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RESUMO

Garcia, A.J.C. Metodologia analitica para determinacio de triclosan e clorofenois por
Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC) e Cromatografia por Injeciao
Sequencial (SIC) com uso de coluna monolitica e empacotada. 132 p. Tese de Doutorado —

Programa de P6s-Graduacao em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo.

Foram desenvolvidas metodologias de cromatografia a liquido de fase reversa baseadas em
injecdo sequencial (SIC) e em cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC) para
determinacdo de triclosan em amostras de produtos de higiene pessoal e em estudos de
adsorcdo em argilominerais naturais e modificados, visando determinar parametros de
adsorcdo de triclosan frente a alguns de seus metabdlitos. A determinacdo de triclosan em
enxaguadores bucais foi realizada por SIC com eluicdo isocrdtica usando fase movel
constituida por acetonitrila: tampao fosfato de trietilamina 70 mM pH 3,5 na proporc¢édo 70:30
(v v'), obtendo-se limites de deteccdo e de quantificacdo de 0,22 e 0,72 mg L*,
respectivamente. Taxas de recuperacao entre 96 e 98% foram obtidas da aplicacdo a amostras
reais, sendo que os resultados obtidos pelo método proposto ndo apresentaram evidéncias de
diferencas estatisticamente significativas em comparacdo a uma metodologia de referéncia
baseada em HPLC com coluna empacotada. A separagéo de triclosan (TCS), 2-clorofenol (2-
CP), 2,4-diclorofenol (2,4-DCP), 2,4,6-triclorofenol (2,4,6-TCP), 2,3,4-triclorofenol (2,3,4-
TCP) e metiltriclosan (MTCS) foi estudada por SIC, obtendo-se a separacéo de TCS, 2-CP,
2,4-DCP e 2,4,6-TCP com duas etapas de eluicdo isocrética, a primeira delas com fase mével
60:40 (v v'') metanol: tampéo acetato de amdnio 20 mM (pH 5,5) seguida de eluicdo com fase
mével 70:30 (v v'') metanol : tampdo acetato de amdnio 20 mM (pH 5,5). Nesse caso, 0s
isdbmeros 2,4,6-TCP e 2,3,4-TCP coeluem. Metiltriclosan, 0 menos polar desses compostos,
pode ser separado de TCS com etapas subsequentes de eluicdo. Os métodos foram aplicados
para estudar a adsorcdo de triclosan e seus metabolitos 2,4-DCP, 2,4,6-TCP e metiltriclosan
em montmorilonita homoidnica (K*) e modificada com sal de hexadeciltrimetilamdnio
(HDTMA), observando-se forte adsor¢éo de triclosan e metiltriclosan em comparacao a 2-CP,
2,4-DCP e 2,4,6-TCP. A incorporacdo de HDTMA no argilomineral causou significativo
aumento da capacidade de adsorcdo desses metabdlitos, determinada a partir do ajuste dos
dados experimentais a equacdo linearizada de Langmuir, observando-se que a ordem de
adsorcdo € 2,4,6-TCP > 2,4-DCP > 2-CP.

Palavras Chave: Triclosan, clorofenois, cromatografia por injecdo seqiiencial, cromatografia

liquida em fase reversa, adsorcéao, colunas monoliticas.



ABSTRACT

Garcia, A.J.C. Methodologies for the determination of triclosan and chlorophenols by
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and Sequential Injection
Chromatography (SIC) using packed and monolithic columns. 132 p. PhD Thesis —

Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Reversed-phase liquid chromatography methodologies based on sequential injection (SIC)
and high performance liquid chromatography (HPLC) have been developed for determination
of triclosan in samples of personal hygiene products and in studies of adsorption on natural
and modified clay minerals aiming to determine kinetic and thermodynamic parameters of
adsorption of triclosan in comparison with some of its metabolites. The determination of
triclosan in oral rinses with SIC was performed by isocratic elution using a mobile phase of
acetonitrile : 70 mM triethylamine phosphate buffer pH 3.5 at the ratio 70:30 (v v™),
obtaining limits of detection and quantification of 0.22 and 0.72 mg L™, respectively.
Recovery rates between 96 and 98 % were obtained from the application to commercial
samples, and the results obtained by the proposed method showed no evidence of statistically
significant differences compared to the reference methodology based on HPLC with packed
column. The separation of triclosan (TCS), 2-chlorophenol (2-CP), 2,4-dichlorophenol (2,4-
DCP), 2,4,6-trichlorophenol (2,4,6-TCP), 2,3,4 trichlorophenol (2,3,4-TCP) and
methyltriclosan (MTCS) was studied by SIC, resulting in the separation of TCS, 2-CP, 2,4-
DCP and 2,4,6-TCP with two isocratic elution steps, the first of them with a mobile phase
60:40 (v v') methanol: 20 mM ammonium acetate buffer (pH 5.5) followed by elution with
70:30 (v v') mobile phase of methanol : 20 mM ammonium acetate buffer (pH 5.5). In this
case, the isomers 2,4,6-TCP and 2,3,4-TCP coeluted. Methyltriclosan, the less polar of these
compounds, can be separated from TCS with subsequent elution steps. The methods were
applied to study the adsorption of triclosan and its metabolites 2-CP, 2,4-DCP, 2,4,6-TCP
and  methyltriclosan on  homoionic  montmorillonite  (K") as well as in
hexadecyltrimethylammonium salt (HDTMA) modified montmorillonite, noticing a stronger
adsorption of triclosan and methyltriclosan compared with 2-CP, 2,4-DCP and 2,4,6-TCP.
Incorporation of HDTMA in the clay mineral caused significant increase in adsorption
capacity of these metabolites. This capacity was determined by fitting the experimental data
to the linearized Langmuir equation. The adsorption order was 2,4,6-TCP > 2,4-DCP > 2-CP.

Keywords: triclosan, chlorophenols, sequential injection chromatography, reversed phase

chromatography, adsorption, monolithic columns
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais de triclosan

O triclosan (TCS), 2-(2,4-diclorofenoxi)-5-clorofenol (ou chlorinated biphenyl ether) é
um composto fendlico que se apresenta como um po cristalino, solivel em muitos solventes
organicos, com baixa solubilidade na agua, da ordem de 10 mg L™ (Silva et al, 2005), néo
ibnico, ndo volatil, sendo um agente com propriedade bactericida de amplo espectro de agédo
antimicrobiana e cujo principal sitio de acdo é a membrana citoplasmética da bactéria. A

estrutura quimica de triclosan é mostrada na FIGURA 1.1.

cl OH

Cl Cl

FIGURA 1.1. Estrutura quimica de triclosan

Devido a suas propriedades anti-sépticas € comumente usado em diversos produtos de
higiene pessoal (xampus, sabdes, cremes, pasta dentifricias, desodorizantes, etc.) (Junker e
Hay, 2004). Também é usado na medicina, uma vez que possui propriedade antiinflamatoria
na diminuigdo da periodontite, inibindo a formacio da placa bacteriana. E usado também
como aditivo em filmes de embalagem de alimentos para prevenir o crescimento de
microorganismos e estender a vida do polimero, mas até o presente, esta ultima forma de

aplicacdo ndo tem sido legislada na Unido Européia nem no Brasil (Silva et al. 2005).



A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Comunidade Econémica
Européia estabelecem 0,3 % (m/m) como a maxima concentracdo autorizada nos produtos de
higiene pessoal e cosméticos. O triclosan foi registrado pela Selecdo Legislativa (SELEGIS)
de previdéncia, como medicamento mono-droga identificado com tarja vermelha de categoria

1, na secdo judiciaria do Rio de Janeiro (Piccoli et al. 2002).

No meio ambiente pode causar efeitos adversos, ja que é considerado um antibidtico
sintético forte, desenvolvido para ser toxico aos organismos vivos (morte de bactérias). Em
despejos contendo estes bactericidas, devido ao tempo longo de reten¢do no meio ambiente,
pode haver aumento do risco de desenvolvimento de resisténcia microbiana, resultando na
diminuicdo da eficiéncia de desinfetantes (Junker e Jay, 2004). Estudos revisados pela EPA
mostram que o triclosan é extensamente degradado sob condi¢BGes aerdbicas, desativado
também por bactérias de solos e removidos em sistemas de lodos ou lamas ativadas nas
plantas de tratamento de aguas residuais; além do mais ndo exerce impacto adverso no

processo de tratamento em niveis de concentracéo de até 2 mg L™ (Silva et al. 2005).

O triclosan apresenta possiveis efeitos de aberracdo cromossémicos (California
Environmental Protection Agency Department of pesticide Regulation Medical Toxicology
Banch). Seu mecanismo de acdo é baseado na sua permeabilidade através da membrana
celular e na inibicdo da atividade de enzimas tipo tripsina. Esses mecanismos tém sido
considerados na formulacdo dos dentifricios de multipla acdo, inibindo o crescimento celular.
O triclosan reage preferencialmente com a enoil redutase inibindo a funcéo desta enzima na

biossintese de lipidios. (Filho et al. 1997 ; Rule et al. 2005).

Estudos também demonstram a presenca de triclosan em leite humano, sendo o nivel
de triclosan significativamente mais baixo do que o nivel medido em plasma, indicando que 0
infante recebe pequenas doses de triclosan, presente no sistema de circulacdo da maternal.

Outros estudos confirmam alta frequéncia da presenca de triclosan em plasma humano, com



niveis mais altos em pessoas com idade acima de 31 anos (Dann e Hontela, 2011). Este
composto é agudamente t6xico para organismos aquaticos, com uma dose letal de 350 pg L™
para peixes, e de 15 pg L? para algas. Também foi demonstrada a ocorréncia de
transformacdo destes compostos bioacumulativos de triclosan para metiltriclosan (MTCS),
sendo este Ultimo de maior acumulacdo (Lindstrom et al. 2002; Hua et al. 2005). A
acumulacdo de ambos TCS e MTCS é maior em peixes do que em algas, como mostram 0s
valores de fator de bioacumulagdo de 3700 a 8400 em peixe e 1200 a 1400 em algas (Dann e

Hotela, 2011).

A seguranca no uso do triclosan tem sido questionada devido aos riscos ao ambiente e
a salude humana. A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) registrou o
triclosan como um pesticida (Silva et al 2005). A estrutura molecular e formulacdo quimica
deste composto sdo similares a alguns dos compostos quimicos mais toxicos conhecidos,

relacionando-os com as dioxinas e PCBs (Greyshock e Vikesland 2006; Canosa et al. 2005).

Estudos evidenciaram a formacdo de cloroformio e compostos organoclorados
mediante a oxidacdo de triclosan na presenca de hipoclorito ou cloro livre (Greyshock e
Vikesland, 2006; Canosa et al. 2005). Os compostos clorofendlicos podem ser produzidos
durante os processos de cloracdo (desinfeccdo) nas unidades de purificacdo da agua potavel na
presenca de substancias humicas naturais (Canosa et al. 2005). Devido a seus potenciais
toxicologicos e ocorréncia no ambiente, 11 fendis sdo classificados como poluentes organicos
persistentes, sendo alguns prioritarios para a EPA, tais como o 2-clorofenol, 2-4-diclorofenol,
e 2,4,6-diclorofenol (Heberer e Stan, 1997). Uma proposta de rotas de degradacéo aquatica na
presenca agua clorada € apresentada na FIGURA 1.2. Segundo Canosa et al (2005) a
formacéo de 2,4 diclorofenol e 2,4,6-triclorofenol foi confirmada por GC/MS e HPLC/MS, ao
contrario de 2,3,4-TCP, o qual ndo foi detectado (Ferrer et al. 2004; Wong-Wah-Chung et al.

2007).
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FIGURA 1.2. Rota de degradacgdo aquatica de triclosan em &gua clorada (Adaptado de Canosa et al.
2005), 2,4-DCP = 2,4-diclorofenol, 2,4,6-TCP = 2,4,6 triclorofenol e 2,3,4-TCP = 2,3,4-triclorofenol.

Estudos demonstraram que doses de 2-clorofenol injetadas em peixes induziram
geracdo de espécies altamente reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen
Species) com macromoléculas celulares tais como proteinas, DNA, acidos poliinsaturados
gordurosos, além de estimularem danos oxidativos subsequentes, podendo ser um mecanismo

de toxicidade em organismos aquaticos (Luo et al. 2006). Apesar de sua introducdo em 1960,
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0 uso de triclosan incrementou-se dramaticamente sO recentemente nos Estados Unidos e

Europa. Na Europa séo produzidas 350 toneladas de triclosan para as aplicacGes comerciais.

Fizeram-se estudos para examinar a ocorréncia e destino do triclosan no ambiente
aquatico. No lago Greifensee (Suica) foi feito uma medida vertical de perfil de concentracédo
de triclosan em sedimentos que refletem seu incremento nos ultimos 30 anos (Singer et al.

2002).

Estudos de fotodegradacdo em &guas naturais doces e oceanicas, além de aguas
residuais, confirmaram a conversao de triclosan para dioxinas tais como 2,8-diclorodibenzo-
p-dioxina (FIGURA 1.3), diclorohidroxidibenzofurano, diclorofendis. A fotodegradacéo de
triclosan para dioxinas ocorre independentemente do pH da amostra (Aranami e Readman,

2006).

Cl OH
o
e
Cl Cl - HCI Cl 0 Cl

Triclosan 2,8-0CDD

FIGURA 1.3. Fotodegradagdo de triclosan a dioxina (2,8-diclorodibenzo-p-dioxina)

A foto-degradacdo, uma das principais rotas de eliminacdo de triclosan no ambiente
aquatico, pode ser realizada com luz UV de baixa intensidade (254; 313; ou 365 nm), com
simulacgdo de luz solar ou irradiacdo de luz branca artificial. Em todas as fontes a degradagéo
de triclosan segue uma cinética de primeira ordem (Dann e Hontela, 2011). Na FIGURA 1.4 ¢
mostrada a rota fotoquimica da foto-degradacdo do triclosan, segundo (Sanchez-Prado et al

(2006), indicando a formacao de 2,8 diclorodibenzo-p-dioxina, que ocorre independentemente
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do pH, mas sendo transformacdo mais rapida em meio basico. Também foi observada a

presenca de 2,4 diclorofenol e os isdmeros de monoclorofenol.

OH
(0]
O Declorinagao
redutiva
R
C

OH

Cl,
@e‘@“a Diclorohidroxidifenil eter Monoclor0h|c|jro><|d|fenll eter
]
\0’3"{@:‘!a o ) ] Hidrélise fotoinduzida
oe.c' Hidrdlise fotoinduzida l

OH

A\
OH OH
o Hidrolise Cl
fotoinduzida Declorinagéo redutiva
S >
Cl Cl
Cl

Triclosan Cl
Monoclorofenal
Fotociclizagao redutiva 24DCF
\u \n Y 0
(o} 0]
L. pryy e
Cl o Cl Cl
| | N ¢ cl Cl
28-Diclorodibenzo-p-dioxina Hidroxidiclorodibenzafurano Diclorodibenzodioxdna

FIGURA 1.4. Rota fotoquimica da foto-degradacdo do triclosan em 4gua (Adaptado de Sanchez
Prado et al 2006), 2,4-DCP = 2,4-diclorofenol.

Na FIGURA 1.5 é mostrado um esquema simplificado do metabolismo do triclosan
proposto por Fang et al. (2010), onde o triclosan é metabolizado em seus conjugados
glucorénido e sulfato de triclosan, monohidroxilados de triclosan, 4 cloro catecol e 2,4
diclorofenol. A presenga de todos estes metabolitos foram confirmados por Tulp et al (1979)
em fezes e urina de rato ap6s administracdo via oral de 500 mg de triclosan por kg massa
corporal. Como se pode observar, a metabolizagdo ndo é sindnimo de inativacdo dos

xenobioticos toxicos, ja que o 2,4 diclorofenol e 4 cloro catecol mostraram-se mais toxicos do
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que triclosan. Mesmo assim todos 0s compostos metabdlitos resultantes de triclosan
continuam sendo clorados, comportando-se de modo persistente no meio ambiente. A

eliminacdo deles por incineracao gera dioxinas (Kishi et al 2009).

OH cl
Jogo!
cl cl
TCS
P450 UGTs SULTs
HO._ &

OH Cl OH Cl _Alue I 70 cl
JogsWNe & joge!
c a c L g o ol

TCS monohidroxilado Glucurédnido triclosan Sulfato Triclosan
Cl OH
HO i ,Ej/m
cl Cl
2.4 DCP 4 Cloro catecol

FIGURA 1.5. Rota de Metabolismo de triclosan (Fang et al. 2010), P450 = citocromo P450, UGTs =
UDP-glucoroniltransferases, SULTs = sulfotransferases.

O 2,4,6-TCP e pentaclorofenol séo disruptores enddcrinos (Jung et al.,2004), eles
induzem céncer no figado, linfomas, leucemia e hemangiosarcoma em roedores NCI (1979);
NTP (1989). Ha tambem alguma evidéncia epidemiolédgica que 2,4,6-TCP e PCP séo
cancerigenos a seres humanos, assim eles foram classificados pela Agéncia Internacional para

Pesquisa em Cancer como um provavel e um possivel carcindgeno, respectivamente (IARC
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1995). Também foi provado que 2,4,5-TCP e tetraclorofenol podem provocar desordens
hepéticas e renais, ao passo que 2,4- diclorofenol (2,4-DCP) pode comprometer o sistema
imune (WHO 2003). O 2,4,6-TCP e pentaclorofenol tém sido considerados como subprodutos
da desinfeccdo enquanto outros clorofenois sdo de menor importancia (Michatowicz et al

2011)

1.2. Métodos Analiticos de referéncia

A metodologia analitica para determinacdo de triclosan e seus metabdlitos (TCS,
MTCS, 2-DCP; 2,3,4-TCP; 2,4,6-TCP) em amostras de &gua sdo baseados geralmente em
uma etapa de pré-concentracdo, seguida de uma determinacdo seletiva dos analitos de
interesse utilizando cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massa (Black e Muir,
2003). Os analitos de interesse, para serem analisados por cromatografia a gas, devem possuir
as propriedades de serem termicamente estaveis, altamente volateis e ndo serem polares;
entdo, € aconselhavel a derivatizacdo, para assim contornar o problema da presenca de grupo
funcional polar R-OH no anel aromatico. O grupo R-OH polar reduz a volatilidade do
composto tornando o tempo de retencdo demasiado longo e, em casos extremos, 0 composto
ndo € eluido da coluna cromatografica. Geralmente estes compostos sofrem adsorcdo na
coluna ou no injetor, dificultando a obtencdo de dados quantitativos confiaveis. Felizmente,
este grupo funcional polar é facilmente convertido a derivados menos polares, 0s quais sdo
adequados para analise por cromatografia a gas. 1sso € feito através das principais classes de
reacOes de derivatizacdo, tais como a esterificacdo, sililacdo e acetilagéo, transformando o R-
OH (hidroxila) em R-OCHjs (metoxi); em R-O-Si(CH3); e em R-O-CO-CHgs, diminuindo-se
assim a polaridade, aumentando-se sua volatilidade e reduzindo-se significativamente o

tempo de analise. Outra razdo para derivatizar um composto é a introdugdo de grupos
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especificos, para 0s quais detectores mais sensiveis possam ser utilizados. Um exemplo tipico
¢ a reacdo para a introducdo de atomos de cloro na molécula de interesse de forma a permitir
0 uso de detector por captura de elétrons, de elevada sensibilidade. Estes novos compostos
formados apresentam como vantagens em relacdo ao composto de partida as propriedades de
serem mais facilmente extraidos e mais facilmente separados cromatograficamente. Além
disso, conferem maior sensibilidade, seletividade e, por consequéncia, maior exatiddo ao
método analitico (Canosa et al. 2005). Os reagentes propostos para a derivatizacdo séo
diazometano, o qual apresenta como limitacdo o fato de que os compostos triclosan e
metiltriclosan ndo podem ser determinados na mesma analise (Canosa et al. 2005). Outras
técnicas de derivatizacdo que superam esses inconvenientes sao acetilacdo e sililacdo (Canosa
et al. 2005). As tecnicas de pré-concentracdo comumente empregadas sdo: extracao liquido-
liquido, extracdo em fase sélida e micro-extracdo em fase sdlida com a finalidade de atingir
limites de deteccdo da ordem de ng L™. As duas primeiras estratégias requerem grandes

volumes de amostra e evaporacgéo do extrato organico final (Canosa et al. 2005).

