventes & o copolimero etilvinilbenzeno-divinilbenzeno, comercializado
como LiChrolut EN (AGUILAR, 1997).

Outra técnica recente, para a pré-concentracao de analitos € a micro-
extracdo em fase sélida (SPME) desenvolvida por Pawliszyn e colaboradores
(BOYD-BOLAND, 1995) (MAGDIC, 1996) (LORD, 1998).
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3.3. Aspectos Tedricos Relacionados a Extracao em fase sélida (SPE)

Conforme ja foi citado, o principio da SPE estéa na particdo dos compostos
entre duas fases (uma sélida e uma liquida). Os analitos s&o retidos por adsor¢ao
no sdlido ou solubilizagdo na fase liquida quimicamente ligada e, posteriormente,
através da troca do solvente, sdo removidos, produzindo-se, assim, a pré-
concentragcdo da amostra.

O procedimento para SPE é relativamente simples, barato, requer pouca
quantidade de solvente, pode ser aplicado a varias amostras ao mesmo tempo
com um unico operador e pode ser automatizado.

O material adsorvente, chamado de SORVENTE, ira reter seletivamente
alguns dos componentes presentes na amostra original. Alguns ou todos os
componentes retidos podem ser retirados com o uso de solventes adequados.
Este solvente é coletado para andlise ou simplesmente descartado no caso de
“clean-up” da amostra.

As propriedades dos solventes e sorventes determinardo a quantidade de
compostos retidos e a facilidade de remogdo dos mesmos. Através de umé
selecdo cuidadosa destes dois pode-se atingir as separacfes adequadas para
cada amostra coletada (PIZZOLATO, 1997).

Nos sistemas comerciais de SPE o sorvente &€ empacotado em alta
pressdo entre dois discos porosos, numa seringa de polipropileno. O liquido
passa pela fase solida, tanto por sucgdo como por press&o positiva. Ficam retidos
ou as impurezas (clean-up) ou os analitos de interesse. Estes podem ser
removidos pela passagem de um solvente adequado.

A SPE é uma técnica ideal para concentrar analitos de uma matriz liquida
(em nivel de tragos); utiliza pequenas quantidades de solvente; apresenta boa
recuperacdo; € um método répido e pode ser faciimente adaptado para sistema
“on-line”.

Esta técnica tem demonstrado grandes vantagens, tais como a redugéo
no tempo de manuseio da amostra e no tempo total de andlise, redugéo no
volume de solvente usado, eliminacédo da formacdo de emulsGes, comuns em

extracdes liquido-liquido, e enriquecimento nos constituintes presentes a nivel de
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tragcos. A SPE é uma técnica que se adapta perfeitamente a andlise de aguas
naturais e & predominantemente usada como método de pré-concentragdo de
pesticidas em matrizes aquosas (BALINOVA,1996).

3.3.1. Mecanismos de Retencdo no Suporte Sélido

Os dois principais mecanismos de retencdo dos analitos no suporte solido
s8o a adsorgdo e a particdo. A extragdo de quantidades de compostos
organicos, a nivel de tragcos de matrizes aquosas com sorvente sélido é um
método no qual a adsorgéo na substancia sélida é seletiva. O mecanismo da SPE
baseia-se na distribuicdo do composto dissolvido entre o sorvente sélido, agua e o
solvente extrator. Em muitos casos, o suporte sélido esta quimicamente ligado a
um polimero liquido, como na cromatografia liquida com fase quimicamente
ligada, tendo-se entdo o processo de retengdo do analito predominantemente por

particao.

a - Adsorgao

A adsorg¢ao é um fendmeno de superficie que é definido como o aumento
da concentracdo de um componente na superficie ou interface de duas fases,
sendo uma delas solida. Os pesticidas, por exemplo, tem grande afinidade para
se ligarem em superficies solidas. Adsorventes bastante comuns s&o o carvao
ativo e polimeros porosos.

A capacidade de adsorcéo depende em parte do tratamento, ou condi¢gdes
de fabricagdo, e da composi¢ao do adsorvente. O carvao foi o primeiro sorvente
usado para a extragdo de compostos organicos de aguas (purificagdo de agua) e
alguns polimeros organicos tem sido utilizados como sorventes alternativos ao
carvao para o enriguecimento de compostos tragos em matrizes aquosas desde o
final dos anos sessenta (FONT,1993). A maior vantagem do uso do carvéo ativo
esta na grande retengdo dos pesticidas polares com baixa massa molar e seus
metabdlitos (BATTISTA, 1989).
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Alguns polimeros s&o utilizados como sorventes alternativos ao carvao,
para o enriquecimento a nivel de tracos desde 1960. Sua estrutura homogénea
resulta em grande reprodutibilidade nos experimentos a niveis de tracos.

A quantidade de material retido por peso unitario de fase solida, a uma
dada temperatura, depende, também, da concentragdo do soluto. Had um valor de
saturacdo definido para cada fase sdlida, ou seja, uma vez alcangadas as
condigdes maximas de adsor¢do, qualquer aumento na concentragcdo do soluto
nao aumenta a quantidade de analito adsorvida (CROCKFORD, 1973).

A seguir sao apresentadas algumas citagdes bibliograficas referentes ao
uso de polimeros porosos em SPE:

e -copolimeros do estireno divinil-benzeno: Amberlite XAD-2 (DIETRICH, 1988)
(MAKUCH, 1993) (ONODERA,1993) (KONTSAS, 1993) (VIDAL,1994) e XAD-
4 (MAKUCH, 1993) (PIZZOLATO, 1996) (FROBE, 1988), (MORO, 1987).

e -polimeros de acrilato: Amberlite XAD-7 e XAD-8 (DIETRICH, 1988)

o -etilvinilbenzeno-divinilbenzeno: Poropak Q .

A dessorgéo dos compostos retidos na coluna de pré-concentragéo e feita
com pequenas quantidades de solvente. Esta dessorcéo é baseada no coeficiente
de particdo entre o polimero e o eluente.

Outro sistema utilizado € a dessorgcéo térmica, que pode ser aplicada para
determinacdo de varios pesticidas organoclorados. O processo de dessorcao
térmica é similar a analise por headspace. A dessorgéo térmica pode ser pouco
eficiente quando as interagées entre o analito e o sorvente forem muito fortes.
Uma temperatura suficientemente alta para a dessorc¢éo do analito pode destruir o
sorvente, o analito ou ambos. Se o analito & termicamente instavel, a dessorcéo

térmica pode invalidar a quantificag&o.
b - Partigao

De maneira geral a retengdo por particdo € descrita em termos de forca
hidrofébica e de teoria solvofébica, sendo esta ultima ainda largamente citada. A
particdo é definida como a distribuigdo do soluto entre o solvente e a fase sdlida

recoberta por um fino filme liquido, através de um mecanismo de solubilizagéo. A
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particdo é regulada pela diferenca de potencial quimico do soluto entre as duas
fases e as energias do solvente em ambas as fases. Apesar do termo hidrofébico
ser antes usado para descrever a for¢ca da ligagdo do analito com a fase sélida, o
estreito significado desta palavra implica em uma certa dependéncia da
temperatura de solubilidade que ndo é usualmente observada nestes processos
(SENTELL, 1989a, 1989b).

A teoria mais recente sobre o processo de retencdo foi descrita por Dill
(DILL, 1987) que propde que duas forgcas dominam o processo de retengdo. Uma
é a diferenca na energia livre atribuida as interagGes do soluto com as moléculas
vizinhas na fase estacionaria (sorvente) e fase movel. A outra & a ordenacgdo
parcial da corrente da fase estacionaria enxertada, com alta densidade de ligacédo
induzindo para a expulsao do soluto da fase estacionaria (DORSEY, 1994).

O desenvolvimento de materiais com superficies modificadas para a
cromatografia liquida, tem oportunizado novas tecnologias aplicadas a pesquisa.
As fases ligadas foram originalmente introduzidas para uso na cromatografia
liquida devido as limitagdes da silica gel quando utilizada para separar misturas
altamente polares e substancias idnicas (LOCKE, 1974). Estas fases podem ser
preparadas pela reacdo da silica gel com mono, di ou tricloro-silano organico,
produzindo uma superficie coberta de material organico substituindo os grupos
hidroxila da superficie da silica. Pode-se dizer que ha a formacéo de uma fina
pelicula liquida (grupos organicos substituintes) na superficie da silica.

Os grupos organicos substituintes podem ser simples cadeias de
hidrocarbonetos, como materiais de fase reversa, cadeias de hidrocarbonetos
com grupo funcional terminal, como fase polar ligada ou troca idnica.

As primeiras tentativas para o uso de fases ligadas em pré-concentragdo
datam de 1971, porém a técnica moderna de pré-concentracdo iniciou em 1978
com a introdugéo no mercado dos cartuchos Sep-Pak da Waters, Milford (SANER,
1979).

Hoje a SPE tem se desenvolvido como uma técnica de grande aplicagao
pois existem mais de 30 fornecedores de fases para a HPLC convencional, tais
como C18, C8, ciano, amino. O método 525 da US-EPA recomenda o uso da
SPE com octadecil ligado.



DISSERTACAO DE MESTRADO 19

Apesar da SPE off-line ser um processo rapido, um certo numero de etapas
demoradas ainda persistem. Os meios para a redugao deste tempo consumido no
trabalho é a automatizacdo do processo, através da SPE on line. O uso de pré-
colunas para a pré-concentracdo on-line com C18 ou C8 em conjunto com a
HPLC (AKERBLOM, 1985) (MARVIN, 1990) € mais comum do que em conjunto
com a cromatografia gasosa.

A automatizacdo da preparacdo da amostra para a analise de tracos é
essencial quando se utiliza grandes volumes de amostra. O Varian AASP
(advanced automated sample processor), por exemplo, € um sistema
automatizado proposto pela Varian para analise de pesticidas em agua.

Uma nova geracgéo disponivel de SPE tem surgindo recentemente, séo as
chamadas membranas liquidas imobilizadas para a separagéo. Elas tem sido
mais freqUentemente usadas para separagdo de metais além da separacio de
moléculas organicas (FONT, 1993).

3.3.2. Fatores que Afetam a Extragdo em Fase Soélida

A recuperacdo da extragdo de pesticidas de amostras aquosas depende de
um numero de fatores tais como: caracteristicas da matriz (presenca de material
particulado, forga idnica da agua), pH e tratamento do sorvente.

a — Caracteristicas da Matriz

Infelizmente alguns experimentos sdo usualmente realizados em amostras
aguosas com baixa forga idnica e livres de particulados colidais, tais como, agua
destilada, deionizada ou agua da torneira, sendo a matriz real muito diferente, por
exemplo, agua natural e particularmente agua do mar (NAMIESNIK, 1990).

Tem sido observadas perdas significativas em testes de recuperagdo com
SPE quando sdo analisadas amostras de aguas com alto conteudo de matriz
organica, devido & competicdo entre o hidrocarboneto clorado e outros grupos
hidrofébicos presentes na amostra, pelos sitios ativos do adsorvente (MANES,
1990).
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Em analises de aguas marinhas e aguas superficiais contendo particulados
solidos em suspensdo, a recuperagdo das aguas filtradas é substancialmente
mais baixa do que o esperado para alguns pesticidas (PANKOW, 1988).

Substéncias hdmicas presentes em aguas, tais como, compostos organicos
ligantes ou com ligag&o covalente como complexos de transferéncia de carga, ou
com ligac¢ées por ligagdes de hidrogénio ou interagées de Van der Waals, podem
aumentar a solubilidade aparente dos compostos. Estas substancias sao
adsorvidas nos particulados sélidos em suspensao.