A micro-extracdo em fase solida (SPME, do inglés Solid Phase Micro Extraction) é
uma técnica alternativa de preparacdo da amostra para extracdo de compostos organicos de
amostras de agua, na qual os processos de extracdo e pré-concentracdo ocorrem em uma fibra
recoberta ou ligada a um material polimérico acoplada numa seringa para injecdo em
cromatografia. Ap6s a adsor¢do 0s compostos sdo dessorvidos diretamente no injetor do

cromatdgrafo pelo efeito térmico (Pires et al. 2000; Gierak et al. 2006).

A micro-extracdo em fase solida com irradiacdo direta na fibra (foto-SPME) seguido
com GC/MS permite o trabalho com menores volumes de amostra, evita 0 uso de solventes
organicos e minimiza o nimero de etapas envolvidas na preparacdo das amostras. Esta técnica
de separacdo € uma ferramenta poderosa e oferece muitas vantagens para realizar estudos

fotoquimicos, pois viabiliza a monitoracdo, as caracteristicas cinéticas e a geracdo do sub-
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produtos de foto-degradacdo, permitindo postular um mecanismo de foto-degradacéo, assim
como o destino fotoquimico de um poluente em amostras reais. A técnica (foto-SPME)
permite a miniaturizacdo e automacdo das analises, j& que esta técnica integra em Unico
sistema, a extracdo, derivatizacdo, concentracdo, irradiacdo na prépria fibra com luz UV
(geracao dos foto-produto in situ) e a introducdo da amostra no sistema cromatografico. Estas
técnicas, quando hifenadas em sistemas analiticos de deteccdo, tem resultado em andlises
rapidas, menor exposicdo aos solventes toxicos, bem como maior precisdo analitica. Também

possibilita a reutilizacdo das fibras extratoras (Black e Muir, 2003; Gierak et al. 2006).

A seguir serdo descritos brevemente alguns procedimentos da literatura para

determinacdo de triclosan e seus metabdlitos.

Rodriguez et al. (2004) otimizaram um procedimento de preparacdo de amostras para
cinco espécies antiinflamatdrias em amostras aquosas utilizando SPME seguida por sililacdo
das espécies nativas diretamente sobre a superficie da fibra de poliacrilato com o reagente de
derivatizagdo N-metil-N-(tert-butildimetilsilil)-trifluoroacetamida (MTBSTFA) por GC-MS.
Este e outros trabalhos mostram que os analitos podem ser derivatizados e extraidos sobre

uma fibra de SPME.

Morales et al. (2005) determinaram triclosan, 2,4-DCP, e 2,4,6-TCP em sedimentos e
lodos de uma estacéo de tratamento de esgoto. A extracdo dos analitos foi feita por mistura de
acetona: metanol (1:1), assistida com microondas; o liquido sobrenadante centrifugado foi
alcalinizado com NaOH; os interferentes basicos ou neutros foram removidos com n-hexano;
a fase aquosa foi acidificada até pH 2,5. Os concentrados foram retidos em uma fase
adsorvente sélida de silica contida no cartucho OASIS HLB SPE, seguindo-se uma dessor¢édo
com 5 mL de acetato de etila, com posterior evaporacdo dos extratos a 2 mL. Estes analitos
concentrados foram derivatizados por sililagdo com o reagente de derivatizagdo (MTBSTFA).

As solucdes de calibragdo foram preparadas com 500 pL dos padrées em meio de acetato de
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etila. A determinacdo foi feita por cromatografia a gads com espectrometria de massa em
tandem (GC-MS/MS). Todos os compostos analisados estiveram presentes nas amostras de
lodo, sendo que para clorofendis a faixa de concentracdes observada foi 7 a 316 ng g~

enquanto para triclosan as concentracdes foram de 420-5400 ng g

Aguera et al. (2003) desenvolveram métodos analiticos para determinacdo e
quantificacdo de tracos de triclosan e bifenol em aguas residuais urbanas e sedimento marinho
utilizando GC-MS com ionizacdo quimica negativa e LC —MS com ionizacdo por
electrospray. Estes métodos envolveram diversas técnicas analiticas para a preparacdo das
amostras, tais como extracdo em fase sélida e extracdo liquido-liquido pressurizada. O limite
de deteccdo obtido variou na faixa de ppb e ppt. Os resultados mostraram a presenca de

triclosan em todas as amostras de aguas residuais na faixa de concentracdo de 0,8 a 37,8 ug L

'e, nas amostras de sedimento, entre 0,27 e 130,7 ug kg™

Ferrer et al. (2004) desenvolveram metodologias para determinacdo de quatro
produtos de fotodegradacdo de triclosan em amostras de agua, sendo analisadas em diferentes
tempos de irradiacdo e isoladas das amostras por extracdo em fase sélida. A separacdo e
deteccdo dos compostos de degradacdo foram feitas por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massa por tempo de voo (LC/TOF/MS).

Hua et al. (2005) propuseram um método analitico para determinacdo de triclosan em
aguas residuais e aguas do rio Detroit, baseado na extracdo em fase sélida seguida por
cromatografia liquida em fase reversa, com coluna C18 acoplada com ionizagdo electrospray
em modo negativo (modo negativo por ser o triclosan um acido fraco) com a espectrometria
de massa em tandem quadrupolo (LC-ESI(-)-MS/MS) com operacdo de monitoramento de
reacdo multipla (MRM). O tandem envolve dois ou mais estagios de analise de massa
separados por uma reacdo, portanto provoca a reducdo de ruido quimico devido a alta

especificidade. O MRM permite a discriminacdo total entre duas substancias diferentes com a
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mesma massa molecular; esta técnica em seu conjunto € aplicavel em amostras complexas e
torna possivel a quantificacdo da espécie no nivel traco, obtendo-se limite de quantificacdo na
faixa de ppt-ppb, usando-se um padrdo interno para a quantificacdo. As recuperacdes obtidas
nas amostras estiveram na faixa de 104 = 8 % e 91 + 10%. Uma amostra de agua com
concentracdo 63 ngL™ de triclosan tratada com UV, resultou numa eliminac&o de mais de 90

% deste analito.

Sanchez-Prado et al. (2006) realizaram estudos de degradacdo foto induzida de
triclosan com radiacdo ultravioleta (254 nm). Na foto-microextracdo em fase solida de
triclosan a degradacdo e foto-degradacdo foram realizadas sobre a fibra de
polidimetilsiloxano. Os foto-produtos gerados foram analisados por cromatografia gasosa
com espectrometria de massa. No total foram identificados oito foto-produtos, evidenciando-

se a conversdo de triclosan para dioxina (2,8-diclorodibenzo-p-dioxin) durante a degradacéo.

Foi desenvolvido um método para a determinacdo dos 24 produtos quimicos de usos
domésticos com elevado volume de producdo (HPV) nos sistemas de esgotos municipais
usando extracdo em fase sélida (SPE), e utilizando as duas analises de cromatografia gasosa e
cromatografia liquida, cada um com espectrometria de massa em tandem (GC-MS / MS e LC-
MS/MS) (Trenholm et al. 2008). Os compostos estudados incluem pesticidas, antioxidantes,
perfumes, plastificantes, agentes conservantes e produtos de higiene pessoal. Os limites de
deteccdo reportados pelo método variaram de 0,1 a 100 ng L™ em &gua e as recuperacdes para
a maioria dos compostos foram entre 54 e 112%. Os HPVs domésticos foram
sistematicamente detectados no esgoto bruto, em trés estacGes de tratamento de &guas
residuais de grande escala. Compostos, como a vanilina, DEET, benzofenona, acido 3-
indolacético, bisfenol A, triclosan e triclorocarbane foram detectados em todas as aguas
residuais, tanto em afluentes e efluentes das estacbes, sendo as concentragdes

significativamente menores no efluente. Mentol e fenoxietanol apresentaram as maiores
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concentracdes observadas nas amostras de afluente, variando de 1,5 a 13 mg L™ de mentol, e
de 88 a 22 mg L' para o fenoxietanol. MGK-11, methylresorcinol, trifluralina,
hexabromododecane, acriflavin e atrazina ndo foram detectados. O método proposto detecta
uma ampla gama de substancias quimicas HPV, com grande sensibilidade e seletividade
(Trenholm et al. 2008).

O lodo gerado no processo de tratamento de aguas residuais pode ser um importante
sumidouro de alguns produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PPCPs). A aplicacéo de
lodo de esgoto no solo (na forma de biossélido) pode, portanto, potencialmente introduzir
PPCPs para 0 meio ambiente. Apds o tratamento, 0s biossélidos sdo frequentemente sujeitos a
um periodo de armazenamento antes da aplicacdo no solo. No entanto, existe pouca
informacdo disponivel no que diz respeito ao destino dos PPCPs no biossélido durante o
armazenamento. Chenxi et al. (2008) estudaram a persisténcia de sete produtos farmacéuticos
e um antibacteriano utilizando extragéo ultra-sdnica e cromatografia liquida-espectrometria de
massas em tandem (LC-MS/MS). Os impactos da exposicdo a luz solar e aeracdo foram
investigados. Durante o experimento, ndo foi observada eliminagdo de carbamazepina,
triclosan e ciprofloxacina, enquanto que a eliminacdo foi encontrada para tetraciclina,
doxiciclina, clindamicina, eritromicina, e claritromicina. Utilizando um modelo cinético, o
tempo de dissipacdo a 50% foi 37 a > 77 d de tetraciclina, 53 a > 77d para doxiciclina, 1,0-1,6
d para a clindamicina, 1,1-1,9 d para a claritromicina, e 7,0-17 d para eritromicina. Esses
compostos foram encontrados em condi¢cdes anaerdbias mais persistentes do que em condicao
aerdbia com maior tempo de dissipacdo de 50% por um fator de 1,5-2. No entanto, observou-
se menor impacto devido a exposicdo a radiacao solar (Chenxi et al. 2008).

Como mencionado anteriormente, o triclosan pode agir como um antibiotico e causar
resisténcia de cepas bacterianas. Além disso, a possivel formacdo de cloroformio também foi

descrita quando o triclosan contido no detergente para lavar lougca domestica reage com a



20

agua clorada. Para avaliar os possiveis riscos associados a exposi¢oes, as concentracdes de
triclosan em detergentes domesticos de Taiwan foram determinadas por Shih-Wei et al.
(2008). A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) com detector UV a 280 nm foi
utilizada para analisar triclosan nas amostras. Fatores que podem afetar as concentragdes
residuais de triclosan a partir de detergentes em vasilhas e frutas, incluindo as concentragdes
de detergentes utilizados, a temperatura e tempo de imersdo para agua antes dos processos de
limpeza, e o material da vasilha, foram avaliados sob o modelo experimento ortogonal pelo
método de Taguchi. Através da analise de variancia, as ordens de importancia dos diferentes
parametros foram determinadas. As concentracfes de triclosan em detergentes domésticos
encontravam-se na faixa 1,7x10 - 5,6x107* (triclosan/detergente, mg g™). Para caracteristicas
residuais, a concentracdo de detergentes utilizados, bem como os materiais de vasilhas,
verificaram-se fatores significativos que afetaram as concentracfes residuais de triclosan na
vasilha. Por outro lado, a concentracdo de triclosan nos detergentes foi o unico fator que
afetou as concentracdes residuais de triclosan nos frutos. A dose maxima de exposicdo de
triclosan decorrentes da utilizacdo de detergentes domésticos em Taiwan também foi estimada
neste estudo (Shih-Wei et al. 2008).

Silva e Nogueira (2008) propuseram a extragdo adsortiva em barra de agitacdo e
dessorcdo liquida seguida de andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéao
por espectrofotometria de absor¢do molecular em sistema de arranjo de diodos (SBSE-LDLc -
DAD) para a determinacdo de triclosan em produtos de cuidados pessoais, matrizes bioldgicas
e ambientais, que estdo incluidos em listas de prioridade definidas por vérias organizacdes
internacionais reguladoras. Testes sistematicos em 25 mL de amostras de agua enrigquecidas
ao nivel de 10,0 ug L™ indicaram que o melhor desempenho analitico para determinacéo de
triclosan foi obtido com barras de agitagdo revestidas com 126 pL de polidimetilsiloxano,

usando-se um tempo de equilibrio de 1 hora (1000 rpm), seguido de extragdo com acetonitrila
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sob sonicacdo (60 min). A partir dos dados obtidos, boa recuperacéo e repetibilidade foram
obtidos, proporcionando recuperacfes experimentais médias (78,5 = 2,2%), embora
ligeiramente inferior ao equilibrio tedrico (99,7%) descrito pelos coeficientes de parti¢éo
octanol / 4gua (KPDMS / W < KO / W). O desempenho analitico revelou precisdo adequada
(<3,6%), limites de deteccdo da ordem de 0,1 g L™ e intervalo dindmico linear (r>> 0,9992) de
0,4 a 108,0 g L™ A aplicacio do método para determinar triclosan em matrizes reais
comerciais, tais como pasta de dentes, saliva e amostras de aguas residuais urbanas, mostrou
seletividade apropriada, alta sensibilidade e precisdo, usando a metodologia de adicdo de
padrdo para quantificacdo. O método proposto mostrou-se vidvel e sensivel, com uso de
pequeno volume de amostra para monitorar triclosan em produtos de cuidados pessoais,
matrizes bioldgicas e ambientais no nivel de traco, em cumprimento das diretivas reguladoras
internacionais (Silva e Nogueira, 2008).

Zhou et al. (2009) desenvolveram um método para a determinacdo de triclosan em
agua usando extracdo em fase solida e cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéao
ultravioleta a 280 nm. Foram estudados trés materiais de extragdo: MEP (TM, 60 mg, 3 mL) ;
LC-18 (500 mg,3 mL) e Envi-18 (500 mg, 3 mL) com trés diferentes eluentes, a saber,
metanol, acetonitrila e acetato de etila, obtendo-se melhor recuperagdo com Envi-18 e acetato
de etila como eluente. O limite de deteccdo do método foi 3,91 ng L™ com desvio padréo
relativo na faixa 2,02- 4,69%. A recuperacado de triclosan foi de 93,68 a 97,42%. Este método
foi aplicado a amostras de agua de estacdes de tratamento de aguas residuais em Shanghai.
Foram determinadas concentracdes de triclosan em amostras de aguas residuais na faixa de
533 ng L™ a 774 ng L™ e em amostras de efluentes na faixa de 80,14 ng L™ — 249,72 ng L. A

eficiéncia de remocéo do processo todo variou de 62,59 a 67,74 % (Zhou et al. 2009).
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1.3. Cromatografia por Injecdo Sequencial

Os métodos analiticos em fluxo com detectores baseados em sistemas oOticos ou
eletroquimicos podem ser aplicados na determinacdo de compostos organicos que apresentem
grupos cromoforos, fluorescentes ou eletroativos, seja na molécula de interesse, ou na
molécula obtida ap0s derivatizacdo apropriada. Uma etapa de concentracdo eficiente
viabilizaria a aplicacdo destes métodos nos niveis de concentracdo encontrados em aguas
naturais e de abastecimento, sendo uma alternativa aos métodos baseados em cromatografia a
gas ou liquido, que apesar da alta sensibilidade e seletividade, especialmente quando acoplada
a espectrometros de massa como detectores, apresentam um custo elevado. Este custo chega
ser proibitivo para laboratérios de paises em desenvolvimento, de modo que métodos
alternativos sdo importantes para uma avaliacdo inicial da qualidade das aguas por tais
laboratdrios. Como exemplo pode-se mencionar um sistema de analise por injecdo sequencial
configurado pra realizar separagdes cromatograficas e com detector UV-Vis, cujo custo
instrumental é da ordem de U$20,000.00, enquanto cromatdgrafos a liquido acoplados a
espectrdmetros de massa tém custo aproximado de U$ 150,000.00.

Métodos analiticos automatizados ou mecanizados em condi¢des de fluxo continuo e analise
por injecdo em fluxo permitem uma elevada freqliéncia de amostragem, sendo que
configuracGes modernas envolvendo os conceitos de injecdo sequiencial (SIA) (Ruzicka, et al.
1990) e multicomutacdo com amostragem binaria (Reis et al. 1994) possibilitam uma grande
economia de reagentes, uma vez que as solucbes ndo sdo mais bombeadas continuamente, mas
sim intermitentemente, apenas no instante da analise.

A instrumentacdo em um sistema SIA consiste de uma bomba de pistdo (ou
peristaltica), uma Unica linha de transmissdo e uma valvula seletora (FIGURA 1.6.) que é o

componente principal do sistema, contendo varias portas (8 no modelo mostrado), existindo
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uma porta comum, que tem acesso a cada uma das outras, individualmente, com a rotacéo da
valvula. A ligacdo da valvula ao sistema de propulsdo de liquidos é feita com uma bobina
coletora. As outras portas sdo conectadas a reagentes, amostra, padrdes, detector, reservatorio
para acimulo de residuos. Um computador comanda a bomba e a valvula com um software
apropriado para controle sincronizado do movimento de ambos, assim como a aquisicao de

dados do detector.

Bobina Coletora Vélvula rotatéria
m % AN A seletora
out \L/IN \ \
Vv N
Detector —»
Seringa .
A i
Reagente 1 Amostra Reagente 2
Bomba : |
de Pist&o ;
4 a i
Solucio i : !
Transportadora ] Computador €

FIGURA 1.6. Sistema tipico de andlise por injecdo sequtiencial.