Detergentes também podem diminuir a retengdo de pesticidas na fase
sblida, este efeito € provavelmente devido ao aumento de solubilidade do
pesticida em dgua (MANES, 1990).

b - Volume de Amostra

O efeito do volume de amostra na recuperagdo € muito importante para
amostras de interesse ambiental uma vez que volumes de amostra de 200 mL a
1 L s&o necessarios para determinar poluentes em baixas concentracgdes.

Na SPE, como a quantidade de fase sélida é muito pequena, o solvente no
qual o soluto esta dissolvido (agua para amostras ambientais) & capaz de eluir o
soluto da coluna. Se o volume de amostra exceder em muitas vezes o volume da
coluna, o soluto comega a ser eluido da mesma, isto resulta em um decréscimo
da recuperacdo. O volume méaximo de amostra, para 100 % de recuperacéo, e
além do qual o soluto comega a eluir da coluna é chamado de volume
breakthrough, ou volume de quebra. O volume de breakthrough € determinado
pelo fator de capacidade do soluto na amostra, ou, em outras palavras, a for¢a do
solvente na amostra. Para sorventes de fases reversas o volume de breakthrough
é uma funcdo da hidrofobicidade do soluto e da massa do sorvente utilizada
(POPL, 1983) (WELLS, 1987).
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¢ - Efeito do pH

O efeito do pH na reten¢do dos compostos na fase soélida € mais sentido na
analise de compostos ionizaveis, devendo-se, para isso, determinar a faixa de pH
em que o composto apresenta maior retencdo na fase sdlida e, portanto, menor
dissociagao no solvente. Alguns estudos tem sido realizados sobre este efeito na
retencao de pesticidas (POPL,1983) (WELLS, 1987). Portanto, € necessario o
ajuste do pH da amostra para assegurar que os compostos estdo na forma
apropriada para alcangar uma eficiente retengao na fase solida (WELLS, 1987).

d - Tratamento do Sorvente

Uma sequéncia tipica de tratamento de sorvente envolve: ativacdo do
sorvente (umidecimento); lavagem da fase ligada; eluicdo e regeneracdo da

coluna.

Ativagdo: uma exigéncia para a efetiva adsorcdo é o perfeito contato entre 0
soluto e sorvente. Por exemplo, o tipo de carvéo ativo geralmente utilizado para
enriquecimento de pesticidas deve ser granular com grande area superficial (300-

2000 m2.g™") e com largo diametro de poro, para facilitar a adsorgéo dos analitos.

Lavagem: apdés a extragdo, alguns interferentes podem ser removidos pela
lavagem da coluna com solventes de for¢a variada. Para fases apolares, pode-se
utilizar a agua para remover muitos constituintes polares da amostra de agua sem
elur os analitos. Contaminantes menos polares podem ser removidos
adicionando solugdes fracas de metanol ou acetonitrila em agua. Contudo, para
assegurar que o volume de breakthrough nao seja atingido e que nao haja perda
dos analitos durante o processo de lavagem, devem ser realizadas analises

preliminares.
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Dessorcao: a dessorcdo é usualmente acompanhada do uso de solventes. Os
resultados experimentais de adsorgcéo e particdo em cromatografia liquida podem
ser aplicados para a selegao do eluente mais apropriado.

Estudos preliminares com colunas C18 para a SPE revelaram a presencga
de interferentes co-eluindo com os analitos de interesse. Os ftalatos sdo citados
com frequéncia como interferentes (JUNK, 1988), em fungado da sua utilizagdo na
producéo do plastico do qual sdo construidos os cartuchos que contém a fase
sOlida. Apesar da reducdo da quantidade de picos dos interferentes nos
processos de lavagem, os mesmos nem sempre sao totalmente eliminados. Este
fendbmeno € também observado com outros aditivos usados para sorventes
poliméricos (JAMES, 1981).

3.3.3. Teoria de Separagao

Os mecanismos envolvidos na SPE, os quais, se bem compreendidos,
facilitam o rapido desenvolvimento do método e o sucesso do uso da técnica
envolvem os conceitos de:

- forgas intermoleculares

- cromatografia de fase normal com adsorventes polares

- sintese de sorventes ligados

- cromatografia de fase normal com sorventes polares ligados

- cromatografia de troca idbnica com sorventes carregados ligados

- trocaibnica

- sorventes porosos ligados

- exclusdo por tamanho

A Tabela V mostra os mecanismos de separagido para facilitar o rapido
desenvolvimento de um método para a SPE.

Os mecanismos de separagdo da SPE assemelham-se aos da
cromatografia liquida, por exemplo, o termo fase normal refere-se a sistemas os
quais o sorvente € mais polar que a fase mével ou que a amostra e o termo fase
reversa refere-se a qualquer sistema no qual o sorvente € menos polar que a fase

movel ou a amostra.
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A Tabela V apresenta um resumo dos principais mecanismos de separacgdo

e suas caracteristicas, aplicados a SPE.

Tabela V: Resumo dos Mecanismos de Separacéo para a SPE

Mecanismo |Tipo de fase |Tipo de analito |Forca do solvente de | Solvente para a
diluicdo eluicdo
Adsor¢cdo |[Fase normal |Levemente a Baixo £° (hexano, Alto £° (metanol)
(silica) moderadament | cloroférmio)
e polar
Fase normal |Moderadament |Baixo ° (hexanoe  |Alto £° (metanol)
(fase polar e afortemente | cloroférmio)
 ligada) polar
Particao Fase reversa |Apolar Alto &° Para analitos
(fase apolar (metanol/agua, apolares: baixo
ligada) acetonitrila/agua) £°(hexano,
cloroférmio); para
analitos polares:
Alto £° (metanol)
Troca Acido idnico Agua ou tampéo - Tampao
anidnica (pH=pKa+2) (pH=pKa-2)
- pH do sorvente
ou analito é neutro
- solvente com
alta forca ibnica
Interacdo |Troca Base idnica Agua ou tampéo - Tampao
eletrostatica | catidnica (pH=pKa-2) (pH=pKa+2)
- pH do sorvente
ou analito é neutro
- solvente com
alta forga ibnica
Exclusédo por |Proteinas Agua ou tampéao Agua ou tampéo
tamanho

€° = forga do solvente
pKa = -logio Ka onde Ka é a medida da atividade idnica do analito

Os mecanismos de separagdo citados na Tabela V ocorrem devido,

principalmente, as interagdes intermoleculares entre as moléculas do analito e os

grupos funcionais do sorvente. Estas forgas sdo do tipo:

- ionicas

- ligacao de hidrogénio

- dipolo-dipolo

- dipolo-induzido
- forcas de disperséo (dipolo-induzido - dipolo-induzido)
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As interacOes idnicas sio forgas elementares envolvidas na extragcdo com
troca ibnica. As interagdes ocorrem entre os grupos carregados ligados
covalentemente e os ions da solu¢cdo de carga oposta, caracterizando-se como
uma atracao eletrostatica reversivel.

As ligagoes de hidrogénio ocorrem entre moléculas quando o hidrogénio
esta ligado covalentemente a um elemento fortemente eletronegativo, tal como o
oxigénio, nitrogénio ou fluor. A Figura 3 representa as ligagdes entre os atomos e
entre as moléculas na agua. As linhas tracejadas representam as ligagbes de
hidrogénio.

SN
O—H---"0 — H----0—H
o & & 5 5 &

Figura 3: Representacdo das Ligacdes na Molécula de Agua.

As ligacoes de hidrogénio podem ser forgas importantes que atuam na
superficie da fase ligada. Na sintese de fases modificadas com grupos silandis,
alguns destes grupos podem permanecer ligados na superficie da silica apés a
ligacdo. Estes grupos podem estar isolados ou serem vizinhos. Os silanbis
proximos na superficie da silica faréo ligagdes de hidrogénio entre si, enquanto os
silandis isolados nao farao. Moléculas de analito ou interferentes com capacidade
para ligagéo de hidrogénio podem interagir com os grupos silandis isolados, pois
os grupos silandis vizinhos ja estdo comprometidos.

Forcas dipolo-dipolo resultam da interagcdo do momento dipolar de
moléculas polares. A existéncia do dipolo molecular & devido a diferencas de
eletronegatividade entre os atomos e sua geometria molecular. As interagbes
dipolo-dipolo entre moléculas s&o mais fracas que as ligagdes de hidrogénio.

Forcas de dispersao (de Van der Waals ou forgcas de London) s&o
interagdes entre moléculas apolares resultando em dipolos induzidos. Forcas de
dispersdao podem ser de atragdo ou repulsdo, dependendo da distancia

intermolecular e da natureza dos grupos envolvidos, e sdo mais fracas que as
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ligagées de hidrogénio ou interagdes dipolo-dipolo. As forcas de disperséo
embora fracas individualmente, tornam-se significantes em moléculas com grande
numero de atomos. |

3.3.4. Etapas Tipicas para a SPE

As etapas tipicas para a SPE de analitos apolares e moderadamente
polares utilizando-se fases reversas (octadecil, octil, etil, ciclohexil, fenil e ciano)
s&o:

- modificagao da matriz

- condicionamento da coluna

- adigdo da amostra

- lavagem da coluna

- eluicdo dos analitos

Modificacdo da matriz: para matrizes de amostras complexas ou
concentradas & necessario a modificacdo da matriz para facilitar a extracdo dos
analitos.

Condicionamento da coluna: a coluna deve ser condicionada com
volumes especificos de solvente, sendo que, apés o condicionamento, a coluna
nao deve secar. O fluxo do solvente para o condicionamento da coluna e o fluxo
para a extracao podem ser diferentes visto que a etapa nao é critica.

Adicdo da amostra: a transferéncia da amostra para a extragdo em
colunas deve ser exata, devendo-se percolar a amostra na coluna a uma
velocidade de fluxo de 5 mL/min ou menor. Para volumes grandes de amostra
usam-se adaptadores de volumes que possuem tamanhos diferentes.

Lavagem da coluna: a lavagem deve ser realizada com um volume
especifico de solvente. Quando necessario, secar a coluna com bomba de vacuo
por tempo pré-determinado. Colunas de 1,0 mL podem ser secas de 1 a 5
minutos, colunas de 3,0 mL e 6,0 mL requerem de 3 a 10 minutos. Estes tempos

podem mudar com o solvente e o tipo de amostra. Para amostra aquosas a agua
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residual pode ser removida da coluna apds a extracdo com pequenas
quantidades de metanol/agua (50 a 90%) ou um solvente apolar miscivel na agua.

Eluicdo dos analitos: utilizam-se aliquotas pré-determinadas de solvente
para extrair os analitos da coluna. Obtém-se uma melhor recuperagdo dos
analitos quando se utiliza duas ou mais aliquotas do solvente de eluigao.

3.3.5. Mecanismos de retengao de LC e SPE

A extragdo em fase sdlida utiliza colunas ou cartuchos empacotados
contendo determinada quantidade de sorvente (fase sélida) para a retencdo dos
analitos. O material usado para o empacotamento dos cartuchos €, em geral, o
mesmo usado em cromatografia liquida de alta performance (HPLC do inglés
High Performance Liquid Chromatography).

A SPE pode ser on-line ou off-line, dependendo se esta acoplada ou ndo
a algum equipamento que permita a analise direta do material retido ou se o
mesmo devera ser extraido do cartucho ou coluna. Para a SPE on-line a
preparagdo da amostra esta conectada diretamente ao liner do cromatégrafé
gasoso ou liquido, enquanto que no processo off-line a preparagdo da amostra &
realizada separadamente da analise cromatografica.

Nas Tabelas VI e VIl tem-se as principais fases sélidas comercialmente
disponiveis para a pré-concentracdo de analitos polares e apolares e seus
mecanismos de retencado. Nestas Tabelas s&o apresentados o nome comercial, o
grupo funcional que os caracteriza e o mecanismo de retengcéo envolvido para os
adsorventes (PIZZOLATO, 1997).
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Tabela VI: Adsorventes Comerciais para Pré-concentragdo de Analitos Apolares
(PIZZOLATO, 1997).

Abreviatura Grupo Intensidade da Interagéo Tipo de Amostra
Funcional
C18 octadecil |fortemente apolar agua, fluido
bioldgico aquoso
C8 octil moderadamente apolar agua, amostra
biolégica aquosa
Cc2 etil fracamente apolar plasma, urina,
amostra aquosa
C1 metil muito fracamente apolar plasma, urina,
amostra aquosa
PH fenil moderadamente apolar agua, fluido
biolégico
CH ciclohexil | moderadamente apolar agua, amostra
aquosa
CN-E cianopropil | moderadamente apolar (matriz aquosa) ou|aquosa (apolar),
polar (matriz organica apolar) organica (polar)
C18/OH octadecil |moderadamente apolar mas com signi- | matriz  bioldgica,
ficativas interacdes polares secundarias amostra aquosa

Tabela VII: Adsorventes Comerciais para Pré-concentracdo de Analitos Polares
(PIZZOLATO, 1997).

Abreviatura Grupo Intensidade da Interacao Tipo de Amostra
Funcional
CN-U cianopropil polar (matriz organica apolar) solventes polares e
fracamente apolar (matriz aquosa) extratos organicos de
amostras aquosas
NH aminopropil | troca ibnica fraca (matriz aquosa), polar| agua, fluido biolégico,
(matriz organica apolar) extratos organicos
20H diol polar extratos organicos
apolares, dleos, lipidios
SiOH silica ndo fracamente polar extratos organicos
funcionalizada apolares, 6leos, lipidios
Al-A alumina acida acido/base de Lewis, polar e troca
ibnica
Al-B alumina basica| acido/base de Lewis, polar e troca
ibnica
Al-N alumina neutra acido/base de Lewis, polar e troca
idnica
FL florisil polar amostras ambientais,
extratos orgénicos
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A reprodutibilidade da fase €& o principal motivo de reclamacgdo dos
usuarios da SPE (MAJORS, 1996) e HPLC (MAJORS, 1997). A partir dos dados
de preparacao de amostras e colunas de HPLC citados por MAJORS em 1996,
pode-se observar que a fase C18 é a mais usada tanto na HPLC como na SPE.

A popularidade da fase C18 na SPE é espantosa, porém, evidentemente
€ uma consequéncia da popularidade na HPLC. A fase C18 é muito hidrofébica,
tem preferéncia para reter mais compostos organicos aquosos e mostra pequena
discriminagdo para muitas moléculas organicas provenientes de solventes fracos
como a agua.

3.3.6. Avangos Recentes na SPE: SPME (Solid Phase Microextraction)

A SPME ¢é uma técnica nova e foi introduzida em 1989 por Pawliszyn e
colaboradores. E uma técnica alternativa & SPE que envolve a extracéo direta do
analito com o uso de uma fibra de silica de pequeno diametro recoberta com uma
fase polimérica (polidimetilsiloxano ou poliacrilato) acondicionada dentro de uma
agulha para protecéo. .

A amostragem e a extracdo s&o feitas em uma unica etapa devido a
difusdo do analito no filme de SPME, onde este é concentrado. A micro-seringa é
colocada diretamente no injetor do cromatografo gasoso onde todos os analitos
sao termicamente dessorvidos e depositados na cabega da coluna cromatografica
(BOYD-BOLAND, 1996). Deve-se utilizar um liner (pré-coluna) especial para a
SPME, pois os liners comumente utilizados nos cromatografos gasosos,
provocam um alargamento nos picos, por terem maior volume. Este método
apresenta vantagens adicionais importantes para a extracdo de poluentes
organicos em amostras aquosas a nivel de tracos. E um método muito simples,
de rapida extragcéo e introducéo direta no equipamento analitico, ndo perturba o
equilibrio de um sistema vivo, é facil de automatizar, ndo utiliza solvente para
extragdo, provoca a redugéo do tempo e melhor performance analitica. A SPME
pode ser aplicada para extragéo de diferentes matrizes, incluindo ar, agua e solo.

O instrumento para a SPME consiste em uma micro-seringa com uma fibra

recoberta com uma pelicula de filme liquido, que fica ajustada dentro de uma
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agulha. Na parte superior da micro-seringa, ha um filete de metal que serve como
pistédo para expor e recolher a fibra para fora da agulha, na etapa de adsorcéo, e
dessorc¢éo dos analitos.

Para a SPME podem ser utilizados trés tipos basicos de extragdo: extracdo
direta, headspace e protecdo com membrana.

Na extrac&o direta a fibra é inserida diretamente dentro da amostra e os
analitos sdo transportados diretamente da matriz da amostra para a fibra. Os
analitos séo facil e rapidamente extraidos, sob agitacdo, que é requerida para
facilitar o transporte dos analitos da solugéo para as proximidades da fibra.

Na técnica de headspace os analitos precisam ser transportados para a
fase vapor, atravessando a barreira do ar antes de alcancarem a fibra. Esta
modificag@o serve primeiramente para proteger a fibra de danos por exposicdo a
compostos de massa molecular alta e outros interferentes néo volateis presentes
na matriz da amostra, como materiais humicos e proteinas. Também permite
modificagées na matriz, como trocas de pH, sem danificar a fibra. A quantidade de
analito extraida utilizando extracdo direta e headspace séo idénticas, isto € devido
ao fato de que a extragdo ocorre em equilibrio, sendo a concentragao independé
da localizacdo da fibra na amostra. A técnica de headspace € um procedimento
bastante utilizado e de alta sensibilidade, permitindo a determinacdo de

compostos em concentragdes inferiores a 1072

g/L. A desvantagem desta técnica
€ a sua limitagdo a substancias volateis e baixas concentragoes.

O principal objetivo da protecdo da fibra com membrana é proteger a
mesma de danos. E vantajosa para determinacbes de analitos com baixa
volatilidade, além disso a membrana pode aumentar a seletividade no processo
de extragdo. A cinética da extracdo com membrana € substancialmente mais
baixa do que para extragdo direta, em funcdo dos analitos terem a necessidade
de atravessar a membrana e depois alcangar a fibra. A utilizagdo de membranas
delgadas e aumento na temperatura resultam um tempo de extracdo menor.

A fibra de SPME consiste em uma haste de silica fundida coberta por um
polimero, cuja espessura pode variar. O volume da cobertura determina a

sensibilidade do método, mas um filme muito espesso resulta em um longo tempo
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de extracdo. E importante o uso de filmes apropriados para cada aplicacao
(LORD, 1998) (PAWLISZYN, 1997).
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4 TECNICAS ANALITICAS APLICADAS A CoFCs

Apls a etapa de pré-concentragdo dos analitos, os mesmos devem ser
analisados qualitativa e quantitativamente. A melhor técnica de anadlise
instrumental para compostos orgéanicos clorados volateis em misturas completas
€, sem duvida, a cromatografia gasosa, usando detectores seletivos (Captura de
Elétrons — GC/ECD) ou universais (Espectrometro de Massas — GC/MS).

Entretanto, para que a amostra seja analisada de forma correta, com
picos bem definidos e sem retencéo irreversivel na coluna cromatografica, é
necessario promover a derivatizacéo dos grupos polares (OH, no caso dos fendis

clorados).
4.1. Derivatizagao
O termo derivatizagdo, em cromatografia refere-se a transformagao de um

composto quimico em outro com a finalidade de obter-se uma analise mais

rapida, conveniente ou mais exata. Esta melhora pode ser obtida tanto na etapa
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de preparo da amostra quanto na de andlise. O novo composto formado
geralmente apresenta uma ou mais das seguintes vantagens em relagcéo ao
composto de partida: mais facil de ser extraido e de ser cromatografado; medido
com maior sensibilidade ou exatidao; ou mais facilmente separado dos
interferentes.

As maiores limitagcbes da cromatografia gasosa podem ser contornadas
através da derivatizagdo, que sao, a elevada polaridade, baixa voiatilidade e/ou
estabilidade térmica de varios compostos organicos. Compostos contendo massa
molecular elevada e grupos polifuncionais ndo sao, usualmente, adequados a
analise direta por cromatografia gasosa. Por exemplo, a conversao dos acidos
carboxilicos em ésteres metilicos permite a andlise quantitativa, transformando o
grupo OH (hidroxila) da carboxila (COOH) em OCHs (metdxi). Neste caso diminui-
se a polaridade da molécula, aumenta-se a sua volatilidade e reduz-se
significativamente o tempo de analise.

Compostos com alta polaridade, quando analisados por cromatografia
gasosa, geralmente sofrem adsor¢do na coluna ou decomposigéo, dificultando a
obtencdo de dados quantitativos confiaveis. Em geral, os grupos carboxila €
hidroxila causam maiores problemas sendo seguidos pelos grupos amino (NH,) e
imino (=NH), os quais devem ser derivatizados para uma analise mais adequada.

Apesar da derivatizagdo ser uma reacdo que podera viabilizar uma
analise, é também uma potencial fonte de erros quantitativos se ndo conduzida de
forma adequada (LANCAS 1993). Os principais erros estdo associados a
derivatizacdo incompleta e a contaminantes oriundos do agente derivatizante
usado.

Um dos exemplos mais comuns de reagdo de derivatizagdo € a
acetilagdo, que consiste na converséo do grupo hidroxila (OH) em acetato pela

reacédo com anidrido acético, conforme mostra a Figura 4.



DISSERTACAO DE MESTRADO 33

0
1
OH Py 0—C—CHj
CH;C
\O —_— //()
N / K,CO +  CH:C
CH3C\\O -3 3 ~OH

Figura 4: Reagao de Acetilacéo do Fenol
4.2. Cromatografia Gasosa com Detector de Captura de Elétrons (GC/ECD)

A detecgdo por captura de elétrons tem seu funcionamento baseado na
captura de elétrons pela amostra. Os elétrons s&o gerados pela ionizagdo do gas
de arraste por uma fonte radioativa.

A medida em que o gas de arraste flui através do detector, uma lamina
contendo a fonte radioativa no interior do detector ioniza as moléculas do gas e
forma elétrons lentos. O material radioativo € normalmente um composto de Tritio
(H) ou Niquel 63 (®Ni), que fornecem elétrons diretamente pela emissdo de
particulas B, ou, indiretamente, através da ionizagdo das moléculas do gas
carregador ao serem bombardeadas pelas particulas B emitidas (GROB, 1995)
(CHRISTIAN, 1996).

Os elétrons produzidos sdo imobilizados para se obter uma corrente
eletrdnica mensuravel. Isto é conseguido aplicando-se uma diferenca de potencial
de 90 V entre um eletrodo central e o corpo do detector onde esta colocado o
material radioativo. A Figura 5 apresenta um esquema da emissao e captura dos

elétrons.
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Figura 5: Esquema da Emissao e Captura de Elétrons

A corrente obtida € chamada de corrente permanente e, apés ser ampliada
convenientemente, € mandada a um registrador onde aparecera na forma de linha
base. A captura de elétrons devido a presengca de substancias com
eletroafinidade provocara um decréscimo desta corrente determinando o
aparecimento de picos. As substancias absorverao mais ou menos elétrons,
dependendo da afinidade de cada uma delas por elétrons e também da sua
concentracao.