Inicialmente preenche-se a bobina coletora e o reator com a solucdo transportadora,
enguanto os tubos que conectam as portas da valvula rotatoria com os frascos de reagentes e
amostras sdo preenchidos com as respectivas solucfes. Para inicio da analise, a valvula da
seringa posiciona-se em OUT e o pistdo aspira um volume de solucdo transportadora para

dentro da seringa. Este volume deve ser o suficiente para impulsionar a mistura reacional pelo
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reator e detector, lavando o sistema para a proxima analise. Em seguida, a valvula da seringa
posiciona-se em IN e, com movimentos sincronizados da bomba de pistdo e da valvula
rotatdria, volumes apropriados de reagentes e amostra sdo seqiiencialmente aspirados para
dentro da bobina coletora. Finalmente, a valvula rotatoria coloca em contato a bobina coletora
com o detector (porta 3 na FIGURAL.6), e a bomba de pistdo esvazia a seringa. No percurso
entre os frascos de reagente, bobina coletora, reator e detector, ocorre a sobreposicdo das
zonas de amostra e de reagentes por dispersdo axial e radial, levando a formacdo do produto
da reacdo que é entdo detectado na cela de fluxo. A conexdo de acessorios as portas da
valvula seletora permite a realizacdo de diluicdes (Oliveira et al. 1998), misturas (Galhardo et
al. 2000), adicGes de padréo (Silva et al. 2003; dos Santos et al. 2005); extracdes liquido-
liquido (Peterson et al. 1997) ou sélido-liquido (Miro et al. 2005), etc.

A realizacdo de andlises simultaneas ou de multicomponentes em sistemas de analise por
injecdo em fluxo ou injecdo sequencial tem sido objetivo de varios grupos de pesquisa
(Gomez e Callao, 2007). O acoplamento de técnicas de analise em fluxo com sistemas de
separacdo tem sido descrito visando atingir os objetivos de andlises simultaneas e de
multicomponentes. A analise por injecdo sequencial tem sido acoplada, por exemplo, a
eletroforese capilar (Petr e Karlberg, 2009). O acoplamento de anélise de injecdo sequencial
com a cromatografia liquida de alta eficiéncia também é possivel, sendo que a introducdo de
amostra € feita depois de extracdo em fase sélida ou de uma derivatizacdo pré-coluna
(Economou, 2005). Nesse caso, entretanto, a fungédo do sistema SIA deve ser 0 de manusear
as soluges nas etapas de pré-concentracdo e/ou derivatizacdo e injecdo da zona de amostra na
alca de amostragem do cromatografo, pois as colunas recheadas com particulas esféricas de
didmetro < 5 pm, comumente usadas em HPLC, requerem condi¢Oes de operacdo de alta
pressdo, além disso, estas colunas requerem filtros nas extremidades para manter as particulas

das fases estacionarias (Martin e Guiochon, 2005; Klodzinka et al. 2006).
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Na primeira década dos anos 2000 essas pesquisas se beneficiaram do acoplamento
entre sistemas de fluxo de baixa presséo e fases estacionarias monoliticas (Paull e Nesterenko,
2005). Fases estacionarias monoliticas permitem o fluxo de fase mdvel sob condi¢cbes de
pressdo relativamente baixas, com altas taxas de transferéncia de massa, sendo constituidas,
entre outros, por cilindros continuos de silica, ou silica modificada com octadecilsilano.
Colunas monoliticas possuem estrutura bimodal de macro e mesoporos, sendo que 0s
macroporos atuam como canais com cerca de 2 um de didmetro que permitem o fluxo de fase
movel sob baixas pressdes. Mesoporos tem diametros de aproximadamente 13 nm, criando
uma area superficial grande e uniforme onde os processos de adsor¢do ou particdo ocorrem
(Christian, 2003; Faria et al. 2006). Essa configuracdo permite separacdes eficientes sob
condicdes de vazbGes muito mais elevadas do que aquelas usadas em colunas empacotadas,
proporcionando significativa reducdo dos tempos de analise.

O emprego das colunas monoliticas em HPLC traz vantagens frente as colunas
recheadas com particulas. Uma das principais vantagens é a possibilidade de realizar
separagdes rapidas em vazdes elevadas da fase modvel, sem comprometer a resolucdo
cromatografica. Além de operar em baixas pressdes, aproximadamente seis vezes menores do
que nas colunas recheadas, permitindo o acoplamento em linha da injecdo sequencial com
separagdes cromatograficas de alta eficiéncia, conseguindo-se desta maneira a automacao das
etapas de SPE ou da derivatizacdo dos analitos de interesse. Estas vantagens ja expostas sdo

um atrativo para laboratorios de analise de rotina (Klodzinka et al. 2006; Faria et al. 2006).

O aparecimento de colunas porosas monoliticas foi considerado um importante avango no
desenvolvimento de fases estacionarias para cromatografia a liquido de alta eficiéncia (Paull e
Nesterenko, 2005), conforme pode ser atestado por um grande nimero de revisdes que tem
aparecido na literatura (Siouffi, 2003). Satinsky et al. (2003) propuseram a utilizacdo das

colunas monoliticas em sistemas SIA permitindo separacfes cromatograficas com perfil
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similar a de HPLC. Estes autores propuseram entdo o acrénimo SIC (do inglés Sequential
Injection Chromatography) para a nova técnica. Satinsky et al. (2003) demonstraram que a
bomba de pistao utilizada nos sistemas de injecdo sequencial é capaz de impulsionar a solucéo
transportadora através de colunas monoliticas de silica modificada com octadecilsilano
usando vazdes que possibilitam a separacdo de componentes de misturas simples. Com isso, a
solucdo transportadora passa a exercer a funcdo de fase madvel, e separagcdes simples podem
ser efetuadas. A utilizacdo das colunas monoliticas em sistemas de injecdo sequencial ou em
HPLC leva a uma significativa reducdo de tempo e custo nas analises, principalmente

considerando-se a diminuicdo no consumo de fase mével em sistemas de HPLC.

Esses estudos abriram um amplo campo de pesquisa no desenvolvimento dos métodos
de injecdo sequencial com separacdo em linha (Chocholus et al. 2006). Uma série de artigos
descrevendo aplicacdes da cromatografia por injecdo sequencial a determinacdo de farmacos
foi publicada, sendo descritas, por exemplo, separacGes de acido salicilico e éster de metil
salicilato (Huclova et al. 2003), ou paracetamol, cafeina, acido acetil salicilico, acido
benzdico em produtos farmacéuticos (Satinsky et al. 2004). Uma revisdo desses trabalhos foi
apresentada por Chocholous et al (2007). Os autores argumentam que SIC é uma técnica em
evolucdo e que aumenta as potencialidades dos sistemas de analise por injecdo sequencial e de
HPLC. Em termos comparativos, a eficiéncia de métodos baseados em SIC se mostrou similar
a de HPLC para os mesmos tipos de coluna. Algumas caracteristicas vantajosas de SIC seriam
a facil implantacdo de estratégias de derivatizacBes pré- e pos-coluna, reduzido consumo de
solventes e de geracdo de residuos, consequiéncia da natureza descontinua do fluxo. Por outro
lado, SIC ¢ limitado em termos de disponibilidade de colunas (limita-se a colunas
monoliticas), pela baixa capacidade volumétrica das bombas de seringa (5 a 10 mL), bem
como por uma menor robustez mecanica. Este Gltimo aspecto € principalmente causado por

vazamentos de fase mdvel pelas valvulas do sistema, decorrentes da pressdo necessaria para
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fazer fluir a fase movel. Isso se deve ao fato de que as colunas monoliticas foram concebidas
para utilizacdo em sistemas convencionais de HPLC a altas vazdes. Apesar das pressdes
serem muito baixas para sistemas cromatograficos convencionais, para os sistemas de anéalise
de injecdo em fluxo essa pressdo se aproxima ao limite suportado pelo instrumento, causando
vazamentos com frequéncia.

Outra publicacdo descreve a utilizagdo de um método baseado no acoplamento on-line
de um sistema de fluxo multisseringa com uma coluna monolitica para determinacao
simultanea de hidroclorotiazida e de losartana potassica em comprimidos. O sistema
compreendeu um moédulo de multisseringa, trés valvulas solendides de baixa pressdo, uma
coluna monolitica C18 (25 mm x 4,6 mm ID), e um detector foto-diodos. A fase madvel foi de
10 mmol L™ dihidrogenofosfato de potéssio (pH 3,1)-acetonitrila-metanol (65:33:2 v / v / v),
a uma vazdo de 0,8 mL min™. A deteccdo por UV foi realizada em 226 nm. O método
cromatografico multisseringa (MSC) com deteccdo espectrofotométrica UV foi otimizado e
validado. O tempo de anélise foi de cerca de 400 s. O método foi aplicado a andlises rotineiras
de ambos compostos em comprimidos. O acoplamento das colunas monoliticas com anéalise
por injecdo em fluxo comandado por multisseringa proporciona uma excelente e barata
ferramenta para realizar separagdes, sem uso de instrumentacdo para HPLC (Obando et al.

2008).

Um sistema de fluxo por multicomutacdo baseado em tempo é proposto para a
adequada selecdo e modulacdo da composicdo da fase movel na cromatografia por injecéo
seqliencial (S)/ injecdo por fluxo (FI). O médulo de anélises de fluxo envolve o acoplamento
in-line de uma coluna cromatografica monolitica (25 x 4,3 mm) em fase reversa, com um
modo de injecdo de fluxo por multisseringa, com um conjunto de valvulas solenodides. A
técnica proposta foi aplicada para a determinacdo espectrofotométrica simultanea de tiamina

(B1), piridoxina (B6) e cianocobalamina (B12), que foram tomados como analitos modelo. O
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método de separacdo se baseia em um protocolo de duas etapas de eluicdo isocratica com a
utilizacdo da bomba multisseringa para fornecimento inicial de 50 mmol L™ de acetato de
amonio (pH 7,0) por 2,4 minutos seguidos de 50 mmol L * de acetato de aménio e de metanol
(80:20, v / v) por 6,4 min a 0,5 mL min™* e temperatura ambiente. A detecgao foi realizada em
comprimento de onda maximo para cada vitamina: 280 nm para a vitamina B1, 325 nm para a
vitamina B6, e 360 nm para B12. O método de planejamento experimental revelou que a
resolucdo das vitaminas alvo é altamente dependente do pH, da porcentagem de
modificadores organicos e da interacdo de segunda ordem entre esses parametros. O método
de separacdo em coluna monolitica baseado em fluxo comandado por multisseringa, que seria
encarado como uma alternativa de baixo custo em relacdo a cromatografia liquida de alta
resolucdo, foi aplicado para a separacdo e determinacdo das vitaminas B1l, B6 e B12 em
diferentes formas de dosagens farmacéuticas em menos de 9 min. A comparacao estatistica
dos resultados do procedimento proposto com os obtidos pelo método HPLC adotado pela
Farmacopéia dos EUA revelou que ndo houve diferencas significativas no intervalo de

confianca de 95% (Fernandez et al. 2008).

O conceito de cromatografia por injecao seqtiencial (SIC) foi explorado por Rigobello-
Masini et al. (2008) para automatizar a determinacdo fluorimétrica de aminoécidos apds a
derivacdo pré-coluna com o-ftaldialdeido (OPA) na presenca de 2-mercaptoetanol (2MCE)
utilizando uma fase estacionaria C18 monolitica. O método é de baixo custo, e esta baseado
em cinco passos de elui¢Bes isocraticas. A primeira etapa emprega a mistura de metanol:
tetrahidrofurano: 10 mmol L™ de tampdo fosfato (pH 7,2) na proporcdo volumétrica de
8:1:91; os outros passos usam metanol: 10 mmol L™ de tampdo fosfato (pH 7,2) nas
proporcdes volumétricas de 20:80, 35:65, 50:50 e 65:35. A vazdo que permitiu melhor
separacdo foi a de 10 pL s™. Com a coluna de 25 mm foi possivel separar 4cido aspartico

(Asp), acido glutamico (Glu), asparagina (ASN), serina (Ser), glutamina ( GIn), soja (Gly),
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treonina (Thr), citruline (Ctr), arginina (Arg), alanina (Ala), tirosina (Tyr), fenilalanina (Phe),
ornitina (Orn) e lisina (Lys), com resolucdo> 1.2, bem como metionina (Met) e valina (Val),
com resolucéo de 0,6. Sob estas condicdes isoleucina (lle) e leucina (Leu) co-eluiram. Todo o
ciclo de derivatizacdo de aminoacidos, separacdo cromatografica e condicionamento de
coluna no final de separacdo duraram 25 minutos usando vazdo de 10 pL s™. Em uma vazdo
de 40 uL s™ o tempo foi reduzido para 10 minutos. Os limites de detec¢do variaram de 0,092
umol L™ de Tyr para 0,51 pmol L™ para Orn. O método foi aplicado com sucesso na
determinacdo dos aminoéacidos livres intracelulares na alga verde Tetraselmis gracilis durante
um periodo de sete dias de cultivo. As amostras fortificadas com quantidades conhecidas de

aminoéacidos resultaram em recuperacdes entre 94 e 112% (Rigobello-Masini et al. 2008).

Com relacdo a compostos fendlicos, Ballesta-Claver et al. (2011) propuseram
recentemente um metodo de andlise por injecdo em fluxo para determinacgéo de floroglicinol,
acido 2,4 dihidroxibenzoico, acido salicilico, metil parabeno e n-propil galato usando uma
coluna monolitica de 5 mm de comprimento (4,3 mm de didmetro) e fase mével constituida
por tampdo pH 3,0 acido acético/acetato e 5% (v/v) de acetonitrila. A detec¢do foi baseada em
medidas de quimiluminescéncia provocada pela reacdo com Ce(IV) e Rodamina 6G. O tempo
de andlise foi de 280 s, com frequéncia de amostragem de 13 determinagdes por hora. Os
limites de deteccéo variaram entre 2,3 x 10® mol L™ para é4cido salicilico e 4,1 x 10 mol L™
para o n-propil galato, apresentando desvios padrfes relativos entre 2,8 % para acido 2,4-
dihidroxibenzdico e 6,8% para o n-propil galato. O método foi aplicado a produtos
farmacéuticos observando-se concordancia satisfatéria com os resultados obtidos por HPLC,
usado como método de referéncia. Em trabalho anterior de determinagdo de compostos
fenolicos (fenol, 2,4-dimetilfenol, 4-cloro 3-metilfenol, 2-fenil fenol e 2-benzil 4-clorofenol),
Gomez et al. (2007) utilizaram um sistema SIC acoplado a coluna monolitica de 25 x 4,3 mm,

detector de arranjo de diodos e ferramentas quimiomeétricas (resolucdo de curvas multivariada
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por minimos quadrados alternados) para contornar a baixa resolucdo de alguns destes
compostos. O método foi aplicado com sucesso na determinacdo dos compostos em aguas
naturais e desinfetantes. Até o momento ndo foram descritos artigos descrevendo a

determinacéo de triclosan por essas técnicas.

1.4. Adsorcdo e adsorventes

Argilominerais sdo silicatos de Al, Fe e Mg hidratados, com estruturas cristalinas em
camadas ou lamelas, constituidos por folhas continuas de tetraedros SiO,, ordenados de forma
hexagonal, condensados com folhas octaédricas de hidroxidos de metais tri e bivalentes; a
maioria dos argilominerais, naturalmente, € constituida essencialmente por particulas
(cristais) com algumas dimensdes geralmente abaixo de 2pm, sendo materiais encontrados na
natureza (Coelho et al. 2007). Esses solidos lamelares podem ser constituidos por lamelas
neutras, como € o caso da caolinita, ou entdo formados por lamelas carregadas negativa ou
positivamente.

Argilas que possuem lamelas carregadas negativamente apresentam céations em sua
regido interlamelar, para compensar as cargas negativas, sendo conhecidas como argilas
catidnicas. Exemplos destas sdo a montmorilonita, a vermiculita e a muscovita. As argilas que
apresentam lamelas carregadas positivamente possuem anions em seu ambiente interlamelar e
sdo chamadas de argilas anibnicas. Entre estas, exemplo mais conhecido é a hidrotalcita
(Vaccari, 1998).

Do mesmo modo que em outros solidos lamelares, as reacfes de intercalagdo também
podem ser realizadas nas argilas, de tal forma que o ion (anion ou cation), originalmente

presente na regido interlamelar, seja trocado por outras espécies quimicas carregadas negativa
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ou positivamente (Ferreira et al. 2007). Tal comportamento permite seu emprego como
adsorvente para muitos poluentes (Ferreira et al. 2007).

A montmorilonita (FIGURA 1.7) consiste em um grupo de argilominerais do tipo 2:1, ou
seja, sdo formados pela reunido de duas laminas tetraédricas SiO,, intercaladas por uma
lamina octaédrica de Al,O3 unidas pelos oxigénios dos octaedros (Luchese et al. 2001). Os
principais representantes deste grupo de argilominerais sdo as vermiculitas, smectitas e a
montmorilonitas. A vermiculita, devido a capacidade de expandir-se, apresenta faces ativas
entre as camadas podendo atingir até 15 A de espacamento entre as mesmas, aumentando a
superficie de contato e consequentemente o poder de adsorcdo. J& a montmorilonita é ainda
mais expansivel que a vermiculita chegando atingir até 18 A entre as camadas (Luchese et al.
2001).

A possibilidade de trocar os cations existentes entre as camadas dos argilominerais pode
propiciar a insercdo de espécies que modificam as caracteristicas originalmente hidrofilicas
dos mesmos, gerando um carater mais organofilico, como no caso da utilizacdo de sais
organicos (Prost e Yaron, 2001).

Entre os principais modificadores organicos existentes, encontram-se os sais de alquil-
amonio. O aumento do nimero de carbonos na cadeia organica propicia um carater mais
hidrofébico ao argilomineral, podendo-se produzir um material cujas caracteristicas sejam
mais seletivas para um dado grupo de poluente. Estudos de adsor¢éo de sais de alquil-aménio
em fases minerais mostram ndo haver aumento na quantidade adsorvida apds a capacidade
maxima dos minerais, que é restringida pela capacidade de troca catiénica (CTC) dos mesmos
(Klapyta et al. 2001; Bartelt-Hunt et al. 2003).

E importante reconhecer que, com o aumento do conhecimento quimico dos sdlidos
lamelares naturais, muitos compostos puderam ser sintetizados por métodos de preparacéo

relativamente simples e que utilizam insumos de baixo custo. Devido as caracteristicas
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quimicas e fisicas descritas, os materiais lamelares podem ser planejados e sintetizados para
que assim venham a ter aplicacbes ambientais como, por exemplo, na remediacdo de
efluentes, tirando partido tanto das reacdes de intercalacdo como da adsorcdo das espécies

quimicas pela superficie (Ferreira et al. 2007).