O decréscimo da corrente € observado no registrador sob a forma de um
pico cuja direcdo dependera da polaridade do registrador. A utilizagdo, a cada dia
crescente, deste tipo de detector deve-se a necessidade de detectar certos
compostos presentes em quantidades muito pequenas na amostra, e que néo
seriam detectados por outros detectores

Essas caracteristicas, que diferem o detector de captura eletrbnica dos
demais, s@o responsaveis pela elevada seletividade e sensibilidade, detectando
apenas o0s compostos que possuam afinidade por elétrons. Entre estes
compostos estdo os CoFCs. A quantidade minima detectavel é de 10° g e a
linearidade é baixa (500 a 10000).
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Esta elevada sensibilidade é responsavel também pela maior
desvantagem deste detector, que é a sua pequena faixa de linearidade, devendo-
se determinar a faixa de resposta linear para cada grupo de compostos a ser
analisados.

4.3. Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC/MS)

A técnica de cromatografia gasosa (GC) combinada com espectrometria
de massa (MS) tem sido cada vez mais utilizada na andlise de matrizes
ambientais, como forma de identificar e quantificar um grande numero de
compostos organicos presentes no sistema (LANCAS, 1993).

KNUUTINENN (1982a, 1982b, 1983c, 1983, 1984a, 1984b) realizou um
extenso trabalho envolvendo a analise de CoFCs érn matrizes aquosas por
GC/MS.

Quando se fala em analise envolvendo identificagdo e quantificacdo de
compostos organicos no ambiente, algumas dificuldades inerentes devem ser
consideradas (REEVE,1994):

- a presenga de uma grande variedade de diferentes tipos de compostos;

- um grande numero de compostos que podem ser detectados em uma
simples amostra;

- a complexidade, muitas vezes necessaria, no pré-tratamento das
amostras (por exemplo, extragdo, concentragcio e separacio).

Quando de usa um GC/MS, os dois primeiros itens deixam de ser tao
problematicos, pois este sistema possibilita a determinacdo de um numero
razoavel de compostos individuais que ja sejam conhecidos. Além disso a técnica
GC/MS permite alguns refinamentos inexistentes em outros métodos de analise
(monitoramento de ions, impacto eletrdnico e ionizagéo quimica positiva).

No desenvolvimento do método a escolha por ionizagao quimica (Cl) e/ou
impacto eletronico (El), bem como do ion a ser monitorado, deve levar em
consideracéo a especificidade e a sensibilidade da analise, para que possam ser

obtidos bons limites de detecgao.
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Adicionalmente a estas peculiaridades citadas, deve-se enfatizar que em
trabalhos desta natureza a exatiddo dos resultados analiticos € grandemente
influenciada pelas etapas de pré-tratamento.

Os limites de detecgédo para GC/MS variam de composto para composto
em fungao do tipo de pré-tratamento usado e com as condi¢gdes empregadas nos
estagios, tanto de GC como de MS. Os limites de detecgdo ficam na faixa de sub-
micrograma por litro e, quando do monitoramento de um unico ion, pode-se
atingir a faixa de pg/L.

Por todos os motivos acima citados, a técnica de GC/MS tem sido
amplamente utilizada em trabalhos de pesquisa relacionados com analise
ambiental, principalmente pela facilidade que este sistema oferece quanto a
obtengcdo de informagbées para os mais diferentes compostos. A principal
aplicagdo da técnica de GC/MS, tem sido na identificagdo de um grande nuamero
de compostos organicos, particularmente no que diz respeito a avaliagdo de
niveis de poluicdo por materiais sintéticos e/ou na deteccdo de substancias
potencialmente prejudiciais produzidas nos processos de purificacdo de agua
para consumo humano e incineracao de residuos sélidos. |

O funcionamento do GC/MS pode ser resumidamente descrito como: a
amostra proveniente da coluna cromatografica entra na fonte de ions onde,
através de um processo de impacto com elétrons de alta energia (geralmente 70
eV) sado gerados ions positivos e negativos. Os ions positivos formados séo
acelerados em direcdo ao analisador de massas que pode ser um quadrupolo.
Variando-se o campo elétrico no quadrupolo pode-se efetuar uma varredura de
massas sendo os ions selecionados, direcionados para um sistema de detecgao
de ions, geralmente uma multiplicadora de elétrons. Como resultado obtém-se um
espectro de massas tipico do composto em analise. Neste processo, estudando-
se os ions produzidos pode-se determinar a estrutura da molécula que foi
fragmentada. Em geral, os detectores de massas sao dotados de biblioteca de
dados que armazena dezenas de milhares de espectros de massas. Desta forma,
torna-se possivel confrontar-se o espectro obtido para o composto de interesse
com aquele da biblioteca (LANCAS, 1993).
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5 ASPECTOS EXPERIMENTAIS

5.1. Reagentes e Solventes

5.1.1. Adsorventes: Cartuchos com Silica Ligada a Grupos Octadecil (C18 ou
tC18)

Para a SPE utilizou-se cartuchos comerciais do tipo Sep-Pak Plus da
Waters com 360,0 mg de fase solida, C18 e tC18 sem qualquer tratamento
prévio. O controle da pureza dos cartuchos foi realizado através de um teste em
branco por GC/ECD.
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5.1.2. Solventes e Padroes

Utilizaram-se padrbes clorados grau p.a. (Aldrich e Helix Biotec), e
solventes grau p.a. (Merck) e grau pesticida (Grupo Quimica).

5.1.3. Preparacgao dos Reagentes e da Vidraria
5.1.3.1. Limpeza da Vidraria

A vidraria utilizada é lavada com agua e detergente neutro seguida de
lavagem com agua em abundancia e enxaguada com agua destilada.

A vidraria comum apds lavagem é colocada em forno por 30 min a
300 °C. O material volumétrico ou plastico é lavado com acetona p.a. seguida de
hexano p.a. e secagem a temperatura ambiente. A vidraria é, entdo, envolta em
papel aluminio e estocada em ambiente limpo.

5.1.3.2. Purificagdo da Agua

Utilizou-se em todo o processo agua bidestilada.
5.1.3.3. Destilagao do Anidrido Acético

O anidrido acético utilizado no trabalho é tridestilado, sendo coletadas a
fracdo destilada entre 138 °C e 140 °C. O anidrido acético tridestilado é
acondicionado em frasco escuro e mantido na temperatura de 4 °C, a fim de
minimizar a decomposi¢cdo para acido acético. O anidrido acético tridestilado é
utilizado por no maximo um més.

5.1.3.4. Secagem e Estocagem do Sulfato de Sédio

O sulfato de sédio anidro é seco por 12 h a 400 °C e guardado em
dessecador.
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5.2. Preparacao das Solugoes Estoque e Padrées dos CoFCs

Foram preparadas 25 solugbes estoques individuais (24 CoFCs e o Padrao
Interno — 2,4,6-tribromofenol), conforme a identificagdo apresentada na Tabela
VIIl, na concentragdo de 1000,0 mg . L™ por dissolugéo de 100,0 mg de cada
padr&o analitico puro em acetona grau pesticida e diluicdo a 100,0 mL em baldo
volumétrico.

A partir das solugbes estoques preparou-se duas solugdes padrdo: uma
contendo os 24 compostos fendlicos clorados (CoFCs) na concentracdo de
10,0 mg . L™, outra contendo apenas nove dos 24 CoFCs. Os nove CoFCs
presentes na mistura padrao parcial estdo assinalados na Tabela VIIl. A mistura
padrdo parcial foi preparada para facilitar o tratamento dos dados no
desenvolvimento da metodologia. As misturas padréo total e parcial foram
produzidas por meio da adi¢cdo de aliquotas de 100 uL das solugbes estoque em
baldo volumeétrico de 10,0 mL. O volume foi completado com agua bidestilada. As
solucdes estoque e padrdo foram guardadas no refrigerador a 4 °C envoltas em
aluminio, para minimizar a decomposi¢ao.

Tabela VIII: Identificacdo Numérica dos CoFCs Contidos na Solugéo Padrao

Nome Sigla [Numero Nome Sigla |Numero
2-Clorofenol 2P 1 4-Clorocatecol 4C 13
3-Clorofenol 3P 2 4 .6-Dicloroguaicol *46G 14
4-Clorofenol 4P 3 4,5-Dicloroguaicol 45G 15
2,6-Diclorofenol 26P 4 3,5-Diclorocatecol *35C 16
2.,4-Diclorofenol 24P 5 6-Clorovanilina 6V 17
3,5-Diclorofenol *35P 6 4,5-Diclorocatecol 45C 18
2,3-Diclorofenol 23P 7 4.5,6-Tricloroguaicol *456G 19
3,4-Diclorofenol 34P 8 5,6-Diclorovanilina *56V 20
2,4 6-Triclorofenol | 246P 9 2,3,4,5,6-Pentaclorofenol | *23456P 21
2,3,6-Triclorofenol | 236P 10 |3,4,5,6-Tetracloroguaicol | 3456G 22
2,3,5-Triclorofenol | *235P 11 3,4,5-Triclorosiringol *345S8 23
2,4, 5-Triclorofenol | 245P 12 |3,4,5,6-Tetraclorocatecol | *3456C 24

*compostos presentes na mistura padr&o parcial

As solugbes padrées nas concentragdes de 1,0 pgl™: 50 pgl™

10,0 ug.L™"; 20,0 ug.L1 e 320,0 ug.L™ utilizadas no trabalho foram preparadas por
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diluicdo do padréo na concentracdo de 10,0 mg . L™, e o volume completado com
agua bidestilada.

5.3. Caracterizagdao da Amostra

A amostra consistiu no efluente da fabrica de celulose Cambara S/A
Produtos Florestais, localizada no municipio de Cambara do Sul/RS. As amostras
foram acondicionadas em frasco escuro no refrigerador a 4 °C por no maximo
24 h. A fabrica de celulose utiliza como madeira o Pinus Taeda (softwood). O
processo de branqueamento da celulose utilizado pela industria é CEoD
(Cloragéao, Extracao Alcalina, Diéxido de Cloro) e o ponto de coleta da amostra foi
a entrada da estagao de tratamento de efluentes. O efluente encontrava-se em
pH 2.

5.4. Extracgao Liquido/Liquido

A LLE foi usada como método referéncia para fins de comparacéao.

Procedimento:

A solugao padrao (10,0 mL), contendo os CoFCs derivatizados conforme
item 5.6, foi transferida para um funil de separacdo onde é extraida com trés
porcdes de 10,0 mL de hexano grau pesticida. O extrato assim obtido passa por
uma coluna contendo 6,0 g de sulfato de sédio anidro para reter a umidade e é

evaporado a 1,0 mL com nitrogénio ultra puro.
5.5. Extragao com C18 e tC18

Apesar da existéncia de um sistema comercial que utiliza SPE para pré-
concentragao, consistindo de uma caixa de vacuo, onde se pode trabalhar com
varios cartuchos ao mesmo tempo, optou-se no presente trabalho por um sistema

de manuseio individual das amostras e colunas, reduzindo, assim, a possibilidade
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de contaminagao. A Figura 6 mostra o sistema construido para o desenvolvimento

deste trabalho e a Figura 7 apresenta um esquema do procedimento usado.

Procedimento:

O cartucho é adaptado na rolha de teflon, que fecha o kitasato. Condiciona-
se a fase sélida com 5,0 mL de metanol e 20,0 mL de agua bidestilada, tendo-se
o cuidado de n&o secar o cartucho (BELTRAN, 1993). A amostra (ou solugéo
padréo) derivatizada, é percolada através do cartucho, mantendo-se um fluxo de
5,0 mL/min, utilizando bomba d’'agua para produzir 0 vacuo necessario ao
sistema.

cartuchos
PISPE

rolha de
~" feflon

saida para
vacuo

Figura 6: Sistema Utilizado para SPE com Cartuchos Comerciais

O eluato (volume total da solugdo aquosa que passou pelo cartucho de
SPE) foi reservado para posterior extracéo liquido/liquido com hexano a fim de

verificar a presenca de analitos que nao tenham ficado retidos na fase sélida.
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Solugéao padrao ou efluente

Derivatizacéo

1 mL anidrido acético
2mL KoCOs3 (75%)

Pré-concentragéo

SPE (C18 e {C18)

Eluicdo com hexano

Secagem com Na,SO4 anidro

Reducéo de volume a 1 mL

N, UP

GC-MS

Figura 7: Fluxograma do Procedimento Geral para SPE

GC-ECD
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Adiciona-se 0,3 mL de acetona grau pesticida, para retirar a agua do

sistema, os analitos foram eluidos com 10,0 mL de hexano grau pesticida. O

eluido é coletado em um tubo de ensaio adaptado dentro do kitasato. O hexano

com os analitos foi seco ao passar por uma coluna contendo 6,0 g de Na;SO4

anidro, sustentada com |4 de quartzo. Adicionou-se 10,0 uL do P.l. preparado

conforme o item 5.7. Reduziu-se o volume do eluido a 1,0 mL, usando nitrogénio

gasoso (99,999% de pureza UP) e 1,0 uL do extrato assim obtido foi analisado

cromatograficamente.

5.6. Derivatizagao

A amostra (ou solugéo padréo) foi transferida para um erlenmeyer, sendo

que para o efluente ajustou-se o pH até 7,0 com KyCOs, procede-se a
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derivatizagdo adicionando 2,0 mL de KxCO3; (75%) e 1,0 mL de anidrido acético
tridestilado. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética durante 15 minutos
(tempo necessario para que a reacdo de derivatizacdo se complete)
(PIZZOLATO, 1997).

5.7. Preparagao do Padrao Interno

O padréo interno foi derivatizado em separado para garantir que nao haja
influéncia da SPE na sua concentracao. Isto foi necessario por néo existir padréo
interno acetilado comercial.

Preparou-se 10,0 mL de solugdo contendo apenas o padrao interno , em
agua bidestilada, a partir de uma aliquota de 250 plL da solugdo estoque na
concentragdo de 1000 mg.L". Esta solucdo de padrdo intemo em agua na
concentracdo de 25,0 pg.L™ foi derivatizada com 4,0 mL de KoCOs (75%) e 2,0
mL de anidrido acético tridestilado. O sistema foi mantido sob agitagdo magnética
durante quinze minutos. A solugdo foi transferida para um funil de separagao e
extraida com trés por¢des de 10,0 mL de hexano grau pesticida. O extrato passod
por uma coluna contendo 6,0 g de Na;SO4 anidro e evaporado a 10,0 mL com
nitrogénio ultra puro. Aliquotas de 10,0 uL do PI foram adicionadas, no momento

da evaporacgdo, nas solugdes padrao e no efluente.
5.8. Determinagao da Saturagao da Fase Sélida

Para a determinacéo da saturacéo da fase soélida preparou-se 10 mL das
solugbes padréo parciais nas concentragées de 10,0 rhg.L“, 15,0 mg.L”,
20,0 mg.L" e 25,0 mg.L". Utilizou-se dois cartuchos conectados em série
(MUBMANN, 1994). Desta forma, quando ocorrer a saturacdo do primeiro
cartucho, os analitos excedentes ficardo retidos no segundo cartucho. Fez-se a
eluicdo somente do segundo cartucho conforme descrito no item 5.4., sendo

realizada a analise cromatografica do material retido no segundo cartucho.
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5.9. Determinagao do Melhor Volume a ser Usado

O melhor volume de amostra a ser utilizado foi definido a partir de solucdes
padrao contendo a mesma quantidade de analito (0,125 ug) e variando o volume.
Foram utilizados os volumes de 10 mL, 50 mL, 100 mL, 500 mL e 1.000 mL, nas
concentragdes de 12,5 pg.L™, 2,5 pg.L™, 1,25 pg.L™, 0,250 pg.L'e 0,125 pg.L™,
respectivamente. O eluato de cada experimento (volume total de solugdo aquosa
que passou pelo cartucho) foi submetido a extragdo liquido-liquido, a fim de
verificar a presenca de CoFCs nao retidos por SPE. Os concentrados de CoFCs
dos dois procedimentos para cada volume extraido (SPE e LLE), foram
analisados cromatograficamente.

5.10. Analise Instrumental

Para andlise quantitativa dos CoFCs foi utilizado um cromatégrafo gasoso
(GC) da Varian Equipamentos Cientificos S/A, modelo 3400Cx, com detector de
captura de elétrons (ECD) com fonte de ®Ni , no modo de injeg&o SPI. A coluna
capilar utilizada foi uma SPB-5 (30,0 m x 0,32 mm x 0,25 um

Para a confirmacéo e identificagdo dos CoFCs utilizou-se um cromatografo
gasoso (GC) da Hewlett Packard, com detector seletivo de massas modelo
HP5960/HP5973, com sistema de injegcdo split/splitiess, tendo sido utilizado no
modo splitless. A coluna capilar utilizada foi HP-1 (50,0 m x 0,25 mm x 0,20 um).

As condi¢cdes usadas para a andlise tanto dos padrdes clorados como das
amostras reais estao apresentadas na Tabela IX.
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Tabela IX: Condigdes Cromatograficas Utilizadas na Analise por GC/ECD e GC/MS

GC/ECD GC/MS
Modo de injecado SPI Splitless
Volume de amostra 1,0 uL 2,0 uL
Temperatura do injetor 250 °C 250 °C
Temperatura do detector 324°C 250 °C
Temperatura inicial 70°C 70°C
Tempo inicial 0 0
Vel. de aguecimento 1 10 °C . min” 1°C. min
Temperatura final 1 120 °C 290 °C
Tempo final 1 0 15 min
Vel. de aquecimento 2 3°C . min’ -
Temperatura final 2 180 °C -
Tempo final 2 5 min -
Vel. de aquecimento 3 10 °C . min” -
Temperatura final 3 290°C -
Tempo final 3 15 min -
Gas de arraste Hidrogénio Hélio
Pressao na cabeca da coluna 5 PSI 12 PSI
Gas do detector Nitrogénio (21 mL . min™") -

5.10.1. Determinagdo dos Limites de Detecg¢ao para o GC/ECD

O Limite de Deteccdo €& normaimente definido como o valor da
concentracdo de um composto requerido para produzir um sinal trés vezes maior
gue o desvio padrao do sinal de fundo (ruido) (CHRISTIAN, 1996). Um composto
sera considerado detectado se a sua concentragdo na matriz for igual ou superior
ao seu limite de detecgdo. Para os CoFCs monoclorados o limite de detecgéo foi
determinado preparando-se solugdes padrdo derivatizadas contendo todos os
monoclorados e o Pl em concentragdes crescentes partindo-se de 1,0 pg.L™. Para
os CoFCs diclorados utilizou-se o mesmo procedimento dos monoclorados. Para

os demais CoFCs néo foi determinado o limite de detecgéo.
5.10.2. Determinacao da Faixa de Linearidade do Detector (ECD)

A determinacdo da linearidade do detector de captura de elétrons foi

realizada usando-se misturas padrdo nas concentragcdes de 5,0 ug.L”,
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10,0 pug.L" e 20,0 pug.L™". Usou-se 10,0 mL de cada solugdo no procedimento
descrito conforme a Figura 7.

5.10.3. Confirmagao da Identidade dos CoFCs por GC/ECD

Foram adquiridos 24 padrées de CoFCs sendo todos usados na andlise
qualitativa e apenas nove usados na analise quantitativa. Para determinar o
tempo de retencdo de cada composto e para confirmagdo da identidade dos
CoFCs por GC/ECD, foi preparada 10,0 mL de uma solugéo padrdo contendo
todos os padrdes e o Pl na concentracdo de 10,0 ug.L™'. Esta solugdo foi
preparada em baldo volumétrico, pela adicao de 10,0 uL da solugdo padréo
contendo todos os analitos na concentragdo de 10,0 mg.L e o volume completado
com agua bidestilada. A solugdo preparada foi submetida ao procedimento
descrito no item 5.5. As condigbes cromatograficas estdo descritas na Tabela IX.

Para confirmagédo da ordem de eluicdo dos CoFCs descrita na literatura
(LEE, 1989) foram preparadas cinco solugbes padréo para identificagéo individual
dos analitos. As solugdes foram submetidas ao procedimento descrito no item 55

Solucéo 1: 2,6-diclorofenol; 3,4-diclorofenol; 2,4 5-triclorofenol;
4 5-diclorocatecol; 5,6-diclorovanilina; padrédo interno, todos na concentracéo de
10,0 pg.L™".

Solugdo 2: 2,4-diclorofenol; 2,4, 6-triclorofenol; 2,3,5-triclorofenol; 4,5-
dicloroguaiacol; 4,5,6-tricloroguaiacol; 3,4,5-triclorosiringol; padréo interno, todos
na concentragao de 10,0 ug.L™".

Solucdo 3: 3,5-diclorofenol; 2,3,6-triclorofenol; 4,6-dicloroguaiacol, 3,5-
diclorocatecol; 3,4,5,6-tetracloroguaiacol; padrdo interno, todos na concentragao
de 10,0 ug L.

Solugdo 4: 2,3-diclorofenol; 6-clorovanilina;, 2,3,4,5,6-pentaclorofenol;
3,4,5,6-tetraclorocatecol; padrao interno, todos na concentragéo de 10,0 ug.L".

Solucdo 5: 2-clorofenol; 3-clorofenol; 4-clorofenol, 4-clorocatecol, na

concentragédo de 320,0 ugl"’ e padrdo interno na concentragdo de
10,0 ug.L™".
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5.10.4. Identificagdo dos CoFCs por GC/MS

Para identificacdo dos CoFCs por GC/MS, preparou-se uma solucgdo
padrdo de concentracdo 10,0 mg.L™' para cada CoFC e o PI. A solugcao foi
submetida ao procedimento descrito no item 5.5, sem a etapa de ajuste de pH. O
padrao assim preparado foi reduzido quase a secura, para posterior injecdo no
GC/MS.

Para a andlise da amostra, preparou-se 10,0 mL de efluente conforme o
descrito no item 5.5. O mesmo, foi evaporado, até quase a secura e injetado no
GC/MS.

Para analise via GC/MS usou-se as condi¢bes apresentadas na Tabela X,
usando o método de detecgdo SIM. Os ions monitorados foram selecionados a
partir dos espectros de massas dos padrées (PIZZOLATO, 1997), e estdo
apresentados na Tabela X.