Si (Al

FIGURA 1.7. Representacdo da estrutura da montmorilonita

Adsorcao de triclosan em trés adsorventes, carvao ativado, caulinita e montomorilonita
foi estudada em funcdo do pH, forca ibnica e presenca de acidos humicos. As maiores
porcentagens de adsorcdo foram obtidas em pH baixo, em funcdo principalmente da carga do
adsorvente e da ionizacdo do triclosan. Em pH 3,0 o aumento da forca ibnica aumentou a
adsorcéo de triclosan por fatores de 1,2, 4 e 3,5 vezes, respectivamente, para carvao ativado,
caulinita e montmorilonita com o aumento da forca idnica de 1,0 x 10° para 0,50 mol L™. A
adsorcéo de triclosan na presenca de acido himico (concentragdo de 200 mg C L™) diminuiu
cerca de trés vezes. Ja os argilominerais caulinita e montmorilonita o efeito de &cido himico

foi de dificil interpretacdo, podendo ser influenciado pela hidrofobicidade do triclosan (log
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Kow = 4,76) e pela complexacéo do triclosan com o acido humico (Behera et al. 2010). A
diminuicdo de adsorc¢éo de triclosan com o aumento do pH foi também observada em solos. A
adicdo de biosolidos aumentou a capacidade de adsorcdo provavelmente devido ao aumento
dos teores de matéria organica, sem entretanto afetar a degradacdo dos composto (Wu et al.
2009).

Testes de adsorcdo em batelada em solos para varios compostos de higiene pessoal e
produtos farmacéuticos foram apropriadamente descritos pela equacdo de Freundlich e a
afinidade pelo solo apresentou a seguinte ordem: triclosan > bisfenol > &cido clofibico >
naproxen > diclofenac > ibuprofen. O fator de retencdo em solos sugeriu que ibuprofen tem
maior potencial de lixiviacdo pelas aguas de percolacdo enquanto triclosan e bisfenol A
mostraram forte retencdo no solo, com baixa mobilidade (Xu et al. 2009).

Estudos de adsorcdo de triclosan e de alguns de seus metabdlitos em argilominerais
organofilizados, especialmente aqueles obtidos com sais quaternarios de alquil amdénio
(HDTMA), bem como a solos brasileiros ainda ndo foram descritos na literatura.

O argilomineral montmorilonita tem a caracteristica de possuir lamelas carregadas
negativamente, e para compensar esta carga, apresenta cations em sua regido interlamelar.
Além disso, esse argilomineral possui elevada capacidade expansivel entre as camadas,
propiciando a troca do cation K* por moléculas de HDTMA [CH3(CH,)15-N(CHa)3]". Esse
modificador é apropriado, pois possui uma cadeia linear com 16 &atomos de carbono,
propiciando um carater altamente hidrofébico a superficie, sendo o material resultante
seletivo para remover compostos organicos. Esta pratica de remocdo de contaminantes
organicos por argilominerais modificados, assim como a preparacdo simples, se vé justificada

pelo uso de insumos de baixo custo (Navarro et al 2009).
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2. OBJETIVOS

Essa tese teve como objetivos o desenvolvimento de metodologias de cromatografia a

liquido baseadas em injecdo sequencial (SIC) e em cromatografia a liquido de alta eficiéncia

(HPLC) para determinacdo de triclosan em amostras de produtos de higiene pessoal e em

estudos de adsorcdo em argilominerais naturais e modificados, visando determinar parametros

de capacidade e forca de adsorcdo de triclosan e de alguns de seus metabolitos. Para atingir

esses objetivos gerais, 0s objetivos especificos a seguir foram estabelecidos:

Desenvolver e aplicar metodologia SIC para determinacao de triclosan em amostras de
enxaguadores bucais.

Desenvolver metodologias baseadas em SIC e HPLC para separacdo de triclosan e
alguns de seus principais metabdlitos, tais como 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol, 2,4,6-
triclorofenol e metiltriclosan

Investigar a adsorcdo dos compostos descritos no item anterior em montmorilonita em
sua forma monoionica de K*

Modificar a montmorilonita com o reagente organofilico brometo de hexadeciltrimetil
amonio (HDTMA) e caracterizar algumas propriedades do material modificado.
Investigar as propriedades adsortivas da montmorilonita organofilizada frente ao

triclosan e seus metabolitos.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais utilizados

3.1.1. Reagentes

Foram usados no preparo das soluc@es: acido fosforico concentrado 85% da Merck;
Trietilamina > 99,5 % Sigma Aldrich; triclosan (99,7%) Sigma Aldrich; metanol e acetonitrila
de grau HPLC (Merck ou J.T. Baker). Padrdes analiticos de 2,4 diclorofenol; 2,3,4
triclorofenol; 2,4,6 triclorofenol e metiltriclosan foram adquiridos da Sigma Aldrich; acetato

de amonio de grau HPLC da Fluka foi usado no ajuste de pH de solucdes de fase mdvel.

Montmorilonita K10 (28152-2), com érea superficial de 220-270 m* g™ e capacidade
de troca catiénica 0,59 mmol g, foi fornecida pela Aldrich. Brometo de hexadeciltrimetil

amonio (HDTMA) foi adquirido da Merck.

3.1.2. Solucdes

Todas as solucbGes foram preparadas com agua destilada em destilador de vidro
(Marconi, SP) e desionizada até resistividade > 18,2 MQ cm em um sistema Simplicity 185
da Millipore acoplado a uma lampada UV para fins de esterilizacdo. O pH das solucdes,
guando necessario, foi ajustado por adicdo de solucdes de é&cidos ou bases fortes,
monitorando-se o pH com um eletrodo de vidro combinado (Ag/AgCl, KCI 3 mol L™)
acoplado a um pH-metro Metrohm 654, previamente calibrado com solugfes tampéo de pH

4,0, 7,0 ou 9,0 adquiridos da Merck.



36

Todas as solugdes de fase movel foram preparadas com agua desionizada e filtradas
em membrana de acetato de celulose regenerado (Sartorius) com didametro de poro de 0,45 um
e desaeradas em banho de ultrassom por 30 min, seguida de purga com He de alta pureza (Air
Products) por 15 min, imediatamente antes das analises. ~ Solucdo tamp&o estoque 1 mol L™

de TEA (trietilamina) foi acidificada com &cido fosférico até um pH 3,5.

Foram preparadas, a partir do tampdo estoque 1 mol L™ TEA-fosfato, varias fases
méveis de tampdo TEA-fosfato 70 mmol L™* em um pH 3,5 com diferentes proporcées

volumétricas de acetonitrila.

Solucdes estoque de triclosan, 2,4 diclorofenol; 2,4,6 triclorofenol e 2,3,4 triclorofenol
e metiltriclosan de concentracdo 2000 mg L™ foram preparadas em metanol grau HPLC e
estocadas em refrigerador em frascos ambar para protecdo contra incidéncia de luz. As
solucdes de referéncia desses compostos foram preparadas por diluicGes apropriadas dessas
solucgdes estoque em balBes volumétricos, usando-se a propria fase mével para completar o

volume e acertar o menisco.

Solucéo tampao de estoque de acetato de amdnio 1 mol L™ foi preparada a partir do

sal sélido, com ajuste de pH a um valor de 3,5 ou 5,5 usando solugéo de HCI.

Solucdes tampdo de acetato de amoénio 20 mmol L™ foram preparadas a partir da

solucdo tampéo estoque 1 mol L™, ajustando-se o pH a 5,5 em alguns casos.

Fases moveis foram preparadas com diferentes proporcdes de metanol e solugdo

aquosa de acetato de amdnio 20 mmol L™ a pH = 5,5.

Fases moveis de limpeza da coluna e dos instrumentos de cromatografia foram
preparadas nas proporcdes metanol: dgua 80:20 (v v') e 5:95 (v v''), respectivamente. As

colunas cromatogréficas foram estocadas em acetonitrila: 4gua 60: 40 (v v'%).
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3.2. Equipamentos e acessérios

- Balanga analitica, modelo H10, METTLER, sensivel ao nivel de 0,1 mg;

- Medidor de pH, modelo 654, METROHM,;

-Banho de ultrassom 2510 Branson

-Misturador do tipo vortex com controle de velocidade 500 — 2500 rpm (Heidolph Reax)
-Centrifuga Excelsa Fanem modelo 206 BL

-Sistema de filtragdo Hengod T&D com bomba de sucgéo

-Membrana de filtragdo de 0,45 um LCR de PTFE modificada ou acetato de celulose

regenerado Millipore ou Sartorius para filtragdo de solventes organicos e aquosos, 100/cx.

-Filtro para seringa com poros de 0,45 um e didmetro de 13 mm ndo estéril LCR de

PTFE modificado Millipore para filtracdo de solventes organicos e aquosos 100/cx.
-Micropipetas de capacidades para 20, 100,1000 e 5000 pL H-T modelo Labmate +

-Camara incubadora Marconi, modelo MA-832, com agitacéo e controle de temperatura

para estudos de adsorcao.

As determinacBes por HPLC foram feitas com um cromatdgrafo Shimadzu modelo LC
9A (Toquio, Japao) equipado com o detector UV, modelo SPD 6 AV para medidas de
absorbancia. O controle do cromatdgrafo e o tratamento de dados foram feitos com a versdo
1.64 do software LC Workstation Class-LC 10 da Shimadzu. Injecdo da amostra foi feita usando
uma valvula rotatéria Rheodyne (Rohnert Park, CA, EUA) com uma al¢a de amostragem de 20
uL. Colunas monoliticas Onyx Cig foram adquiridas da Phenomenex (Torrance, CA, EUA) com

as dimensdes 100 mm de comprimento x 4,6 mm de didmetro e usando uma coluna guarda do
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mesmo material e fornecedor com dimensdes de 5 x 4,6 mm. Foi também utilizada a coluna
cromatografica Cig Synergi™ 4 pm Fusion-RP 80 A da Phenomenex, com particulas de 4 um e

dimensGes de 150 x 4,6 mm, também protegida por coluna guarda do mesmo fabricante.

Sistema de cromatografia liquido acelerada SIChrom ™ foi fornecido pela FIAlab®
Instruments (Bellevue, WA, EUA). O sistema de injecdo seqiiencial é esquematizado na
FIGURA3.1, onde PP ¢ uma bomba de pistdo modelo S17 PDP da Sapphire Engineering™
(Pocasset, MA, EUA) com capacidade de 4,0 mL, construida em ULTEM® e pistdo (P) de
ceramica, acoplada a uma valvula seletora (SV) de 10 portas da Valco (Valco Instruments Co.
Inc., Houston, TX, EUA). Conforme mostrado na FIGURA 3.1, as portas 9 e 10 de SV sao
conectadas internamente e permitem o preenchimento da bomba de pistdo com a fase movel de
eluicdo inicial e condicionamento da coluna (MP;), o que é feito pela porta traseira (RP;) do
corpo da bomba. A porta frontal de PP (FP) é conectada com a porta central da SV através da
bobina coletora (HC), a qual é feita com tubo de Teflon de 4 m de comprimento e 0,8 mm de
didmetro interno (capacidade de 2 mL). Na parte traseira do sistema de bombeamento ainda ha
uma porta (RP;) conectada a uma valvula de alivio de pressdo (RV), que abre quando a pressao
no sistema se torna maior do que 500 psi. A cada uma das portas de SV é atribuida uma solucao
ou dispositivo, sendo que a porta 2 é conectada ao sistema de separacdo e deteccdo, constituido
pela coluna guarda (GC), coluna monolitica (MC) Onyx (Phenomenex) de 25 mm de
comprimento por 4,6 mm de diametro, sistema de deteccdo (D) e descarte (W). A conexdao da

porta 2 até ao detector foi feita com tubo de PEEK de 0,25 mm de didametro interno.
O sistema de detec¢do espectrofotométrico é constituido por:

-Fonte de radiacdo de deutério e halogénio Uv-Vis-Nir (DH-2000-Mikropack)

-Detector CCD (dispositivo de carga acoplado) (USB 4000-Uv-Vis Ocean Optics)

-Celas de 1- e 4-cm de caminho optico com janelas de quartzo (FIAlab Instruments)
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-Fibras dpticas de 600 pum foram usadas para transmissdo de radiacdo da fonte para a cela de

fluxo e desta para o detector.

FP ‘l‘RPl

Compartimento, PP
da bomba :
Amostra
RP,
MP,
4 Descarte
< (0 psi)
RV
(500 psi)  vavula de 4
vias

FIGURA 3.1. Esquema do sistema de cromatografia por injecdo seqliencial para determinacdo de
triclosan. (MC=coluna monolitica; GC= pré-coluna; SV= valvula seletora com 10 portas; MP;= fase
moével; HC=bobina coletora; W=descarte; PP= bomba de pistdo tendo um P= pistdo ceramico para
dispensar ou aspirar solucfes; RP; e RP, = portas traseiras; FP=porta frontal; RV valvula de alivio. Na
figura o circulo preenchido negro representa um ranhura interna que permite conectar as porta 9 e 10 da
valvula, através das quais a fase movel é introduzida no compartimento (reservatério) da bomba. Nessa
posicdo, a ranhura reta € mostrada entre as portas 4 e 5, ou seja, quando o pistdo aspira fase movel
através da porta 9, as demais soluges conectadas a valvula seletora ndo séo aspiradas para a bobina
coletora. Em qualquer outra posicdo de SV a ranhura circular ndo conecta portas adjacentes.
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3.3. Anélise de Amostras de Enxaguadores Bucais

Amostras de enxaguadores bucais cujo rotulo indicava a presenca de triclosan foram
adquiridos em farmacias e mercados locais. Antes das analises, aliquotas das amostras foram
filtradas em filtros de seringa, pipetando-se volumes apropriados da amostra filtrada (250;
500; 1000 pL) para balGes volumétricos de 10 mL, completando-se o volume até a marca com

a fase movel em estudo.

3.3.1. Procedimento de injecdo sequencial para determinacdo de triclosan nas amostras

Para essas analises a deteccdo foi feita na regido ultravioleta usando dois
comprimentos de onda, de 230 e 280 nm, e uma cela de fluxo de 1 cm de caminho dptico. A
composicéo da fase mével otimizada foi 67,5: 32,5 (v v') ACN: tamp&o trietilamina-fosfato
70 mM a pH =3,5. O sistema é controlado pelo software FIAlab for Windows. Antes de
comecar a andlise a coluna foi condicionada com a fase movel de trabalho. As etapas do
procedimento automatizado da andlise sdo mostradas na TABELA3.1, baseando-se no

esquema do instrumento apresentado anteriormente na FIGURAS.1.

Na TABELAS3.1 o procedimento comeca com a etapa 1, na qual é executado o preenchimento
do compartimento da bomba (FIGURAS3.1) com a fase movel, seguido pelas etapas 2 e 3 que
consistem na limpeza da linha de amostragem com amostra a ser analisada e descarte do
excesso que foi aspirado para a bobina coletora. Por ultimo, a etapa 4, compreende a
amostragem, injecdo e transporte da amostra pela fase movel na coluna onde ocorre a
separacdo para posterior deteccdo do analito de interesse. O tempo empregado no processo
total foi 2,5 min. Os estudos para a otimizacdo da vazao ndo requerem mudancas adicionais

no programa. Por outro lado os estudos do volume de amostra requerem pequenas
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modificacdes de tal forma a garantir que os volumes totais, aspirados e dispensados, sejam

iguais.

TABELA3.1. Sequéncia de etapas do programa SIC para determinagéo de triclosan

Etapa Componente Comando Valor do Descricéo
parametro
SV Porta 9 (MP,) Preenchendo o
Bomba de pistéo Vazéo 100 pLs™ compartimento da bomba
1 Bomba de pistéo Aspira 3500 pL com MP;
Bomba de pistéo Espera finalizar
SV Porta 5 (solucdo de Preenchendo a linha de
referéncia/amostra ) amostragem com padrdo ou
2 Bomba de pistédo Aspira 100 pL amostra
Bomba de pistéo Espera finalizar
SV Porta 1( descarte) Descartando 0 excesso de
3 Bomba de pistéo Dispensa 300 pL amostra da bobina coletora
Bomba de pistéo Espera finalizar HC
SV Porta 5 (solucéo de
referéncia/amostra)
Bomba de pistéo Vazao 100 uLs*  Amostragem para a analise
Bomba de pistéo Aspira 50 pL
Bomba de pistéo Espera finalizar
4 Y Porta 2 (MC)
Detector Inicia a aquisicdo
de dados
Bomba de pistdo Vazdo 30 pLs* Injetando a amostra na
Bomba de pistdo Dispensa 3350 pL coluna para realizar a

Bomba de pistéo

Detector

Espera finalizar
Finaliza aquisicéo
de dados

Fim do ciclo

separacdo e detecgéo
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3.3.2. Procedimento adotado como método de referéncia por HPLC-UV

Piccoli et al. (2002) propuseram a determinacdo de triclosan em produtos de higiene
pessoal por cromatografia liquida em fase reversa com eluicdo isocratica. As condigdes
experimentais descritas foram: fase movel acetonitrila- fosfato de trietilamina (70 mM a pH =
3,5) na relacdo de 55:45 (v v'); coluna C18 (150 x 3 pm x 3 mm d.i) com deteccéo
ultravioleta em 230 nm e 280 nm; volume de amostra de 20 uL; vazdo da fase movel 0,4 mL
min?. Estas condicBes foram alteradas por ndo se possuir coluna com as mesmas
caracteristicas. A vazdo da fase mdvel foi mudada ja que com este valor o tempo de eluicédo
do triclosan seria muito longo (40 min). As medicdes foram feitas em comprimentos de onda

de 240 nm e 280 nm a uma vazdo de 1,0 ml min™, mantendo-se a composicéo da fase mével

como usado no artigo de referéncia.

3.4. Separacdo de triclosan e clorofenois por cromatografia por injecdo sequencial (SIC)

Para a determinacdo de triclosan (TCS) na presenca de alguns de seus clorofenois
relacionados, tais como 2,4 diclorofenol (2,4 DCP), 2,3,4 triclorofenol (2,3,4-TCP) e 2,4,6
triclorofenol (2,4,6 TCP) foi necessario a implantacdo da eluicdo passo a passo com duas
etapas de eluicdo isocréaticas e recondicionamento da coluna no final do ciclo de analise. A
configuragdo instrumental é semelhante aquela mostrada na FIGURA3.1, mas com a incluséo
de uma fase movel adicional na porta 7 da valvula seletora (SV). Em virtude do expressivo
aumento do custo da acetonitrila e da dificuldade de sua aquisi¢do durante o ano de 2009, a
composicao da fase movel foi alterada em relacdo aquela apresentada no item anterior dessa

tese. No presente estudo, a fase movel MP; foi constituida por metanol (MeOH): tampé&o
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acetato de amdnio 20 mmol L™ pH 5,5 na proporgdo 60:40 (v v''). A fase mével MP, foi
composta por MeOH: tampéo acetato de aménio 20 mmol L™, pH 5,5, na proporcéo 70:30 (v
v'). A deteccdo foi feita na regido ultravioleta usando o comprimento de onda de trabalho de
240 nm com referéncia a 350 nm e uma cela de fluxo de 4 cm de caminho dptico. O
procedimento de injecdo de amostra e separacdo é descrito em detalhes na TABELA3.2.