Tabela X: Principais Fragmentos de Massa (m/e) Monitorados para os 24 CoFCs |
Presentes na Solugdo Padrao

Composto (m/e) Composto (m/e)

2P 170, 128 4C 228, 186, 144
3P 170, 128 46G 234,192,177
4P 170, 128 45G 234,192,177
26P 204, 162 35C 262, 220, 178
24P 204, 162 6V 228, 186, 171
35P 204, 162 45C 262, 220
23P 204, 162 456G 268, 226, 211
34P 204, 162 56V 262,220, 205
246P 238, 196 23456P 306, 264
236P 238, 196 3456G 302, 260, 245
235P 238, 196 3458 298, 256, 241
245P 238, 196 3456C 330, 288, 246
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5.10.5. Analise Quantitativa dos CoFCs por GC/ECD

Os fatores de resposta e os calculos das concentracdes dos CoFCs nos
efluentes analisados foram determinados a partir da injecdo de uma mistura
padrdo a 20,0 ug.L™, preparada no mesmo dia em que foi realizada a extragdo de
cada efluente. Todas as determinac¢des foram realizadas em triplicata de extracéo
e triplicata de injecdo. Utilizou-se o método de padronizagdo interna para a
quantificacdo dos CoFCs nos efluentes.

A partir das dreas da solugio padrdo na concentracdo de 20,0 pg.L™”
calcula-se os fatores de resposta relativos (FRR) dos analitos em relagdo ao
padréo interno (Pl). O FRR de cada analito é introduzido no calculo da
concentragao do mesmo no efluente.

Os calculos das concentragdes foram baseados nas equagdes de 1 a 3:

Para a solugdo padrdo na concentracdo de 20 ug.L™:

area do pico Ap
FRAP = (1 .a)
[Ap]
e
area do pico Pl
FRp = (1.b)
[PI]
Logo:
FRap
FRRa = (1.¢)
FRepi
ou ainda:
rea do pico Ap r [PI]
FRRa = X (2)
[Ap] L area do pico Pl

Onde: FRap = fator de resposta do composto A na solug&o padréo
FRp, = fator de resposta do composto adicionado como padr&o interno, na
solugao padrao
FRRa = fator de resposta relativo do composto A
[ Ap ] = concentragdo do composto A na solug&o padréo
[ P1] = concentragdo do padrao interno na soluc&o padréo
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Para os dados dos efluentes temos:

Onde:

area do pico Ag r [Pl]e
[AE = X

FRRa Lérea do pico PI

J

[ A Je = concentracido do composto A no efluente
[ Pl Je = concentragéo do Pl no efluente

(3)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Determinagao dos Limites de Detecgao

Cromatografando (GC/ECD) as solugbes padrédo com diferentes
concentragdes, encontrou-se um valor minimo detectavel de 320,0 ng.L" para os
compostos monoclorados e para os diclorados encontrou-se o valor de
20ugL™"
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6.2. Identificagdao dos CoFCs na Mistura Padrao

6.2.1. Identificagao por GC/ECD

O cromatograma da solugdo padrdo dos CoFCs na concentracdo de
10,0 ug/L obtido por GC/ECD, é apresentado na Figura 8. Os compostos estdo
numerados conforme apresentado na Tabela VIIl. A identificacdo dos picos desta
mistura padréo foi realizada comparando-se os tempos de retencao relativos das
5 misturas padrdes parciais descritas no item 5.10.3. com os tempos de retencao
relativos da mistura padrdo total e utilizando-se a ordem de eluicdo dos
compostos propostas por LEE (1989).

Como todas as misturas padrdes parciais foram injetadas nas mesmas
condigoes (Tabela IX) que a mistura padrao total, os picos da mistura padr&o total
foram identificados comparando-se seus tempos de retenc&o relativos com os
tempos de retencéo relativos das misturas padroes parciais.

A Tabela XI apresenta a comparacéo dos tempos de retencdo relativos ao
padrdo interno das misturas padrdes parciais com os tempos da mistura padrao
total.

6.2.2 Identificagao por GC/MS

A partir da mistura padr&o preparada conforme os itens 5.2. € 5.5, todos os
compostos foram identificados, conforme mostra o TIC (7otal lon Chromatogram)

apresentado na Figura 9.

o
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Tabela XI: Comparacéo dos Tempos de Retencao Relativos (TRRs) dos Picos da

Mistura Padréo Total com o das Solugbes Padrdes Parciais

Composto | solugdo | solugdo 1 | solugédo 2 | solugédo 3 | solugéo 4 | solugédo 5
total

2P * - - - - 0,34

3P * - - - - 0,35

4P * - - - - 0,36
26P 0,45 0,46 - - - -
24P 0,47 - 0,48 - - -
35P 0,49 - - 0,50 - -
23P 0,51 - - - 0,51 -
34P 0,54 0,55 - - - -
246P 0,59 - 0,60 - - -
236P 0,65 - - 0,66 - -
235P 0,66 - 0,67 - - -
245P 0,67 0,68 - - - -

4C * - - - - 0,72
46G 0,74 - - 0,74 - -
45G 0,81 - 0,82 - - -
35C 0,85 - - 0,86 - -
6V 0,89 - - - 0,90 -
45C 0,95 0,95 - - - -

Pl 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

456G 1,04 - 1,04 - - -
56V 1,10 1,10 - - - -
23456P 1,13 - - - 1,13 -
3456G 1,18 - - 1,17 - -
3455 1,21 - 1,21 - - -
3456C 1,36 - - - 1,36 -

* ndo detectado na concentracéo de 10 pg L™

6.3. Desenvolvimento de Metodologia para C18

A metodologia para a SPE foi desenvolvida usando cartuchos de C18,

supondo-se que os valores encontrados poderiam ser usados também para o

tC18.

Foram investigados a saturagdo da fase soélida, o melhor volume de

amostra a ser usado e o melhor fluxo para a eluigdo.
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6.3.1. Determinagao do Melhor Fluxo de Eluigdo na SPE

Foram testados trés fluxos (1,0 mL.min”, 2,0 mL.min® e 5,0 mL.min™),
sendo que nédo foram observadas diferengas significativas no resultados para os
trés fluxos, optando-se pelo fluxo de 5 mL.min™, o qual permite um menor tempo
de anélise. O fluxo de 5 mL.min™ foi usado na etapa de retencdo e de eluicdo da
amostra.

6.3.2. Determinagao da Saturagdo da Fase Sélida

A Figura 9 apresenta a comparagéo entre os cromatogramas (GC/ECD)
obtidos para os eluatos (solu¢do aquosa eluida do primeiro cartucho C18 e retida
no segundo cartucho, conforme descrito no item 5.8 para cada uma das solugdes
a 15,0 mg.L™?, 20,0 mgL' e 250 mgL' A solugdo para 10,0 mgL™' néo
apresentou picos, indicando que n&o ocorreu saturacdo da fase solida para
nenhum dos compostos analisados.

Percebe-se pela analise daquela Figura que em 15,0 mg.L” saturaram a
fase solida os compostos 456G, 56V, 23456P, 345S e 3456C, em
20,0 mg.L" além destes, o composto 35C e em 25,0 mg.L” todos os demais
usados na solugao padrao.

6.3.3. Determinagdo do Melhor Volume da Amostra a ser Analisado em SPE

O melhor volume de amostra a ser utilizado na SPE foi definido a partir dos
valores das areas relativas ao padrao interno de cada composto nas misturas de
padrdes, conforme mostra da Figura 10. Variou-se o volume de 10,0 a 1000 mL,
mantendo a quantidade de analito constante (0,125 pg).

Como a quantidade de analito € a mesma, a comparacdo entre as areas
relativas ao padrdo interno da uma medida da eficiéncia do procedimento de pré-
concentracdo usado. Conforme se observa nesta Figura, a variagido obtida na
area nao é muito significativa, por esta razéo e pensando em se ter o menor

tempo total de analise, optou-se pelo volume de 10,0 mL.
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1,2
m10mL
W50 mL
1 0100 mL
0500 mL
0,8 - m 1000 mL

0,6

0,4

Area relativa ao PI

0,2 -

35P 235P 468G 35C Pl 456G 56V 23456P 3458  3456C
Compostos fenodlicos clorados

Figura 10: Determinagéo do Melhor Volume para a SPE

6.4. Determinagdo do Comportamento de Resposta do Detector de Captura
de Elétrons

A Tabela Xll apresenta os coeficientes de correlagdo e o desvio padréo
para cada composto na faixa de concentracdo entre 50 e 20,0 ug.L’. Os

coeficientes de correlagéo foram obtidos utilizando-se todos 0s pontos.

Tabela Xll: Coeficiente de Correlagdo com o Respectivo Desvio Padréo para a
Regressao Linear da Resposta do Detector

Coeficiente G Coeficiente G
Composto | de correlagéo Composto | de correlag&o
26P 0,997 0,012 46G 0,993 0,019
24P 1,000 0,005 45G 0,999 0,002
35P 1,000 0,000 35C 0,993 0,022
23P 0,998 0,014 456G 0,998 0,063
34P 0,999 0,008 56V 1,000 0,001
246P 0,994 0,048 23456P 0996 0,166
236P 0,997 0,037 3456G 0,992 0,270
235P 0,998 0,029 3455 0,996 0,140
245P 0,998 0,028 3456C 0,993 0,068

Faixa de linearidade de 5,0 pg.L™" a 20,0 ug.L”
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A Figuras 11, 12 e 13 apresentam os gréficos de érea relativa ao padréo
interno (Pl) em fungéo da quantidade de analitc presente nas solugbes padrac
analisadas. Observa-se uma relagdo linear entre estas variaveis, que €
comprovada pelo coeficientes de correlagdo muito proximos da unidade (Tabela
Xil).

Pela andlise destas Figuras ¢ da Tabela Xl pode-se afirmar que nesta
faixa de concentracgo (entre 5,0 ug.L™" e 20,0 ug.L") o detector de captura de

elétrons usado apresentou linearidade de resposta.

——— 3,5 diclorofenol
1 — 2,3,5 triclorofenol
3,0 —2,3,4,5,6 pentaciorofenol

2,5
o
(o]
@ 204
o
2
T 1,54
(o)
L
g 1,0
e
<L

— T .
010 015 020 025 030 035 040 045 050 055
Quantidade de analito ( micrograma)

Figura 11: Linearidade de Resposta do GC/ECD a concentracéo de Clorofendsis
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Figura 12: Linearidade de Resposta do GC/ECD a concentrag&o de Cloroguaicois
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Figura 13: Linearidade de Resposta do GC/ECD a concentrag&o de Clorocatecdis,
clorovanilina e clorossiringol
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6.5. Comparagdo da SPEcoma LLE

A Tabela Xlll e a Figura 14 apresentam a comparacédo entre as areas
relativas de cada CoFC, obtidas a partir das trés metodologias usadas: SPE com
C18, SPE com tC18 e LLE da solucdo padréo a 20,0 ug.L™".

Na Tabela Xill encontra-se, também, uma coluna com os coeficientes de
variagdo obtidos para analises realizadas em triplicata e com triplicata de injecao.
Estes dados indicam que os resultados séo bastante repetitivos.

B WP 46 BC P 4BC BV AT USS MO
CoFCs

Figura 14: Comparacao entre SPE (C18 e tC18) e LLE para CoFCs

Em linhas gerais, pode-se afirmar que a SPE apresenta performance
significativamente melhor que a LLE. Observa-se que a SPE com cartuchos C18
apresentou melhor desempenho, com maiores areas relativas por composto, que
as outras duas metodologias.
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Tabela Xlll: Comparagdo entre SPE (C18 e tC18) e LLE para CoFCs e
Coeficientes de Variacdo para cada Medida

C18 tC18 LLE

compostos AR(*) Cv(™) AR Ccv AR Cv
35P 0,04 5,51 0,02 3,66 0,02 2,97
235P 0,10 5,81 0,07 2,43 0,05 2,55
46G 0,06 6,12 0,04 2,58 0,04 2,65
35C 0,09 7,85 0,04 6,27 0,03 11,3
Pl 1,00 4,45 1,00 1,97 1,00 2,19
456G 0,26 8,49 0,17 3,80 0,16 3,02
56V 0,27 8,21 0,19 2,29 0,20 3,72
23456P 0,20 6,02 0,14 1,00 0,09 2,49
3458 0,58 6,07 0,38 473 0,36 410
3456C 0,06 7,78 0,13 3,94 0,10 4,91

(*) AR = area relativa ao PI (**) coeficiente de variagdo CV = ¢ x 100

média

6.6. Aplicagao da SPE com Cartuchos C18 aos Efluentes de Branqueamento
de Celulose

6.6.1. Analise Qualitativa

As Figuras 15, 16 e 17 apresentam os cromatogramas obtidos por
GC/ECD para os extratos dos trés efluentes de branqueamento de celulose
analisados. Os compostos identificados nos efluentes -foram: 3,5-diclorofenol,
2,4 6-triclorofenol, 4-clorocatecol, 4,5-dicloroguaiacol, 3,5-diclorocatecol, 6-
clorovanilina, 4,5-diclorocatecol, 4,5,6-tricloroguaiacol, 5,6-diclorovanilina, 3,4,5,6-
tetracloroguaiacol, 3,4,5-triclorosiringol e 3,4,5,6-tetraclorocatecol.

Foi realizada uma andlise via GC/MS para comprovar a identificacdo dos
CoFCs. Esta analise foi realizada no modo SIM e aplicada a um dos efluentes em
maior concentragdo afim de atingir o limite de deteccdo do GC/MS. Este
cromatograma esta apresentado na Figura 18.

Como pode ser visto nas Figuras 15, 16 e 17 os efluentes apresentam uma
série de outros compostos nao identificados, devendo, entretanto, apresentar

&tomos de cloro ou um outro elemento avido por elétrons.
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Figura 16: Cromatograma (GC/ECD) do Segundo Efluente de Branqueamento de Celulose Analisado (condigdes
cromatograficas descritas na Tabela IX e identificagdo dos picos na Tabela X).
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Figura 17: Cromatograma (GC/ECD) do Terceiro Efluente de Branqueamento de Celulose Analisado (condi¢des
cromatograficas descritas na Tabela IX e identificagéo dos picos na Tabela X).
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Figura 18: Cromatograma (GC/MS — modo SIM) da Mistura dos Trés Efluentes de Branqueamento de Celulose Analisados
(condicdes cromatograficas descritas na Tabela IX e identificagéo dos picos na Tabela X).
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Esta situacdo nado é vista na Figura 19 porque a analise é realizada no
modo SIM, monitorando apenas os ions correspondentes aos CoFCs em estudo.

Na Figura 19 s&o identificados doze CoFCs, ou seja, trés compostos além
daqueles ja identificados via GC/ECD, que sdo: 35P, 4C e 345S. A concentracédo
destes compostos em cada efluente esta abaixo do limite de detecgdo do
GC/ECD, razao pela qual ndo foram identificados naquele instrumento.

Também, na Figura 19 tem-se a identificacdo (provavel) de outros picos
gue correspondem a isdmeros dos padroes estudados, ou seja, apresentam os
mesmos fragmentos de massa. Estes picos estdo assinalados com numeros
arabicos e sua identificagao esta apresentada a seguir:

pico 1 = monoclorovanilina
pico 2 = diclorocatecol
pico 3 = tricloroguaiacol
pico 4 = triclorossiringol

A confirmacéo da identificacao destes compostos s6 poderia ser realizada
com o auxilio de padrées.

6.6.2. Analise Quantitativa

A Tabela XIV apresenta as concentragées encontradas para cada um dos
efluentes cujos cromatogramas estdo apresentados nas Figuras 16, 17 e 18. A
concentracdo de cada CoFC foi calculada a partir de uma solugédo padréo a
20,0 ug.L™", extraida e injetada no mesmo dia, e usando os calculos discutidos no
item 5.10.5.
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Tabela XIV: Concentragbes dos CoFCs nos Efluentes de Branqueamento de
Celulose

efluente 1 efluente 2 efluente 3

CoFCs |conc. pg.L'| o %(*) [conc. pg.L™"| 6 %(*) | conc. ug.L™ |6 %(*
246P 38,3 3,5 102 16,5 454 18,2
45G 48,5 4.1 429 3,9 8,8 5,8
35C 37,9 1,9 73,1 8,8 242 11,4
6V 42 .4 0,7 551 54 15,1 1,1
45C 48,9 3,8 120 6,8 17,8 9,2
456G 10,5 3,3 37,3 2,5 11,2 8,7
56V 24,5 52 45,0 59 12,8 3,2
3456G 15,9 3,2 68,8 10,9 64,9 9,2
3456C 150 51 839 8,8 105 1,7

(*)o % desvio padrao percentual

Como pode ser observado a partir dos dados, apesar dos trés efluentes
apresentarem os mesmos componentes, a composigéo quantitativa dos efluentes
analisados variou muito, provavelmente devido a pequenas mudancas na carga
de cloro ou mesmo no tipo de polpa branqueada.

Os valores de desvios padrao percentual obtidos para a técnica de SPE,
vem confirmar o que foi citado no item 3.3.5, sendo esta uma das maiores
desvantagens desta técnica, ou seja podem ocorrer grandes variacoes
provocadas por mudancas de lote dos cartuchos comerciais e mesmo entre
cartuchos de um mesmo lote. Estas mudangas podem ser provocadas por
diferencas no empacotamento ou mesmo na fabricagdo da fase quimicamente
ligada.

Os compostos identificados nos efluentes coincidem com dados da
literatura (LEE, 1993). Entretanto, é interessante destacar que varios outros
compostos, provavelmente clorados, se encontram nestes efluentes, conforme
pode ser visualizado nas Figuras 16, 17 e 18, e nao foram identificados nem
quantificados. Muitos dos picos apresentam areas consideravelmente maiores
que os CoFCs identificados. A impossibilidade de identificagao deve-se a

inexisténcia de padrdes no mercado.
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6.7. Avaliagao da Toxicidade dos Efluentes Estudados

Aplicando-se o método sugerido por KOVACS (1993) apresentado na
Tabela IV, item 2.6., pode-se calcular a toxicidade total dos trés efluentes
estudados. Estes dados se encontram na Tabela XV.

Tabela XV: Toxicidade dos Efluentes de Branqueamento de Celulose

TEF*

efluente 1 | efluente 2 | Efluente 3
246P 7,66 20,5 9,08
45G 4,85 429 0,88
35C 3,79 7,31 2,42
6V 1,69 2,20 0,60
45C 4,89 12,0 1,78
456G 2,10 7,46 2,24
56V 2,45 4,50 1,28
3456G 7,95 34 4 32,4
3456C 75,0 420 52,5
toxicidade total 110 512 103

* TEF Fator de Toxicidade Equivalente

Percebe-se a toxicidade total também sofreu grande variagcdo nos tréé
efluentes e o principal responsavel pela mesma € o 3456C, devido a sua elevada
concentragdo e elevado TEF individual.

A toxicidade calculada é medida em ppb (ou ug.L'1) e refere-se ao
pentaclorofenol, que é congénere mais tdxico dos clorofendis.
Por exemplo: O efluente 1 tem um TEF = 110 ou a toxicidade equivalente a
110 pg.L™" (ou 0,110 mg.L™") de pentaclorofenol.

Usando-se os dados da Tabela lll (VOSS,1980), segundo a qual a LDso
para o pentaclorofenol (23456P) é 0,096 mg.L™!, pode-se considerar que os trés

efluentes estdo bastante acima deste valor, sendo portanto altamente toxicos.
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados e discutidos, pode-se elaborar as
seguintes conclusdes:

Entre as metodologias usadas para a extracdo de CoFCs de solugbes
aquosas a Extracdo em Fase Sdlida (SPE) apresentou melhor desempenho,
sendo que a SPE usando cartuchos C18 apresentou melhores resultados que a
SPE usando cartuchos tC18.

A metodologia proposta para SPE apresenta-se como uma técnica rapida,
simples e com pouco gasto de solventes. A maior desvantagem apresentada por

esta técnica é a baixa reprodutibilidade, com elevados coeficientes de variagdo.
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Foram identificados doze CoFCs nos efluentes, sendo nove destes
quantificados. A técnica de GC/MS permitiu ainda que se identificasse, de forma
tentativa, mais quatro isdmeros dos CoFCs padrdes usados.

Os trés efluentes de branqueamento de celulose analisados apresentaram
elevada toxicidade, usando-se a escala de comparagdo com o pentaclorofenal,

que é o congénere mais toxico dessa espécie.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se os seguintes trabalhos para a continuagdo da presente
Dissertacdo de Mestrado:

1 Aplicacdo da Microextracdo em Fase Soélida na Extragdo e Analise de
CoFCs em Efluentes e Aguas Naturais;

2 Andlise dos demais constituintes encontrados nos efluentes de
branqueamento de celulose, usando GC/MS;

3 Validagao do procedimento.
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9 PRODUGAOQ CIENTIFICA GERADA

O trabalho desenvolvido nesta Dissertacdo, até a presente data, deu
origem a producao cientifica detalhada abaixo:

1. Titulo: Compostos Fendlicos Clorados em Efluentes de Branqueamento de
Celulose Usando SPE e GC

Evento: COLACRO VII ( Sétimo Congresso Latino-Americano de
Cromatografia)

Local: Aguas de S&o Pedro - SP

Data: 25 a 27 de mar¢o de 1998

Resumo Publicado nos Anais do Congresso
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2. Titulo:

Evento:
Local:
Data:

Extracdo em Fase Sdlida aplicada ao estudo de compostos
Fendlicos Clorados

Salao de Iniciagao Cientifica (SIC) - UFRGS

Porto Alegre — RS

Outubro de 1998.

Resumo Publicado nos Anais do Congresso

3. Titulo:

Evento:
Local:
Data:

Extracdo em fase soélida aplicada ao estudo de compostos fendlicos
clorados em efluentes aquosos

VI Encontro de Quimica da Regi&o Sul

Maringa - PR

04 a 06 de Novembro de 1998

Resumo Publicado nos Anais do Congresso

4. Titulo:

Evento:
Local:
Data:

Extracdo em Fase Sdlida Aplicada ao Estudo de Compostos
Fendlicos Clorados em Efluentes Aquosos "
21° Reunido Anual da SBQ

Pocos de Caldas, MG

maio 1999

Trabalho aceito



DISSERTACAO DE MESTRADO 73

10 BIBLIOGRAFIA

AGUILAR, C.; BORRULL, F. and MARCE, R. M., J. Chromatogr. A, v.754, p.77-84, 1996.

AGUILAR, C.; BORRULL, F. and MARCE, R. M., J. Chromatogr. A, V. 771, P.221-231,
1997.

AKERBLOM, M., J. Chromatogr.,v.319, p.427-431, 1985.