O procedimento comeca com a etapa 1 (TABELA3.2) onde € executado o
preenchimento da bomba com a fase mével MP4, seguido pelas etapas 2 e 3 que consistem na
limpeza da linha de amostragem com amostra a ser analisada. A etapa 4 compreende a
amostragem e a primeira etapa de eluicdo isocratica com 2,7 mL da fase mdvel 1 (60:40;
MeOH: 20 mM CH3COONH, a pH = 5,5). O menor conteudo de modificador organico
(MeOH) na fase mével da primeira etapa isocratica favorece a eluicdo dos clorofenois mais
polares, retendo 0s menos polares. As etapas 5 e 6 correspondem a preparacdo do sistema para
executar a 2% etapa de eluicdo isocratica. Assim, na etapa 5, aspira-se MP; para o
compartimento da bomba, deixando ainda espago (2 mL) para que essa fase mdvel, ainda
contida na bobina coletora, preencha todo o compartimento da bomba quando, na etapa 6,
forem aspirados 2 mL de MP, para o interior da bobina coletora. Na etapa 7 ocorre a segunda
eluicdo isocratica com 2mL MP, (70:30; MeOH: 20 mM CH3COONH, a pH =5,5) seguida do
recondicionamento da coluna com 2 mL MP; (60:40; MeOH: 20 mM CH3COONH, a pH =
5,5). Em conjunto, as etapas 5, 6 e 7 representam a eluicdo com mais contetdo organico para
eluir os compostos mais apolares, com um tempo de retengdo menor. O tempo empregado no
processo total foi 4,95 min. Os estudos para a otimizagdo da vazdo ndo requerem mudancas

adicionais no programa.
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TABELA 3.2. Sequéncia de etapas para separacdo e determinacdo de TCS, 2,4-DCP, 2,3,4-TCP

e 2,4,6-TCP por cromatografia por injecdo sequencial

Etapa Componente Comando Valor do Execucéo
Parametro
SV Porta 9 (MPy Preenchendo o
Bomba de pistdio  Vazéo 100 pLs™ compartimento da bomba
1 Bomba de pistio  Aspira 3900 pL com MP;
Bomba de pistio  Espera finalizar
SV Porta 5 (solugéo de Preenchendo a linha de
referéncia/amostra) amostragem com padrdo ou

2 Bomba de pistio  Aspira 100 pL amostra
Bomba de pistio  Espera finalizar
SV Porta 1( descarte) Descartando 0 excesso de

3 Bomba de pistdio  Dispensa 300 pL amostra da bobina coletora
Bomba de pistio  Espera finalizar HC
SV Porta 5 ( padréo ou

amostra )
Bomba de pistdo  Vazdo 100 uLs™  Amostragem para a analise
Bomba de pistdio  Aspira 20 pL
4 Bomba de pistio  Espera finalizar
SV Porta 2 (MC)
Detector Inicia a aquisi¢éo
de dados Injecdo de amostra e 12
Bomba de pistio  Vazdo 30 pLs™ etapa de eluicéo e deteccdo
Bomba de pistdio  Dispensa 2720 pL
Bomba de pistdio  Espera finalizar
SV Porta 9 (MP)

5 Bomba de pistdo  Vazéo 100 pLs™  Aspirando MP; dentro do
Bomba de pistio  Aspira 1000 compartimento da bomba
Bomba de pistdio  Espera finalizar
SV Porta 7 (MP,)

Bomba de pistdio  Vazéo 100 pLs™ Aspirando e preenchendo a

6 Bomba de pistdo  Aspira 2000 pL bobina coletora com MP;
Bomba de pistio  Espera finalizar
SV Porta 2 (MC)

Bomba de pistio  Vazdo 30 puLs™
Bomba de pistdio  Dispensa 4000 22 etapa de eluicéo e
7 Bomba de pistio  Espera finalizar recondicionamento da

Detector

Finaliza a aquisicao
de dados
Fim do ciclo

coluna
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3.4.1. Separacdo de triclosan e clorofenois, incluindo metiltriclosan, em sistema SIC com

valvula de alta pressdo

Por problemas de vazamento na valvula e devido a inclusdo do metabolito
metiltriclosan a configuracdo do sistema foi alterada com o propdsito de contornar estes
inconvenientes para a conclusdo dos trabalhos. O sistema de cromatografia a liquido por
injecdo sequencial modificado é esquematizado na FIGURAS3.2. No esquema da Fig 3.1, VS é
uma valvula seletora rotatéria de 10 portas com capacidade para suportar pressdes de até
5000 psi, construida em aco inoxidavel, fornecido pela Valco Instruments (Houston, TX,
EUA). A bomba de pistdo modelo PDP S17 ¢ fornecida pela Sapphire Engineering™
(Pocasset, MA, EUA) e tem capacidade de 4000 pL (volume do reservatorio de FM;). O
corpo da bomba e seu interior, que fica em contato com a fase movel, é construido em
ULTEM®. A bomba tem um pistdo (embolo) de ceramica para a propulséo e aspiracdo de
solucdo. Uma porta frontal na parte superior do corpo da bomba conecta o reservatorio de
solvente com a porta central da VS através da bobina coletora, que é feita de 4 m de tubo de
Teflon com 0,8 mm de didmetro interno (capacidade de 2000 pL). Uma porta na parte
superior traseira no corpo da bomba esta ligada ao frasco de solvente (FM,) através de uma
“check-valve” (CV) e uma valvula solenoide de 2-vias (FIGURAS.2). Uma porta adicional na
parte traseira inferior do corpo da bomba é conectada, através de uma valvula de 4 vias, a uma
valvula de alivio (VA) da Up-Church Cientific (Oak Harbor, WA, EUA) que se abre a uma
pressao > 1000 psi. A porta 10 de VS estd conectada a um filtro de linha com 10 um de
porosidade, que por sua vez se conecta a uma coluna guarda monolitica Cig de 5 mm de
comprimento por 4,3 mm de didmetro e a uma coluna monolitica de fase reversa Cig
Chromolith Flash de 25 mm de comprimento por 4,3 mm, ambas da Phenomenex (Torrance,

CA, EUA). A saida da coluna é conectada a cela de fluxo com 40 mm de caminho optico, que
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por sua vez estd conectada a uma fonte de Deutério/Tungsténio Halogénio DH 2000
(Mikropack GmBH, Alemanha). A transmissdo da radiacdo da fonte para a cela de fluxo e
desta para o espectrémetro foram feitas com cabos de fibra optica de 600 pum de diametro e 51

cm de comprimento

As conex0Oes da porta 10 de VS até a entrada da cela de fluxo é feita com tubo de
PEEK (polimero de polieteretercetona) com 0,25 mm de diametro interno. Todas as outras
conexdes séo feitas com tubos de Teflon de 0,5 mm de didmetro interno. Os movimentos da
bomba e das valvulas (VS e 2-vias) sdo sincronizados com a aquisicdo de dados do detector,
sendo controladas pelo software FIAlab5.0 for Windows.

Na continuacdo se apresenta a descricdo detalhada do procedimento do

desenvolvimento do método com a nova configuracdo da FIGURAS.2.
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Valvula de 2 vias
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25x4,3 mm) 4mx 0,8mm de d.i. |
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v
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3 5 2
1
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FIGURA 3.2. Esquema para determinagdo de triclosan, clorofenois e metabolito com o sistema
SIChrom™ de cromatografia a liquido por injecdo seqiiencial com valvula seletora (VS) de alta
pressdo (5000 psi) acoplada na bomba de pistdo (capacidade de 4,0 mL e pressfes de até 1000 psi)
pela bobina coletora. A conexdo da bomba com a Fase Mével (FM,) é feita através de uma check-
valve (CV) e uma valvula de duas vias. Retangulos pretos representam que as portas de SV estdo
fechadas com tubo de Teflon s6lido. As composicGes das fases moveis sdo: FM; = metanol (MeOH):
tampé&o acetato de aménio 20 mmol L™ pH 5,5 na proporgéo 60:40 (v v'), FM, = (70:30; MeOH: 20
mM CH3COONH, apH =5,5). A deteccéo foi feita em 240 nm.

O funcionamento do equipamento esquematizado na FIGURA3.2 é resumidamente
descrito como:

1. Para preencher o reservatorio da bomba (ou seringa) com a fase movel (FM,):

Seleciona-se a porta 9 de VS, fechada com Teflon solido, e a valvula de 2-vias € ligada

(posigdo “on”). Ao se enviar 0 comando de encher a seringa, 0 émbolo do pistdo retrai e a
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solucdo do frasco de fase mdvel (FM;) entra no reservatério através da valvula de 2-vias e da
check-valve.

2. Aspirar amostra ou reagentes na bobina coletora:

A valvula de 2-vias € desligada (posi¢do “off”’), de modo que para aspirar solugdes
para o interior da bobina coletora, aciona-se a porta desejada de VS e envia-se 0 comando de
aspiracdo para a bomba. Como a valvula de 2-vias na posi¢ao “off” fecha o contato com o
frasco de fase movel (FM,), essa ndo ¢ aspirada para o interior do reservatério da bomba.

3. Injecdo de amostra e fase mdvel em reatores ou coluna

Seleciona-se a porta desejada e envia-se 0 comando de injetar um determinado volume
a uma determinada vazdo. Quando se deseja fazer a separacdo cromatografica, injeta-se a
amostra na coluna; durante essa etapa a pressdo aumenta, mas a check-valve (CV) impede que
a solucdo de fase mdvel retorne ao frasco de origem (a valvula de 2-vias nesse caso ndo
resistiria a pressao). Na eventualidade de um aumento de pressdo a valores > 1000 psi, a fase

movel é desviada para uma valvula de alivio (VA) acoplada ao corpo da bomba.

3.2. Procedimento de eluicdo passo a passo de triclosan e metabdlitos (2-clorofenol, 2,4-
DCP, 2,4,6-TCP e metiltriclosan no sistema SIChrom™ com a configuracdo da
FIGURA 3.2

Preenchimento do reservatério da bomba com a fase movel: Seleciona-se a porta 9 de VS,
aciona-se a vélvula de 2-vias (on) e aspira-se 3900 pL de FM; a 100 pL s™.

Limpeza da linha de amostragem com solucé@o representativa da amostra: Seleciona-se a
porta 3 de VS, desliga-se a valvula de 2-vias e aspira-se 100 pL a 100 pL s™ de amostra para

o interior da bobina coletora.
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Descarte do excesso de amostra na bobina coletora: Seleciona-se a porta 7 (descarte) e
dispensa-se 300 pL a 100 pL s?, incluindo ai o excesso de amostra e um pouco de fase
movel.

Aspiracdo da mistura de triclosan e metabdlitos na bobina coletora e primeira etapa de
eluicdo com FM;: Através da porta 3 aspira-se 100 pL de amostra a uma vazao de 100 pL s™.
Em seguida, aciona-se a aquisicdo de dados do detector, seleciona-se a porta 10 da VS e
injeta-se mistura na coluna, procedendo-se a eluicdo com 2800 pL de FM; a uma vazéo de 30
uL s, Nesta etapa s&o eluidos os compostos 2-clorofenol, 2,4-DCP e 2,4,6-TCP.
Preenchimento do reservatorio da bomba: Seleciona-se a porta 9 de VS, liga-se a valvula
de duas vias (on) e aspira-se 1000 puL de FM;a 100 pL s™. Ap6s o final da operagéo a valvula
de 2-vias é desligada.

Primeira etapa de eluicdo com FM,: Seleciona-se a porta 6 de VS. Em seguida aspira-se
2000 pL de FM, para o interior da bobina coletora a uma vazdo de 100 pL s™. Com isso, 0
volume de FM; que estava contido na bobina coletora € deslocado para o interior do
reservatorio da seringa. Ao final da etapa, posiciona-se a VS na porta 10 e injeta-se 2000 pL
de FM, na coluna & vazéo de 30 pL s, promovendo a eluicdo de triclosan.

Segunda etapa de eluicdo com FM,: Seleciona-se a porta 6 de VS. Em seguida aspira-se
2000 pL de FM, para o interior da bobina coletora a uma vazdo de 100 pL s™. Ao final da
etapa, posiciona-se a V'S na porta 10 e esvazia-se o reservatorio da bomba com uma vazao de
30 pL s™. Com isso a solucdo de FM, que estava contida na bobina coletora (2 mL) promove
a eluicdo de metiltriclosan e a solucéo de FM; inicia o recondicionamento da coluna
Recondicionamento da coluna: Para finalizar o ciclo de analise, seleciona-se a porta 9 de
VS e liga-se a valvula de duas vias, aspirando-se 4000 uL de FM; para o interior do
reservatorio da seringa a vazao de 100 pL s™. Desliga-se a valvula de duas vias, seleciona-se a

porta 10 de VS e dispensa-se 4000 pL de FM; na coluna & vazdo de 30 pL s™. Ao final dessa
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etapa a coluna encontra-se recondicionada e o sistema esta pronto para a realizacdo de nova

analise.

3.4.2. Separacdo de triclosan e metabdlitos por HPLC com colunas monolitica e empacotada

(Synergi 4u 80A RP)

A Separacdo de triclosan, clorofenois e 0 metabolito metiltriclosan por HPLC com emprego
de colunas monolitica realizou-se com elui¢do por gradiente, a dimensdo da coluna usada foi
de 100x4,6 mm. Foram estudadas diversas fases moveis: acetonitrila/tampao fosfato; metanol/
acetato de amonio, metanol/agua e por ultimo, Acetonitrila/tampdo trietilamina fosfato ( 20

mM a pH = 3,5). A deteccdo foi feita por absorcdo de radiagdo UV a 220 nm.

Na separacdo de triclosan e metabolitos com emprego de coluna empacotada Synergi
com grupo polar embutido, a separacéo foi realizada por eluicdo por gradiente com coluna de
dimensdo de 150x4,6 mm, com particulas de 4 um. Neste caso também foram estudadas
diversas fases moveis. A selecdo da fase movel foi escolhida em funcdo da sua robustez ao
longo de vérias corridas. A programacdo escolhida foi em funcdo do melhor desempenho
cromatografico como fator de retencdo; nimero de pratos, assimetria dos picos
cromatograficos; resolucdo e fator de separacdo obtida que serd& mostrado na parte de

discussao de resultados.
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3.5. Estudos de Adsorcdo

3.5.1. Modificacdo da montmorilonita com sal de hecadeciltrimetil aménio (HDTMA)

Foi adicionada suspensdo de montmorilonita na forma homoi6nica de K*, KMT, sob
intensa agitacdo a um volume de solugdo de HDTMA 10 mmol L, de forma a atingir 100%
da capacidade de troca catiénica (CTC). A suspensdo formada foi mantida sob agitacdo a 120
rpm durante 21 dias a temperatura ambiente. Em seguida a fase sélida foi separada por
centrifugacdo a 2300 rpm durante 10 minutos, sendo efetuadas cinco lavagens com 40 mL de
agua desionizada entre cada etapa de centrifugacdo. O produto obtido foi seco a 40°C por 48 h
em estufa a vacuo. O material obtido foi mantido em dessecador, sendo denominado

HDTMA-MT.

3.5.2. Procedimento Para Realizacdo dos Estudos de Adsorcéo

Antes de iniciar os estudos de adsor¢éo foi conferido o pH dos adsorventes, para isso
foi pesado 0,10011 g de montmorilonita natural adicionando-se 10 ml de agua MilliQ sendo
esta mistura agitada com ajuda de um vortex por 10 min a 3500 rpm resultando um pH =
3,23; 0 mesmo procedimento se realizou com 0,10060 g de montmorilonita modificada
sendo o pH = 3,817. Portanto estes valores de pH sdo apropriados para nosso estudo
garantindo a forma ndo idnica dos analitos em estudos sem a necessidade de acidificar as

suspensoes.

Foram usadas massas de adsorvente (montmorilonita natural na forma homoib6nica de
K*, montmorilonita modificada com HDTMA) de 0,10 g (+ 0,1 mg) para estudar a adsorgio
de triclosan, clorofenois e metiltriclosan com concentracGes entre 0,50; 2,0; 5; 8; 10 e 20
mgL™ ap6s um tempo de contato de 48 h. O volume de solucéo nos ensaios foi de 10,0 mL.

As suspensdes foram mantidas sob agitacdo em camara incubadora a 26 + 1 °C. Ap6s o tempo
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de contato as solucdes foram centrifugadas 3500 rpm por 15 min e filtradas em filtros de
porosidade de 0,45 pum para em seguida efetuar a analise cromatografica dos adsorbatos

remanescentes em SO|U(}5.0.

Ap0s a remocao da solucdo sobrenadante, o solido foi tratado com 10,0 mL de agua
por 24 h para avaliar a dessorcdo, sendo que a separacdo das fases novamente foi feita por

centrifugacdo e filtracao antes das analises.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdo de triclosan em enxaquadores bucais

Para efetuar as determinacGes de triclosan por espectrofotometria de absorcéo
molecular no ultravioleta pela técnica de cromatografia de injecéo seqlencial foram realizadas
avaliacdes dos parametros: composicdo da fase mével, vazéo e volume de amostra. Foi entdo
obtida a curva analitica, realizando-se o calculo do limite de deteccdo, quantificacdo,
avaliacdo de repetividade e aplicacdo a amostras. Todos 0s experimentos foram realizados em

triplicatas por eluicdo isocratica.

4.1.1. Determinacdo do comprimento de onda

Na FIGURA 4.1 séo apresentados os espectros de absorcdo de uma solucéo 2 mg L™ de
triclosan em diferentes meios. Tanto a solucdo estoque como a solucéo de referéncia foram
preparadas na mesma fase mével de acetonitrila : 140 mM TEA-NaH,PO, acidificado com
acido cloridrico a pH = 3,5 (55:45). Em outro caso a solucdo de referéncia 2 mg L™ em
triclosan foi preparada em metanol. Os espectros de absorcao de triclosan em diferentes meios
possuem dois maximos de absor¢do bem definidos em 205 nm e 280 nm, com um patamar
intermediario entre 230 e 240 nm, de modo que é necessario 0 emprego de uma fonte de
radiacdo de deutério no sistema de deteccdo. O comprimento de onda de 205 nm é o que
apresenta maior absortividade e que, portanto, forneceria maior sensibilidade ao método.