D’ALMEIDA, M. L. O. “Branqueamento de pastas celuldsicas”, Centro Técnico em
Celulose e Papel, Instituto de Pesquisas Tecnolégicas do Estado de S&o Paulo, SP,
1978.

AXEGARD, P; DAHLMAN, O.; HAGLIND, I; JACOBSON, B.; MORCK, R. and
STROMBERG, L., STFI — Meddelande, n.A994, 1993.

BAIRD, Colin, “Environmental chemistry”, W. H. Freeman and Company, New York,
1995.

BALINOVA, A., J. Chromatogr. A, v.754, p.125, 1996.

BAO, M. L. PANTANI, F.; BARBIERI, K;:;BURRINI, D. and GRIFFINI, O,
Chromatographia, v.42, p.227-233, 1996.



DISSERTACAO DE MESTRADO 74

BATTISTA, M.; DI CORCIA, A. and MARCHETTI, Anal. Chim., v.61, p.935-939, 1989.

BELTRAN, J.; LOPEZ, F. J. and HERNANDEZ, F., Anal. Chim. Acta, v.283, p.297-303,
1993.

BOYD-BOLAND, A. A. and PAWLISZYN, J., J. Chromatogr. A, v.704,p.163-172, 1995.

BOYD-BOLAND, A. A, MAGDIC, S., PAWLISZYN, J. B.; Analyst, v.121, p.929-938,
1996.

BUCHHEIT, A. J. and WITZENBACHER, M., J. Chromatogr. }A, v.736, p.67-74, 1996.

CHEE, K. K;; WONG, M. K and LEE, H. K., J. Chromatogr. A, v.736, p.211-218, 1996.

CHRISTIAN, G.D., “Modernan Practice of Gas Chromatography”, New York, John Wiley
& Sons, 1996.

CHIRON, S.; DUPAS, S.; SCRIBE, P. and BARCELO, D., J. Chromatogr. A, v.665,

p.295-305, 1994.

CROCKFORD H. D. and KNIGHT S.B., Fundamentos de Fisicoquimica,
2? ed.; Companhia Editorial Continental, S.A, México, D.F., 1973.

DI CORCIA, A.; SAMPERI, R.; MARCOMINI, A. and STELLUTO, S., Anal. Chem., v.65,
1993, ‘

DIETRICH, A. M.; MILLINGTON, D. S. and SEO, Y. H., J. Chromatogr, v.436, p.229-241,
1988.

DILL, KA., J. Phys. Chem., v.91, p.1980, 1987.

DORSEY, J. G. and COOPER, W. T., Anal. Chem., V.66, p.857-867, 1994.

EPA Method 625, Base/Neutrals and Acids, 40CFR ch.l, (7-1-96 edition), pt.136, App.A,
Meth. 625.

ESTEBAN, A. M.; FERNANDEZ,P. and CAMARA, C., J. Chromatogr. A, v.752, p.291-
297, 1996.

FONT, G.: MANAES, J.; MOLTO, J. C. and PICO, Y., J. Chromatogr. A, v.642, p.135,
1993.

FROBE, Z.: DREVENKAR, V. and STENGL, B., Anal. Chim. Acta, v.206, p.299-312,
1988.



DISSERTACAO DE MESTRADO 75

FURTADO, J. L. F., Dissertagdo de Mestrado, “Analise dos Compostos Fenodlicos
Clorados em Efluentes de Processos de Branqueamento”, PGQUI-UFRGS, 1997.
GROB, R.L., “Modern Practice of Gas Chromatography”, New York, John Wiley & Sons,

1995.

GUENU, S. and HENNION, C., J. Chromatogr. A, v.725, p.57-66, 1996.

JAMES, H. A.; STEEL, C. P. and WILSON, 1., J. Chromatogr., v.214, p.89, 1981.

JAUREGUI, O.; GALCERAN, M. T., Anal. Chim. Acta, V.340,P.191-199, 1997.

JUNK, G. A; AVERY, M. J. and RICHARD, J. J., ., Anal. Chem., v.60, p.1347-1350,
1988.

KNUUTINEN, J., Doctoral Dissertation, “Synthesis, Struture Verification and Gas
Chromatographic Determination of Chlorinated Catechols and Guaiacols Occurring in
Spent Bleach Liquors of Kraft Pulp Mills”, University of Jyvaskyla, Finland, 1884a.

KNUUTINEN, J., J. Chromatogr., v.248, p.289, 1982.

KNUUTINEN, J., Org. Mass Spectrom, v.19, n.2, p.96, 1984b.

KNUUTINEN, J., J. Chromatogr., v.257, p.127, 1983.

KNUUTINEN, J., Chromatographia., v.15, n.1, 1982b.

KNUUTINEN, J., J. Chromatogr., v.248, p.289, 1982c.

KNUUTINEN, J.,Org. Mass Spectrom, v.19, n.2, p.96, 1984b.

KONTSAS, H.;. ROSENBERG, C.; JAPPINEN, P. and RIEKKOLA, M. L., J. Chromatogr.,
v.636, p.255-261, 1993.

KOVARCS, T. G.; MARTEL, P. H.; VOSS, R.H.; WRIST, P. E. and WILLES, R. F,,
Environ. Toxic. and Chem., v.12, p.281-289, 1993.

LA COLINA, C.; SANCHEZ-RASERO, F.; CANDELA,G. D.; TABOADA, E.R. and PENA,
A., Analyst, v.120, p.1723-1728, 1995.

LANCAS, F. M., “Cromatografia em Fase Gasosa’, S&o Carlos-SP, Acta, 1993.

LEE, H. B.; HONG-YOU, R. L. and FOWLIE, P. J. A., J. Assoc. off. Anal. Chem., v.72,
n.6, p.979, 1989.

LEE, H. B. and PEART, T. E., J. Chromatogr., v.636, p.263-270, 1993.

LOCKE, D.C., J. Chromatogr.Sci., v.12, p.433, 1974.

LORD, H.L. and PAWLISZYN, J. LC-GC, v.16, p.41-46, 1998.



DISSERTACAO DE MESTRADO » 76

MADIK, S.; BOYD-BOLAND, A. A.; JINNO, K. and PAWLISZYN, J., J. Chromatogr. A,
v.736, p.219-228, 1996.

MAKUCH, B.; GAZDA K. and KAMINSKI, M., Anal. Chim. Acta, v.284, p.5358, 1993.

MAJORS, R. E.; LC-GC, v.16, p.8-15, 1998.

MAJORS, R. E.; LC-GC, v.14, p.754-766, 1996.

MAJORS, R. E.; LC-GC, v.15, p.1008-1015, 1997.

MANAES, J.; PICO, Y.; MOLTO,J. C. and FONT, G, J. High Resolut, chromatograf.,
v.13, p.843, 1990.

MARVIN, C.H.: BRINDLE, I.D.; HALL, C.D. and CHIBA, M., J. Chromatogr., v.503, p.167,
1990.

MATTERN, G. C.; LOUIS, J. B. and ROSEN, J. D., J. Assoc. off. Anal. Chem.v.74,
p.983, 1991.

MORALES, A.; BIRKHOLZ, D. A.; HRUDEY, S. E; Water Environm. Res., v. 64, p. 669-
681, 1992.

MORO, C.C., Dissertagcdo de Mestrado, “Andlise de Compostos Organoclorados em
Efluentes de Branqueamento de Celulose por Cromatografia Gasosa com Colunas
Capilares’, PPGEM — UFRGS, 1987. |

MUBMANN, P.; LEVSEN, K and RADEK, W., Fresenius’ J. Anal. Chem., v.348, p.654-
659, 1994.

NAMIESNIK, J.: GORECKI, T. and BIZIUK, M., Anal. Chim. Acta, v.237, p.1-60, 1990.

NI, Y.; KUBES, G. J. and VAN HEININGEN, A. R. P., Tappi Journal, v.77, n.9, 1994.

NONNI. A. J. and DENCE, C. W., Svensk Papperstidn., v.84,n.17, 1981,

ONODERA, S.; NAGATSUKA, A; ROKUHARA, T.; HIRAYAMA, N. and SUZUKI, S., J.
Chromatogr., v.642, p.185-194, 1993.

PANKOW, J. F.; LIGOCKI, M.P.; ISABELLE, L.M. and HART, K. M., Anal. Chem., v. 60,
p.40-47, 1989.

PAWLISZYN, J., Solid phase microextraction, 1% ed.,John Wiley, New York, 1997.

PIZZOLATO, T. M.; CARAMAQ, E. B. and MARTINS, A. F., J. Microclumn Separations,
v.8, p.5-12, 1996.



DISSERTACAO DE MESTRADO 77

PIZZOLATO, T. M., Tese de Doutorado, “Desenvolvimento de Metodologia Analitica para
a Determinacdo de Compostos Orgénicos, por Cromatografia Gasosa, Utilizando
Extracdo em Fase Sélida’, PPGEM - UFRGS, 1997 .REEVE, R.N., "Environmental
Analysis”, Analytical Chemistry by Open Learning, John Wiley & Sons, ACOL Office,

, London, 1994.

POPL, M.; VOZNAKOVA, Z.; TATAR, V. and STINADOVA, J., J. Chromatogr. Sci., v.21,
p.39, 1983.

REEVE, R.N., Environmental Analysis” Analytical Chemistry by Open Learning, John
Wiley & Sons, ACOL office, London, 1994.

RODRIGUEZ, I.; TURNES, M.I; MEJUTO, M.C. and CELA, R., J. Chromatogr. A, v.721,
p.297-304, 1996.

RODRIGUEZ, I.; MESUTO, M. C.; BOLLAIN, M.-H. and CELA, R., J. Chromatogr. A,
v.786, p.285-292, 1997.

ROGERS, I. H., Pulp Paper Mag . Can., v.74, n.9, p.111, 1973.

SANER, W. A.; JADAMEC, J. R. and SAGER R. W.,, ., Anal. Chem., V.51, P.2180-2188,
1979.

SCHWANTES, T. A. and MCDOUNOUGH, T. J., Tappi Journal, v.77, n.9, 1994.

SENTELL, K. B.and DOERSEY, J. G., Anal. Chem., v.61, p.930, 1989a.

SENTELL, K. B.and DOERSEY, J. G., J. Chromatogr., v.461, p.193, 1989b.

SLOBODNIK, J.; OZTEZKIZAN, O.LINGEMAN, H. and BRINKMAN, U. A T, J
Chromatogr. A, v.750, p.227-238, 1996.

TURNES, |.; RODRIGUEZ,|.; GARCIA, C. M. and CELA, R., J. Chromatogr. A, v.743, p.
283-292, 1996.

US-EPA, v.58, P.66077, 1993.

VERZELE, M. and GEERAERT, E., J. of Chromatogr. Sci., v.18, p.559, 1980.

VIANA, E.; REDONDO, M .J.; FONT, G. and MOLTO, J.C., J. Chromatogr. A, v.733,
p.267-274, 1996).

VIDAL, L. H.; TREVELIN, W.R.; LANDGRAF, M. D. and REZENDE, M. O. O., J. Environ.
Anal. Chem., v.56, p.23-31, 1994.



DISSERTACAO DE MESTRADO 78

VOSS, R. H.; WEARING, J.T.; MORTIMER, R. D.; KOVACS, T. and WONG, A., Paperi
jé Puu — Paper och Tréa, v.12, p.809, 1980.
WELLS, M. J. M. and MICHAEL, J. L., J. Chromatogr. Sci., v.24, p.345, 1987.



	NS_000273236_Parte1
	NS_000273236_Parte2
	NS_000273236_Parte3