Entretanto, por limitacbes do espectrdbmetro empregado, que apresentou ruido eletrénico
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elevado nesse comprimento de onda, 0 monitoramento teve que ser feito em 230 nm e 280

nm.
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FIGURA 4.1. Espectros de absorcdo de uma solucdo 2 mg L™ de triclosan em diferentes meios
(tri_tam_a = fase movel de acetonitrila - 140 mM TEA-NaH,PO, (55:45); tri_met_me e tri_met_2 =
triclosan em metanol)

4.1.2. Composicio da fase mével

Foi feito um estudo da composicao da fase mével a partir de diferentes propor¢oes de
acetonitrila e tampédo fosfato-TEA 70 mM (pH =3,5), cujos cromatogramas sdo mostrados na
FIGURA 4.2. Observa-se que o maior tempo de retencdo do triclosan (entre 74 e 75 s) foi
obtido com a fase movel constituida por acetonitrila : tampéo fosfato-TEA na proporcao 55 :
45 (v v'h). O triclosan numa fase mével com maior proporcéo de fase aquosa, ou mais polar,

tem aumentado o seu tempo de retencdo na coluna, o contrario sucedendo numa fase movel



55

menos polar, o que € consistente com o esperado para cromatografia em fase reversa. O

tempo de volume morto em ambos os casos se encontra entre 15 e 20 segundos. 1sso significa

que as separacdes do analito podem ser feitas acima deste tempo.

0,6 —— Acet 55,0:agua 45 ;t =74,83s
— Acet 57,5:agua 42,5;t, = 56,91 s
h‘ Acet 60,0:agua 40 ;t =51,44s
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FIGURA 4.2. Influéncia da composicéo da fase mdvel no perfil cromatografico de uma solugédo de
triclosan 40 mg L™ dissolvido de acetonitrila: tamp&o fosfato-TEA 70 mM na proporgao 65 : 28 (v V'
). As composi¢des das fases moveis sio dadas na insercio da figura, onde “Acet” representa
acetonitrila, “agua” representa tampao fosfato-TEA 70 mM, pH 3,5 e “tg” 0s tempos de retencdo
obtidos. Vazao = 20 pL s™ volume amostra = 20 uL.. Comprimento de onda = 240 nm.

4.1.3. Estudo da vazdo

As vazdes estudadas variaram entre 10 e 40 pL s, como mostrado na FIGURA 4.3.

Como mencionado na parte introdutéria dessa tese, colunas monoliticas permitem que a
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eluicdo seja feita em vazGes muito maiores do que aquelas utilizadas em colunas
empacotadas. No entanto, bombas de pistdo com seringas de vidro, empregadas em sistemas
de analise por injecdo sequencial convencionais ndo permitem explorar essa potencialidade
das colunas monoliticas. Nos primeiros trabalhos de cromatografia por injecdo sequencial as
vazdes ficaram limitadas na faixa de 0,48-1,2 mL min™® (8-20 pL s™). Esta limitagdo é
causada principalmente por vazamentos de fase movel na valvula da seringa (valvula de 2 —
vias, posicdes IN e OUT na FIGURA 1.6). Gomez et al. 2007 empregaram uma vazdo de 2,0
mL min (33,3 pL s™) em um sistema semelhante ao utilizado no presente trabalho, em que a
valvula da seringa ndo é mais usada e a conexao entre a fase movel e a bomba é feita através

de duas portas da valvula seletora.

Obviamente, um aumento da vazdo diminui o tempo de analise (FIGURA 4.3), mas o
uso de vazées maiores do que 40 pL s™* levaram a vazamentos de fase mével através de portas
ndo selecionadas da valvula seletora apds pouco tempo de uso das pré-colunas. Alturas de
pico e resolucdes ndo foram afetadas pela vaz&o, ao contrario das areas de pico. A &rea do
pico de triclosan para vazdo de 10 pL s™ é duas vezes maior do que o obtido para uma vazdo
de 20 pL s, mas a analise é duas vezes mais demorada, observando-se tempos de retengéo

de 90 e 45 s, respectivamente.

O sinal obtido para a vazéo de 30 pL s™ (tz = 30 s), em &rea, foi 0,69, enquanto para a
vazéo de 40pL s™ (tr = 23 s) foi 0,64, ndo apresentando ganho significativo que compensasse
o risco de vazamentos. Entdo, foi escolhida uma vazéo de 30 pL s como uma solucéo de
compromisso entre o tempo de analise em funcdo do tempo de retencdo na separagédo e a

sensibilidade em funcéo da area do sinal, bem como para evitar vazamentos.
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FIGURA 4.3. Influéncia da vazao na determinacéo de triclosan com uma solucdo padréo de triclosan
40 mg L™ numa fase movel composta por acetonitrila : tampdo TEA - fosfato 70 mM (pH 3,5) na
proporcdo 77:23 (v v'h); volume de amostra = 20 pL. Comprimento de onda = 240 nm.

4.1.4. Volume de amostra

Fixando a vaz&o em 30 pL s™ no programa foram realizados os estudos de volume de
amostra na faixa entre 10 e 50 pL. Este estudo requer pequenas modificacBes no programa de
modo que o volume total aspirado seja igual ao volume total dispensado. Na FIGURA 4.4
observa-se que incrementos no volume de amostra aumentam o sinal, ou seja, melhoram a
sensibilidade. O tempo de retencéo obtido foi de 30,1 + 0,3 s. Um volume de amostra maior

que 50 pL pode gerar distor¢do do sinal devido a uma possivel diminuicdo da solubilidade e
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maior dificuldade na etapa de limpeza. Na FIGURA 4.5 se observa o perfil dos

cromatogramas obtidos na faixa de volume de amostra estudados.
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FIGURA 4.4. Influéncia do volume de amostra enviado a coluna na determinacao de triclosan com
uma solucdo padréo de triclosan de 40 mg L™ numa fase mével constituida por acetonitrila : tamp&o
TEA - fosfato 70 mM (pH 3,5) na proporgdo 77:23 (v v''); vazdo = 30 pL s™.
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FIGURA 4.5. Perfil dos cromatogramas na faixa de volumes da amostra estudados com uma solugéo
padréo de triclosan de 40 mg L™ numa fase movel constituida por acetonitrila : tampdo TEA - fosfato
70 mM (pH 3,5) na proporgdo 77:23 (v v'); vazdo = 30 pL s™. Comprimento de onda = 240 nm.

4.1.5. Curva analitica

Os parametros otimizados de fase movel com composicéo acetonitrila : tampéo TEA-
fosfato 70 mM, pH 3,5 na proporcéo 70:30 (v v%), vazdo de 30 pL s™*; volume de amostra 50
puL foram adotados no programa e se seguiu a sequéncia de etapas mostrada na TABELA 3.1

(Parte Experimental).

Os cromatogramas obtidos para a construcdo da curva analitica sdo mostrados na

FIGURA 4.6
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FIGURA 4.6. Perfil dos cromatogramas utilizados para a obtencdo da curva analitica nos parametros
otimizados: fase movel acetonitrila : tampdo TEA-fosfato 70 mM, pH 3,5 na proporcéo 70:30 (v v'Y),
vazdo de 30 pL s™; volume de amostra = 50 pL. Comprimento de onda = 240 nm.

A relacao linear entre &rea de pico e concentragdo de triclosan é mostrada na FIGURA

4.7, sendo os dados ajustados por regressdo linear a equacao:
Y = (0,003 = 0,008) + (0,1056 = 0,0005)X com coeficiente de correlacdo
R? =0,99995, onde Y é a 4rea de pico e X a concentracdo de triclosan em mg L™,

A partir dos dados estatisticos coeficiente angular e coeficiente linear obtidos da
regressdo linear da curva analitica pode-se estimar o limite de deteccdo de 0,22 mg L™ de
triclosam, considerando-se a definicdo de limite de deteccdo como 3xSd/m, onde Sd é o
desvio padrdo do coeficiente linear e “m” o coeficiente angular da curva analitica. O limite de

quantificacao foi calculado como 10xSd/m = 0,72 mg L™ (Thompson et al 2002).
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FIGURA 4.7. Curva analitica obtida com area de pico em funcdo da concentracdo de triclosan com
fase movel acetonitrila : tampdo TEA-fosfato 70 mM, pH 3,5 na proporcdo 70:30 (v v™). Volume de
amostra = 50 pL. Vazdo = 30 uL s™.

Foi feito o estudo da repetividade para uma amostra de triclosan 2 mg L™ obtendo-se

um desvio padrdo relativo 2,1% para dez injecdes nas condi¢des otimizadas.

Na TABELA 4.1 sdo mostradas as caracteristicas analiticas do método proposto em
comparag¢do com o método descrito na literatura por Piccoli et al. (2002). O tempo total de
analise é de 2,5 min, incluindo nesse tempo as etapas de preenchimento da bomba com fase
movel, limpeza da linha de amostragem, aspiracao e injecdo da amostra. O tempo de corrida
cromatografica é de 118 s (1,97 min). O tempo total de analise implica em uma frequéncia de
amostragem de 24 andlises por hora, frequéncia essa significativamente maior do que a
apresentada pelo método de Piccoli et al (2002), de cerca de quatro analises por hora. Varios
fatores influenciam nesse tempo de analise. O método proposto usa uma vazao de fase movel
de 30 uL s* (1,8 mL min™) e uma coluna de 25 mm de comprimento (4,3 mm de diametro)

enquanto o método de referéncia baseado em HPLC usa uma vazdo de 0,4 mL min™ e uma
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coluna empacotada C18 de 150 mm de comprimento (3 mm de diametro e particulas de 3 pm)
que limita o uso de vazdes maiores devido a aumento de pressdo no sistema. Além disso, o
método proposto usa fase mdvel com maior forca de solvente (70:30 acetonitrila: tampéo
TEA fosfato) enquanto o método de Piccoli et al (2002) usa uma proporcao volumétrica de
55:45 (v v'*) dos mesmos componentes, ou seja com maior retencdo do analito para a mesma
fase estacionaria apolar, levando a um tempo total de andlise de 16 min. Também da
TABELA 4.1 se pode inferir que no método proposto ha uma reducéo de 45 % no volume
total de residuo gerado, bem como reducbes de 25 e 61% nos consumos de acetonitrila e
TEA, respectivamente. Portanto, uma consideravel economia de solventes € conseguida com

0 método SIC proposto.

TABELA 4.1 Comparagdo das caracteristicas analiticas de método proposto e de referéncia

Parametros analiticos Método proposto Método referéncia
Freqiiéncia de amostragem (h™) 104 4
Limite de deteccéo (mg L™) 0,22 2
Limite de quantificacdo (mg L™) 0,72 6,19
Faixa de resposta (mg L™) 2-60 8-60
Volume da amostra (uL) 50 20
Volume de residuo (uL) 3500 6400
Volume de Acetonitrila (uL) 2450 3300
Massa de TEA (mg) 7,4 19
Pratos (N) 154 5041

Por outro lado, uma comparacao do numero de pratos calculados para o pico referente

ao triclosan com a coluna empacotada e a coluna monolitica revela um numero
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significativamente maior para a coluna empacotada, o que é funcdo também das diferencas de
comprimento entre as duas colunas (150 x 25 mm). Em consequéncia a seletividade do
método de referéncia deve ser melhor do que a do método proposto, especialmente no caso de

amostras complexas.

4.1.6. Estudo de amostra de enxaquador

Foi feito estudo de adicdo de padrdo na amostra de enxaguador bucal para verificar
possiveis interferéncias de matriz e eliminar algumas delas. Foi construida a curva analitica
com os padrdes de branco; 2; 10; 15; 30 mg L™, avolumadas com a fase mével (67,5: 32,5)
ACN: tampdo trietilamina-fosfato 70 mM a pH =3,5. A curva de adicdo de padrdo foi
construida tomando 0,50 mL da amostra em 5 balfes, adicionando-se em cada um deles
concentragdes crescentes de triclosan. As curvas analiticas obtidas na presenca e na auséncia
da amostra sdo apresentadas na FIGURA 4.8. Na FIGURA 4.9 sdo apresentados 0s
cromatogramas obtidos para construcdo da curva analitica na auséncia da amostra (calibracdo

externa).
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FIGURA 4.8. Curva analitica em comparagdo com curva de adicdo padrdo para amostra de
enxaguador bucal para determinacgdo de triclosan. Fase movel (67,5: 32,5) ACN: tampao trietilamina-
fosfato 70 mM a pH =3,5)
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FIGURA 4.9. Perfil do cromatograma da curva analitica na auséncia da amostra nas condi¢des usadas
para a amostra de enxaguador bucal para determinacdo de triclosan. Fase movel (67,5: 32,5) ACN:
tampéo trietilamina-fosfato 70 mM a pH =3,5 ). Vazéo = 30 pL s™. Comprimento de onda = 240 nm.
Volume de amostra = 50 pL.
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As equac0es obtidas foram:
Equacdo da curva analitica

Y = (-0,007+0,013) + (0,09882+0,0008) * X
R=0,9999  SD=0,01956 N=5 P<0.0001

Equacéo da curva adigéo padrao

Y = (1,43£0,05) + (0,098+ 0,003) * X
R=0,99837 SD=0,07858 N=5 P<0.0001

A relacdo dos coeficientes angulares das curvas foi de 1,008, indicando que os efeitos
de matriz ndo foram significativos apos a diluicdo da amostra na fase movel, de modo que a
quantificacdo pode ser feita tanto por calibracdo externa, como por adi¢cdo de padrao.

As FIGURAS 4.10, 4.11 e 4.12 apresentam cromatogramas de trés amostras diluidas,
sobrepostos aos respectivos brancos e aos cromatograma da amostra na mesma dilui¢do, mas

com a adi¢do do padrdo de triclosan.
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FIGURA 4.10. Cromatograma da amostra A de enxaguador bucal diluido na razdo de 1:20 (v v') em

fase movel 67,5:32,5 (v v*) de acetonitrila : tampao trietilamina-fosfato 70 mM a pH=3,5 sobreposto
aos cromatogramas do branco analitico, de uma solugdo de triclosan 30 mg L™ e da solugdo de
amostra na mesma diluicdo, mas a qual foi adicionado padr&o de triclosan (30 mg L™). Condicdes
cromatograficas similares as descritas na legenda da FIGURA 4.9.
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FIGURA 4.11. Cromatograma da amostra B de enxaguador bucal. CondicGes experimentais e
cromatograficas similares as descritas na legenda da FIGURA 4.10.
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FIGURA 4.12. Cromatograma da amostra C de enxaguador bucal. Condi¢cOes experimentais e
cromatograficas similares as descritas na legenda da FIGURA 4.10.

Na FIGURA 4.13 € mostrado um perfil cromatografico de uma amostra de enxaguador,
no qual se observa uma resolucdo de 1,64 em relacdo ao pico adjacente devido a algum
componente da amostra. Entre esses componentes pode-se mencionar a possivel presenca de
sacarina sodica (pKa = 2,32 para o &cido livre) (Bourlakis e Weightman, 2006) e benzoato de
sodio (pKa = 4,2) (Petruci e Cardoso, 2011), cuja presenca foi detectada e confirmada por
Piccoli et al (2002), dai a importancia do ajustar a acidez a pH 3,5 com tampao —fosfato de

trietilamina 70 mM. Nesse pH a sacarina esta predominantemente ionizada, apresentando pouca
interacdo com a fase estacionaria apolar. Ja o &cido benzoico apresenta-se predominantemente na
forma protonada (ndo ionizada), apresentando maior retencdo na fase estacionaria. Assim, o pH da
fase movel é um pardmetro importante que pode ser explorado na melhora de seletividade da
metodologia no caso de aplicagBes a amostras que possuam potenciais interferentes que coeluam com

o triclosan
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FIGURA 4.13. Cromatograma de uma amostra de enxaguador bucal diluida na proporcéo 1:20 (v v'*)
na fase mével (67,5: 32,5) acetonitrila : tampao trietilamina-fosfato 70 mM a pH = 3,5. Volume de
amostra = 50 pL, Vaz&o = 30 pL s™ Volume de amostra = 50 pL, Comprimento de onda =230 nm.

Foram analisadas diversas amostras de enxaguadores bucais visando demonstrar a
viabilidade do método e do sistema proposto. Os resultados desse estudo sdo mostrados na
TABELA 4.2 em comparagdo com aqueles obtidos por um método de referéncia baseado em
HPLC (Piccoli et al, 2002) para avaliar a precisdo e a exatidao dos resultados. Para avaliar a
precisdo foi usado o teste F para comparacdo das estimativas de desvios padroes obtidos pelos
dois métodos para as sete amostras, considerando que cada amostra foi analisada em
triplicata, tanto por HPLC como por SIC. Para essa situacdo o valor tabelado de F,, para P =

0,05 & 19 (Miller e Miller, 1988). Fazendo-se os calculos a partir da expressao
2
F,= (Sl% )2 onde s; e S, s@0 as estimativas de desvio padrdo que apresentaram maior e
2

menor valor, respectivamente, obtém-se valores entre 1,5 (amostra 7) e 12,3 (amostra 4).

Como para todas as amostras o valor de F,, foi sempre menor do que o valor tabelado,
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conclui-se que a precisdo do método SIC ndo é estatisticamente melhor do que a precisao
obtida pelo HPLC no nivel de confianca de 95%. Os maiores valores de desvio padrédo
relativo foram encontrados para a amostra 7, de 4,5% pelo HPLC e de 5,1% pelo método

proposto. Para avaliacdo da exatiddo foi aplicado o teste t-pareado (Miller e Miller, 1988)

. . = An - .
usando-se a expressdo t=xqs—— onde Xq € a média das diferencas entre os resultados
Sd

obtidos por HPLC e SIC, n é o nimero de amostras (7) e sq € 0 desvio padrdo das diferencas
entre os resultados obtidos pelos dois métodos. O valor de t assim calculado usando o0s
resultados na TABELA 4.2 foi -0,62. Como esse valor € menor do que os valores criticos
tabelados para 6 graus de liberdade e intervalos de confianca de 90 e 95% de 1,90 e 2,45,
respectivamente, conclui-se que para esses graus de confianca ndo existem evidéncias de
diferencas estatisticamente significativas entre os resultados obtidos por HPLC e SIC para o

conjunto de amostras estudado.
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TABELA 4.2 Valores de concentracédo de triclosan obtidos em diversas amostras de enxaguador bucal

Amostra® HPLC (mgL™) SIC (mgL™) Erro Relativo® (%)
1 291 £3 2801 -3,8

2 303+1 2912 -4,0

3 3014 285+ 3 -5,3

4 3157 3332 +5,7

5 318+6 290 £ 2 -8,8

6 2972 292+ 6 -1,7

7 310+ 14 332+ 17 7,1

? Concentrag&o nominal = 300 mg L™

Conc.. —Conc. o ¢ 100
conc. p ¢

® Calculado como: Erro = (

4.2. Determinacdo de Triclosan na Presenca de Alguns Metabdlitos

Para a determinacdo de triclosan e seus derivados clorofendlicos por absorcéo
molecular no ultravioleta explorando a técnica de cromatografia por injegdo sequencial foram
realizadas avaliacGes para ajustar a composicao da fase movel, vazdo e volume de amostra. A
partir dessas condicBes efetuou-se a construcdo da curva analitica, o calculo dos limites de
deteccdo e quantificagcdo, bem como uma avaliagdo de repetitividade. Todos os experimentos

foram realizados em triplicatas.

Diversos estudos foram realizados adequando-se 0s programas para a separacdo de

triclosan e seus derivados usando eluicdo com uma Unica etapa isocratica, com diferentes
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condicdes de polaridade da fase mdvel. Como serd discutido, os melhores resultados de
separacao foram obtidos adotando-se duas ou trés etapas de eluicdo isocratica usando duas ou
trés fases moveis gerando-se uma eluicdo com perfil de gradiente com incrementos discretos
de modificador organico, possibilitando a separacdo de analitos com grau de polaridade
diferenciada. O modo de operacdo de separacdo usado em fase reversa se baseia no uso de
uma fase estacionaria monolitica ndo polar de octadecilsilano (Cig) quimicamente ligado a
silica e fases moveis polares com misturas de fase aquosa (tampdes acido acético/acetato de
amonio) e metanol. A retencdo nesta forma de cromatografia é governada, em grande
extensdo, pela hidrofobicidade do soluto. Quanto maior a polaridade dos analitos em estudo,
maior serd sua afinidade pela fase mdvel polar e menor o tempo de retencdo. Solutos néo
polares possuem comportamento inverso. Quanto maior a proporcdo do solvente organico,
menor sera o fator de retencdo (K); quanto maior a proporcdo de agua, maior sera a retencao
(maior K). Propriedades fisico-quimicas tais como as capacidades doadoras (OH") ou
aceptoras (CI) dos clorofenois e 0 0s seus momentos dipolares determinam o tipo e a
magnitude da interacdo dos analitos com a fase estacionaria e com a fase moével, afetando o

processo de particdo e, por conseqliéncia, a seletividade do sistema.

No caso de compostos ionizaveis, como no caso do triclosan (TCS), 2,4-diclorofenol
(2,4-DCP), 2,3,4-triclofenol (2,3,4-TCP), e 2,4,6-triclorofenol (2,3,4-TCP), a cromatografia a
liguido em fase reversa € viavel quando se consegue suprimir a ioniza¢do dos analitos, pois
em sua forma ionizada sdo poucos retidos em fase estacionaria e, neste caso, o simples
controle da seletividade e da forga de solvente estimado pelo tridngulo de Snyder et al (1997)
ndo apresentam resultados satisfatorios, sendo mais comum a alteracdo no pH e a forga idnica
do solvente controlando a ionizacdo. Algumas propriedades fisico-quimicas de TCS, 2,4-
DCP, 2,3,4-DCP e 2,4,6- TCP, incluindo seus valores de pKa, sdo mostradas na TABELA

4.3. O menor valor de pKa entre os compostos estudados é 6,51, para o composto 2,4,6-TCP.
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Para reprimir a ionizacdo dos compostos optou-se pela utilizacdo de uma fase mével com pH
de pelo menos uma unidade menor do que o pKa do &cido mais forte, no caso o 2,4,6-TCP.
Assim, foi utilizado como fase aquosa uma solucdo tampdo de acetato de amonio/acido
acético 20 mmol L™ ajustado a pH 5,5, mantendo, tanto o triclosan, como os seus derivados

predominantemente em sua forma néo ionizada.

TABELA 4.3 Propriedades fisico-quimicas de triclosan e alguns de seus metabolitos

Composto Massa molar ~ Solubilidade em pKa Log Kow
(g mol™) agua (mgL™)
2CP 128,6 11300 8,56 2,12
2,4 DCP 163,01 4600 7,7 2,75
2,34 TCP 197,45 <1000 7,10 3,49
2,46 TCP 197,45 800 6,51 3,60
TCS 289,54 4,62 7,9 4,76
MTCS 303,57 N.D N.D 5,23

4.2.1. Composicio da fase mével

4.2.1.1. Determinacdo de tempo de retencdo de triclosan e seus derivados em corridas isoladas

de cada analito em uma mesma condicdo cromatografica por eluicdo isocratica

Observando-se os cromatogramas individuais de cada analito mostrados na FIGURA
4.14, obtido com uma fase mével composta por metanol : tampao acido acético/acetato de
amonio 20 mM ajustado a pH 5,5 na propor¢do 70:30 (v v, verifica-se que o triclosan

apresentou maior interagdo por ser mais hidrofébico, ficando mais tempo retido na fase ligada
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C.g da fase estacionaria, com tempo de retencdo de 79,06 s e com fator de retencdo 2,45
(TABELA 4.4). Também na TABELA 4.4, observa-se que 2,4-DCP possui uma fator de
retencdo baixo (k = 0,28), indicando que este analito interage fracamente com a fase
estacionaria. Nos cromatogramas mostrados na FIGURA 4.14 observa-se que 0s isdmeros
2,4,6-TCP e 2,3,4-TCP apresentam praticamente 0 mesmo tempo de retencdo e fator de
retencdo de, 37 s e 0,5, respectivamente, ndo sendo separados. Como regra geral, valores de k
entre 2 e 5 costumam gerar separaces com boa resolucdo em tempos de analise
suficientemente curtos . Os valores de fator de retencéo obtidos para os clorofenois em estudo
estdo muito abaixo de dois, significando que os compostos apresentam baixa retencao na fase
estacionaria. No caso de triclosan o fator de retencdo foi adequado. Destes estudos conclui-se
que € preciso melhorar a retencéo dos clorofenois. Portanto, deve-se aumentar a polaridade do
solvente usado para eluicdo destes analitos com aumento da proporcdo da fase aquosa, ou

seja, diminuindo a forca de eluicdo da fase movel (menos solvente organico).

TABELA 4.4. Compostos estudados, comprimento de onda de deteccdo e pardmetros cromatograficos
de triclosan e seus derivados clorofenois na concentragédo 0,33 mM

Analito A (nm) tm (S) tr () Kk Area
2,4-DCP 285 23,475 30,125 0,283 2,09
2,3,4-TCP 292,5 23,234 36,984 0,592 1,98
2,4,6-TCP 293 22,938 36,688 0,599 2,04

Triclosan 280 22,922 79,063 2,449 3,25
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FIGURA 4.14. Cromatogramas individuais de triclosan e seus derivados a uma mesma concentracéo
de 0,33 MM em 33 % (v v'') MeOH e eluicdo isocratica (70:30, v v, MeOH: 20 mM CH;COONH, a
pH =5,5); volume amostra = 20 pL e vazio = 30 uLs™. Comprimentos de onda de detecgdo de acordo
com TABELA 4.4

4.2.1.2. Corrida cromatografica da mistura de padroes de triclosan e seus derivados

clorofenois por eluicdo isocratica

A FIGURA 4.15 mostra os cromatogramas da mistura de triclosan e seus derivados
clorofenois obtidos por eluicdo isocratica. Foram selecionados trés comprimentos de onda de
trabalho, 220; 230; 235 nm para monitoramento simultdneo da absorbancia e um
comprimento de onda de referéncia de 350 nm. Como se pode observar da FIGURA 4.15 as
leituras nestes comprimentos de onda estdo sujeitas a ruidos eletronicos, dificultando a
determinacéo precisa dos parametros como tempo de retencdo, fator de retencdo e tempo
morto. Observa-se também que com o0 aumento do comprimento de onda ocorre uma
diminuicdo do ruido. Assim, para contornar o problema de ruido, sem perda de sensibilidade,

optou-se pelo comprimento de onda de estudos cinéticos 240 nm.
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FIGURA 4.15. Cromatogramas da mistura de triclosan e seus derivados clorofenois com concentragéo
0,132 mM em 52,8 % (v v'*) MeOH por eluigdo isocratica com 70:30 (MeOH: 20 mM CH;COONH,
a pH =5,5); volume amostra = 20 pL e vazao=30uL s™

Nas FIGURAS 4.16 e 4.17 sdo mostrados os cromatogramas obtidos por eluicdo
isocratica das misturas de triclosan e seus derivados clorofenois com diferentes concentracdes
de metanol, mantendo-se a fase aquosa constituida por tampdo CH3COONH, 20 mM em pH
5,5. As composicOes das fases moveis de MeOH: 20 mM CH3;COONH, a pH= 5,5 foram
40:60; 60:40 e 70:30. Na FIGURA 4.16, a fase movel 40:60 (MeOH: 20 mM CH3COONH, a
pH= 5,5 ) foi usada com a finalidade de aumentar o fator de retencéo dos analitos clorofenois
buscando-se uma melhor separacdo entre eles. Como se pode observar no cromatograma
(FIGURA 4.16) foi obtido um Unico pico alargado correspondente ao 2,4-DCP. Em relacdo ao
cromatograma obtido com a fase mével 70 : 30, o resultado obtido é esperado, uma vez que a
fase movel com maior proporcdo de solvente aquoso faz com que o tempo de retencdo

aumente de 23,5 a 68,9 s, com um aumento do fator de retencdo de 0,28 a 2,35. Como se pode
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ainda observar na FIGURA 4.16, a corrida finalizou em 127 s sem eluir os isbmeros TCP e
triclosan, indicando que o uso dessa composicdo de fase movel € inapropriado devido ao
longo tempo de analise e alargamento dos picos cromatograficos. Para a fase movel 70:30
(MeOH: 20 mM CH3COONH, a pH= 5,5) nas mesmas condi¢cdes de concentracdo e
comprimento de onda se visualizam trés picos correspondentes ao 2,4 DCP, isdbmeros
clorofenois (2,4,6- e 2,3,4-TCP) e triclosan, os quais eluem em menores tempos de retencédo
em picos mais estreitos e altos, sugerindo melhor seletividade e menores limites de deteccéo.
Por outro lado, ainda persiste a sobreposicdo parcial dos sinais correspondente aos
clorofenois, sendo que para este par critico deve-se encontrar uma fase mével com forca

intermediaria entre aquelas estudadas visando obter a separacéo.

Fase movél 40:60 (MeOH:20 mM CHSCOONHA,pH =5,5);280 nm
0,25 ~ Fase movél 70:30 (MeOH:20 mM CH_COONH,,pH = 5,5);280 nm
0,20 H
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FIGURA 4.16. Cromatogramas obtidos por eluicdo isocratica de uma mistura de triclosan e seus
derivados a uma mesma concentracdo 0,132 mM em 52,8 % (v v') de MeOH em duas fases movel
diferentes: (70:30 ; MeOH: 20 mM CH;COONH, a pH =5,5) e (40:60; MeOH: 20 mM CH3;COONH,
apH =5,5) ; volume amostra = 20 pL; vazio = 30 uLs™”

Na FIGURA 4.17 é mostrado o cromatograma correspondente a mistura dos analitos

obtido com uma fase movel de forca intermediaria de 60:40 (MeOH: 20mM CH3COONH, a
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pH =5,5) conseguindo-se obter a separacdo do par critico (2,4-DCP e isdmeros TCP) com
uma resolucdo de 1,95 (acima do minimo recomendado de 1,5). Os fatores de retencdo dos
sinais obtidos nesta fase movel foram melhores do que aqueles obtidos com as outras fases
moveis ja estudadas, sendo o seu valor de 1,6 e 2,92 para 2,4-DCP e isbmeros 2,4,6- e 2,3,4-
TCP, respectivamente. Na TABELA 4.5 sdo mostrados os parametros cromatograficos deste
estudo. Nessas condicdes a magnitude dos sinais de 2,4-DCP e dos isdmeros TCP, expressa
em area, sao melhores do que as obtidas com a fase movel 70:30 (MeOH: 20 mM
CH3;COONH,4 a pH = 5,5). O cromatograma obtido com a fase mével 60:40 (v v*) finaliza
em 127 s, porém sem eluir o triclosan. Portanto, para se obter melhor separacdo dos
compostos com resolucdo aceitavel e sem alargamento dos picos seria necessario o0 uso de
eluicdo por gradiente linear. Como no sistema SIC, constituido por uma Unica bomba, isso
ndo é possivel, é necessario se adotar uma estratégia de um incremento discreto da
concentracdo da fase organica explorando a disponibilidade de portas na valvula seletora do
sistema. Em funcdo dos resultados obtidos até aqui, conclui-se que uma fase mdvel com
composicdo 60:40 (MeOH: tampéo) resolve o par 2,4-DCP e isdmeros 2,4,6- e 2,3,4-TCP,
bem como o par isdmeros TCP e TCS. Com isso, a eluicdo com a fase mével 60:40 (v v
seria uma condicdo apropriada para o inicio da analise. Ap6s a obtencdo do pico referente aos
isbmeros 2,4,6- e 2,3,4-TCP, pode-se fazer uma comutacdo da valvula seletora de modo que
essa permitisse entdo fazer a eluicdo de TCS com a fase movel 70:30 MeOH : tampédo. Caso
fosse necessario uma elui¢do de TCS com menor tempo de retencdo, ou ainda uma limpeza de
coluna no caso de amostras complexas, poderia ser usada uma fase mdvel com concentracéo
ainda maior de modificador orgénico, por exemplo, 80:20 MeOH:tamp&o. Cabe mencionar
que todo estudo realizado até esse ponto foi baseado em uma Unica etapa de eluigéo isocratica

obedecendo a sequéncia de etapas de programacao mostrada na TABELA 3.1.



78

0,7
i Fase movel 70:30 (MeOH: 20 mM CH_,COONH,,pH = 5,5);240 nm
Fase movel 70:30 (MeOH: 20 mM CH_COONH,,pH = 5,5);280 nm
0,6 1 Fase movél 60:40 (MeOH: 20 mM CH,COONH, pH = 5,5);240 nm
0,5 1
0,4 1
< J
‘C 0,34
c
«0 4
2
5 024
%)
2 J
< 014
O’O T \ RS e
-0,1
-0,2 T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (s)

FIGURA 4.17. Cromatogramas obtidos por eluicdo isocratica de uma mistura de triclosan e seus
derivados a uma mesma concentracdo 0,132 mM em 52,8 % (v v') MeOH em duas fases moveis
diferentes obtidos em 240 ou 280 nm; volume de amostra = 20 pL; vazio = 30 pLs™

A TABELA 4.5 mostra as caracteristicas cromatograficas obtidas com as distintas
fases mdveis, dentro das quais esta o fator de retencdo, 0s quais foram muito baixos, no
intervalo (0 <k < 1), para a separacao dos analitos 2,4 DCP e isomeros 2,4,6- e 2,3,4-TCP na
fase movel 70:30 (v v*), enquanto para fase mével 60:40 (v v?) esses valores foram
aumentados para 1,6 e 2,92 para estes mesmos analitos. No caso de triclosan estes parametros
foram adequados (> 1), requerendo unicamente um aumento no tempo da corrida de

separagdo cromatografica da mistura da amostra dentro do programa de fluxo.

Como se pode observar dos valores mostrados na TABELA 4.5, a composicao da fase
movel em relagcdo aos componentes da amostra na coluna monolitica de fase Cig nestas
condi¢des ndo fornece seletividade adequada para a separagdo dos isémeros 2,4,6-TCP e

2,3,4-TCP, ja que estes coeluem, sendo seu fator de separagdo o = 1 e resolugdo R = 0.
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TABELA 4.5. Pardmetros cromatograficos da mistura de triclosan e seus clorofenois com uma etapa
isocréatica de eluigdo para diversas relacfes de metanol e acetato de aménio.

Analito A (nm) ty(S) tr k Area Resolugio Fase movel
Triclosan 85,575 3,65 211 4,13

Isbmeros 280 18,411 35,735 0,94 0,93 0,72 70:30
2,4 DCP 29,422 061 043 -

Isbmeros 240 17,399 68,172 292 3,35 1,95 60:40
2,4 DCP 45,282 1,6 1,04 -

Triclosan 85,094 3,69 518 3,71

Isbmeros 240 18,145 35594 0,96 2,80 0,68 70:30
2,4 DCP 29,406 0,62 0,74 -

Triclosan 82,109 3,63 7,63 3,39

Isbmeros 220 17,718 36,625 1,07 6,93 0,62 70:30

2,4 DCP 29,765 0,68 0,71 -
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4.2.1.3. Modificacdo do programa de eluicdo incluindo duas e quatro etapas de eluicdo

isocratica

Como vimos nos estudos anteriores a eluicdo com uma etapa isocratica ndo resolve a
separacdo da mistura de uma amostra contendo 2,4-DCP, isémeros de 2,4,6- e 2,3,4-TCP e
triclosan num tempo curto. Uma forma de conseguir a separacao destes analitos é através do
emprego de diferentes misturas com mais de duas etapas isocraticas de eluicdo. A FIGURA
4.18 mostra 0s cromatogramas obtidos com duas e trés etapas isocraticas de eluicdo com
diferentes forcas de solvente. Foram feitos estudos com fases moéveis constituidas por
diferentes composicdes de metanol e tampdo acetato de aménio 20 mM a pH=5,5 como uma
mistura nas relagdes (50:50;80:20); (60:40;80:20); (50:50; 60:40; 80:20) e baseados nos

estudos experimentais de composicdo de fases moveis ja discutidas anteriormente.



81

1,01 —— 50:50:80:20
—— 60:40:80:20
50:50;60:40;80:20
0,8
0,6
©
S
& 044
2
(@]
8
< 02

1oy

-0,2

. , . , .
0 100 200 300 400 500
Tempo (s)

FIGURA 4.18. Cromatogramas com duas ou mais etapas de elui¢fes isocraticas de uma mistura de
triclosan e seus derivados a uma mesma concentracdo 0,132 mM em MeOH 52,8 % (v vh).
Cromatograma vermelho = (60:40; MeOH: 20 mM CH3;COONH, a pH = 5,5) + (80:20; MeOH: 20
mM CH;COONH, a pH = 5,5); cromatograma verde = (50:50; MeOH: 20 mM CH;COONH, a pH =
5,5) + (80:20; MeOH: 20 MM CH;COONH, a pH =5,5) + (60:40; MeOH: 20 mM CH3;COONH, a pH
= 5,5); cromatograma preto (50:50; MeOH: 20 mM CH;COONH, a pH = 5,5) + (80:20; MeOH: 20
mM CH3;COONH, a pH = 5,5 ) ;volume amostra = 20 pL; vazio = 30 pLs™

Para estes estudos que envolvem mais de duas etapas de eluicdo isocratica com
solventes diferentes, sempre serd colocada a mistura de fase mével com a menor forga do
solvente na porta 9 da valvula seletora (ver FIGURA 3.1). Essa fase mdvel é que ficard
sempre no interior do compartimento da bomba, servindo como fase movel para etapa inicial
de eluicdo e na etapa final de recondicionamento da coluna apos o final da analise. Alem
disso, serve como propulsora das fases moveis de maior concentracdo de solvente organico

que sdo aspiradas para a bobina coletora atraves das outras portas da valvula seletora. Essas

fases moveis com maior forga de solvente podem ser colocadas indiferentemente em qualquer
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porta disponivel da valvula seletora. As diversas combinacGes das diferentes forcas de
solvente das fases mdveis foram aspiradas de forma seqlencial das diferentes portas. Pode
ocorrer interpenetracdo das zonas da regido de contato entre elas, criando pequenos gradientes
de concentracdo. Entretanto, como os volumes aspirados sdo grandes, geralmente proximos da
capacidade da bobina coletora, ou seja, 2 mL, o coeficiente de dispersdo dessas zonas tende a
1 (volume infinito) e a variacdo da concentracdo do solvente na coluna € abrupta, de modo
que a eluicdo pode ser melhor descrita como sendo baseada em incrementos discretos da forga
de solvente, do que por um gradiente linear.

O cromatograma em vermelho na FIGURA 4.18 é obtido em duas etapas sequenciais
de eluicdo isocrética, a primeira delas com a fase mdvel de relacdo metanol: tampéo 60:40 (v
v'!) seguida pela fase mével 80:20, com forcas de solvente de 1,56 e 2,08, respectivamente.
Entdo, a eluicdo pode ser descrita como:
Primeira etapa isocratica: 2,7 mL da fase movel 60:40;
Segunda etapa isocratica: 1,0 mL fase movel 80:20 + 3,0 mL fase mdvel 60:40

Estudo anteriores com as mesmas composi¢des de fase mdvel, mas com a diferenca
que a primeira etapa de eluicdo foi efetuada com 3,7 mL de fase mével 60:40, o que levou o
aparecimento do pico de triclosan em 215,75 s, enquanto que com 2,7 mL da mesma fase
movel o tempo de retencdo do triclosan é reduzido para 166 s sem afetar os tempos de
retencdo dos clorofenois em ambos casos. 1sso ocorre simplesmente porque a eluigdo com 2,7
mL da fase mével 60:40 é finalizada logo apds a eluicdo dos isémeros 2,4,6- e 2,3,4-TCP,
iniciando-se entdo a eluicdo com a fase modvel 80:20 que elui o triclosan. Portanto, este
volume menor ajuda a reduzir o tempo total do processo de analise a 4,953 min. Como
podemos visualizar do cromatograma, os analitos 2,4-DCP e isdmeros 2,4,6- e 2,3,4-TCP
foram bem resolvidos, sendo que seus tempos de retencdo foram 51,8 e 74,6 s e seus fatores

de retencdo 1,10 e 1,98, respectivamente. O sinal do triclosan ainda apresenta ligeira distor¢édo
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que se deve ao fato do composto ser eluido com uma fase movel de homogeneizacao
incompleta, ou seja, na zona de interdispersdo entre as fases modveis 60:40 e 80:20. A
composicdo varidvel da mistura dos solventes com forca muito diferenciada origina uma
variacdo de indice de refracdo (efeito Schlieren) que se manifesta com uma parte do sinal com
absorbancia negativa. O triclosan elui com tempo de retencdo 176,12 s e fator de retencao
6,045.

Como mostrado na FIGURA 4.18, o eluente que gerou o cromatograma representado
pela linha preta foi obtido com uma primeira etapa de eluicdo com fase mével 50:50 (v v
MeOH: tampao, seguido por eluicdo com fase mével 80:20 (v v''), cujas forcas de solvente
sdo 1,3 e 2,08, respectivamente. Entdo, a eluicdo foi formada por duas etapas isocraticas
sequenciais, com monitoramento de absorbancia em 240 nm, conforme descrito abaixo:
Primeira etapa isocratica: 3,7 mL fase movel (50:50).

Segunda etapa isocratica: 1,0 ml fase mdvel (80:20) + 3,0 ml fase mével (50:50)

O cromatograma representado pela linha verde na FIGURA 4.5 foi obtido com trés
etapas sequenciais de eluicio isocratica, iniciando-se com a fase mével 50:50 (v v'') MeOH :
tampdo CH3COONH, 20 mM, pH 5,5, seguida por eluicdo com fase mével 60:40 e entdo
80:20, antes do recondicionamento com a fase mével 50:50, conforme descrito abaixo:
Primeira etapa isocratica: 3,7 ml fase movel 50:50.
Segunda etapa isocratica: 2,0 mL da fase mével 60:40.
Terceira etapa isocratica: 2,0 mL fase movel 80:20 + 2,0 mL da mistura da fase movel
50:50.

Na etapa final injeta-se mais 2,0 mL da fase movel 50:50 para efetuar o

recondicionamento da coluna.
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Nessas condicbes o cromatograma apresenta resolucdo aceitavel, mas ainda ha
presenca de distorcdo do sinal dos isdmeros 2,4,6- e 2.3.4-TCP e triclosan. O tempo do
processo total foi de 10,1 min.

A FIGURA 4.19 mostra os cromatogramas obtidos para uma mistura de triclosan e
seus derivados clorofenois com adicdo e sem adicdo de 2,3,4-TCP. Como mencionado
anteriormente, em nenhuma das composicdes estudadas foi possivel separar totalmente os
isdbmeros 2,3,4-TCP e 2,4,6-TCP. A US-EPA considera o0 2,4,6-TCP na lista de poluentes
prioritarios, ao contrario de 2,3,4 TCP (Heberer e Stan, 1997). Canosa et al (2005)
verificaram, por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, a
formacdo significativa de 2,4,6-TCP em aguas cloradas contendo triclosan. Por outro lado,
esses autores ndo detectaram a presenca de 2,3,4-TCP (L.Q. = 0,01 ng mL™) em diversas
amostras de aguas residuais com amostragem em diferentes meses do ano. Por outro lado
altas concentracGes de 2,4,6-TCP foram determinadas nessas amostras, na faixa entre 0,25 e
1,0 ng mL™ Canosa et al (2005). Assim, devido ao fato de que o 2,3,4-TCP ndo fazer parte da
rota principal de degradacéo do triclosan, e de que sua contribuicdo em concentragdo frente
aos outros clorofenois é desprezivel (Quintana e Ramos, 2008; Michalowicz et al 2011 ), esse
composto foi excluido da mistura em estudo, dando-se maior importancia ao 2,4,6-TCP. O
tempo de processo total de analise neste caso foi 4,703 min.

Todos estes experimentos seguem a sequéncia de etapas do programa SIC mostrado na
TABELA 3.2. Destes estudos se pode concluir que devido a forma dos picos obtidos, ainda é
necessario uma melhor avaliagdo das composices de fase movel e dos volumes usados,
procurando evitar que os picos dos analitos sejam eluidos justamente nas zonas de
interpenetracdo de uma fase movel na outra, 0 que produz um pronunciado efeito de gradiente
de indice de refracdo que provoca distor¢des nos picos cromatograficos. Picos distorcidos

geram problemas na quantificagdo, na perda da resolucdo cromatografica e dificulta o
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entendimento dos maltiplos mecanismos que contribuem na separacdo, mas principalmente,
dificultam a integracdo para célculo de area, 0 que pode acarretar em imprecisdo e inexatidao

do método.

1,0 -
— presenga de 2,3,4-TCP TCS
08 auséncia de 2,3,4-TCP
0,6
8 ]
(8]
& 044 2,3,4-TCP
S ] 2,4,6-TCP
(%]
< 02 2,4-DCP
0,0
-0,2 -
T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (s)

FIGURA 4.19. Cromatogramas de misturas de triclosan (TCS) e seus derivados 2,4-DCP; 2,4,6-TCP
e 2,3,4-TCP com e sem adicdo de 2,3,4-TCP usando em ambos os casos eluicdo com duas etapas
isocraticas. Os compostos estdo em uma mesma concentracéo de 0,132 mM em MeOH 52,8 % (v v™).
A eluigdo foi feita com uma primeira etapa usando 2,7 mL (60:40; MeOH : 20 mM CH;COONH;, a
pH = 5,5) sequida da etapa com 1 mL de (80:20; MeOH : 20 mM CH;COONH, a pH =5,5) + 3 mL
(60:40; MeOH: 20 mM CH;COONH, a pH =5,5 ). Volume amostra = 20 pL; vazio = 30 pL s™

No trabalho original em que foi proposta a eluigdo passo a passo com incrementos
discretos da concentracdo de modificador orgénico (Rigobello-Masini et al, 2008) os autores
usaram deteccdo por fluorescéncia, que ndo é suscetivel ao aparecimento do efeito Schlieren
causado pelo gradiente de indice de refracdo. No caso de deteccdo espectrofotométrica,
Chocholous et al (2010) propuseram uma nova estratégia de elui¢cdo usando duas colunas
acopladas a portas diferentes da valvula seletora. Nesse caso cada coluna € eluida de maneira
isocratica com fases moveis de composicdes distintas. Os compostos mais fortemente retidos

sdo eluidos em uma coluna de 10 mm de comprimento, enquanto os menos retidos sao
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analisados em uma coluna de 30 mm. Com isso, os gradientes de concentracdo séo evitados,
obtendo-se duas linhas de base estaveis, uma para cada coluna. Entretanto, a otimizacdo dessa
metodologia é mais complexa, principalmente no que concerne a limpeza da coluna maior
com uma fase mdvel com baixa forca de solvente. Gradiente com variacdo continua da
composicao da forca do solvente em sistema SIC foi proposto recentemente por Koblova et al
(2011). Apesar da simplicidade da proposta, essa € limitada pelo pequeno volume da bobina
coletora, o que faz com somente pequenos volumes apresentem o perfil de gradiente de
concentracgdes, limitando-se assim a separacdo de dois ou trés compostos.

O efeito Schlieren em analise por injecdo em fluxo foi revisado por Rocha e Nobrega
(1996) sendo que um dos principais cuidados para evitar o aparecimento de distor¢des
pronunciadas nos picos é a compatibilizacdo da composicdo das solucBes de amostra e
solucdo transportadora. No caso da elui¢do passo a passo isso é impossivel, pois a variacéo da
forca do solvente implica em variages significativas de composicdo. Entretanto, evitando-se
variagcdes muito bruscas de concentracdo de modificador organico consegue-se minimizar o
efeito Schlieren, ou pelo menos controlar a reten¢do dos compostos para que estes ndo sejam
eluidos ja nos primeiros elementos de fluido de fase mdvel com maior teor organico que deixa
a coluna em direcdo ao detector. Isso porque tais elementos de fluido se referem a zona de
interpenetracdo entre as duas solugdes de fase movel com maior e menor concentracéo de fase

movel, gerando os gradientes de indice de refracéo.

4.2.1.4. Otimizacdo da fase mével

A condicdo de eluicdo que se mostrou mais apropriada para obtencdo de picos
cromatograficos bem resolvidos e com tempos de retencdo afastados da zona de

interpenetracdo de fases moveis com diferentes composicdes, sujeita ao efeito Schlieren, foi
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obtida usando duas etapas de eluicdo isocraticas. A primeira delas foi feita usando 2,7 mL da
“fase movel 17, composta por mistura 60:40 (v v') de MeOH : 20 mM CH3COONH,a pH =
5,5, enquanto a segunda etapa foi feita com 2,0 mL da “fase mével 27, composta por mistura
70:30 (v v!) de MeOH: 20 mM CH3;COONH, a pH = 5,5 seguida de mais 2,0 mL da “fase
movel 17 (recondicionamento da coluna). O menor contetdo organico do eluente da primeira
etapa isocratica favorece a separacdo dos clorofenois mais polares que tém apenas um anel
benzénico na estrutura, retendo na coluna o triclosan, de menor polaridade que contém dois
anéis benzénicos. Na segunda etapa de eluicdo, a maior concentracdo de metanol diminui a
polaridade da fase mdvel e favorece a eluicdo dos compostos mais apolares como o triclosan

ou mesmo o metil triclosan, como seréa discutido futuramente.

4.2.2 Estudo da vazao

As vazdes estudadas estiveram na faixa de 10 - 40 pL s™. Estes estudos foram feitos
usando um volume fixo de amostra de 30 pL. As mudancas nas vazdes foram feitas nas etapas
4 e 7 (ver TABELA 3.2), quando se envia o eluente através da porta 2 para a coluna e
detector. Nas FIGURAS 4.20 e 4.21 se observa que as maiores vazbes de fase movel
diminuem drasticamente o tempo de analise, diminuindo também a area dos picos, uma vez

que esses se tornam mais estreitos.

O tempo de analise da metodologia estard limitado ao analito mais hidrofébico (o
triclosan) que elui com maior tempo de retencdo, sempre que 0s outros analitos menos
apolares ja foram eluidos com resolucao adequada. O sinal de triclosan expresso em area, para
uma vazéo de 10 pL s, é duas vezes maior do que o obtido para uma vazéo de 20 uL s™. Por

outro lado, a andlise é 1,81 vezes mais demorada, observando-se tempos de retencdo de
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513,19 e 283,03 s, respectivamente, para vazoes de 10 e 20 pL s™. Além disso, os picos

obtidos com vazBGes menores sao muito alargados.

O sinal do triclosan obtido para a vazéo de 30 pL s (tg = 209,53 s) em &rea foi 6,10 s,
enquanto para a vazdo de 40 pL s (tg = 173,26 s) foi 4,94 s com ganho de 23,48 %. A
FIGURA 4.21 mostra a influéncia da variacdo da vazdo nas areas de pico, podendo-se
observar que os valores obtidos para vazées de 10 e 20 pL s estdo sujeitos a desvios padroes
relativos de até 7,4 % para 2,4-DCP e triclosan. J& para as vazoes de 30 e 40 pL s™ os desvios
padrdes relativos foram menores do que 2,7 %. A FIGURA 4.22 mostra a influéncia da vazao
nos sinais de altura de pico, expressos em absorbancia. Observa-se que para 2,4-DCP e 2,4,6-
TCP nas vazdes de 20, 30 e 40 pL s™ ndo houve diferencas significativas. No caso de triclosan
foi obtido um ligeiro ganho de 3,27 % do sinal em absorbancia para vazées de 30 puL s™* em

relagdo ao obtido em 40 pL s™.
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FIGURA 4.20. Influéncia da vazdo nos cromatogramas de uma mistura contendo triclosan, 2,4-DCP e
2,4,6-TCP com concentragGes de 36, 100, 100 mg Lt respectivamente, em metanol 20% (v v'l).
Eluentes: primeira etapa isocratica = 2,7 mL da fase mdvel 1 = (60:40; MeOH : 20 mM CH3;COONH,
a pH=5,5); segunda etapa isocratica = 2 mL da fase mével 2 (70:30; MeOH : 20 mM CH;COONH; a
pH=5,5 + 2 mL da fase mdvel 1 (60:40; MeOH: 20 mM CH3;COONH, a pH =5,5).Volume de amostra
= 30 pL.
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FIGURA 4.21. Influéncia da vazdo no sinal analitico expresso em éareas de picos obtidos nos
cromatogramas de uma mistura de amostra contendo triclosan, 2,4 DCP, e 2,46 TCP com
concentracdes de 36, 100, 100 mg L™, respectivamente. Condicdes experimentais dadas na legenda da
FIGURA 4.20.
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FIGURA 4.22. Influéncia da vazdo no sinal analitico expresso em absorbancia lida em 240 nm em
cromatogramas de mistura de triclosan, 2,4-DCP, e 2,4,6-TCP com concentragdes de 36, 100, 100 mg
L, respectivamente. Condigdes experimentais dadas na legenda da FIGURA 4.20.
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No estudo da influéncia de vazdo, entretanto, 0 mais importante € encontrar a solugéo
de compromisso entre tempo de analise e resolucdo cromatografica, mantendo a atencdo aos
problemas de vazamento que podem surgir em decorréncia do aumento de pressdo a vazoes
mais elevadas. A TABELA 4.6 apresenta os valores de resolucdo obtidos na separacdo dos

picos de 2,4-DCP, 2,4,6-TCP e TCS.

TABELA 4.6. Influéncia da vazao na resolucédo dos picos de 2,4-DCP, 2,4,6-TCP e triclosan

Vazdo (uL s™)

Pares 10 20 30 40
Resolucéo
2,4-DCP x 2,4,6-TCP 2,23 1,83 1,83 1,63
2,4,6-TCP x triclosan 7,2 7,35 95 10,6

O que se observa em termos de resolucdo, especialmente para o par 2,4-DCP e 2,4,6-
TCP, cujos tempos de retencdo ndo sao influenciados pelo tempo de recarregar o
compartimento da bomba, € que a vazdo tem muito pouca influencia na resolucdo. Esse fato é
coerente com a teoria da eficiéncia de separacdo para colunas monoliticas demonstrado por
Cabrera (2004). De acordo com Cabrera (2004) a altura de prato tedrico é pouco influenciada
pela velocidade linear média de fluxo, que por sua vez é diretamente relacionado com a vazao
da fase movel para uma mesma coluna. Com isso, comparativamente a colunas empacotadas
com particulas porosas de 5 um de diametro, 0s picos sdo pouco alargados com o aumento da
vazdo. Ainda segundo a autora (Cabrera, 2004) o perfil de variagdo de altura de prato (H) em

funcdo da velocidade linear de fluxo para colunas monoliticas € similar aquele obtido para
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colunas empacotadas com particulas de silica esférica com diametro de 3,5 pm. Fases
estacionarias monoliticas fornecem altas taxas de transferéncia de massa com pouco aumento
de pressao, permitindo separagdes muito mais rapidas (vazdes possiveis de serem aplicadas
em colunas monoliticas ndo poderiam ser impostas a colunas recheadas com particulas de 3,5
pum). Siouffi (2006) compilou dados experimentais de H em funcdo da velocidade linear
média de fluxo em colunas monoliticas com énfase no termo “C” de transferéncia de massa da
equacdo de van Deemter, verificando que colunas de silica monoliticas do tipo Cig
apresentam baixissimos valores do termo “C”, e que esses valores variam muito pouco dentro

de uma ampla faixa de vaz0es.

Entdo, foi escolhida uma vazdo de 30 pL s™ como uma solugdo de compromisso entre
fatores como resolucdo, tempo de analise, sensibilidade e robustés instrumental. O tempo
total de analise para cada vazdo 10; 20; 30 e 40 pL s foi 12,42; 6,82; 4,95 e 4,02 min,
respectivamente. Em principio, a vazao de 40 pL s™ poderia ter sido escolhida, pois com ela
se obtém o menor tempo de analise sem prejudicar a resolu¢do ou sem implicar em perda
significativa de sensibilidade, mas nessa vaz&o, assim como observado nos estudos anteriores,
as pré-colunas precisam ser trocadas com muita frequéncia para evitar vazamentos de fase

movel por portas ndo selecionadas da valvula seletora.

4.2.3. Influéncia do VVolume de Amostra

Fixando a vazéo de 30 pL s foram realizados os estudos de volume de amostra entre
5 e 100 pL. Na FIGURA 4.23 observa-se que os incrementos no volume de amostra
aumentam linearmente o sinal analitico, expresso em area, ou seja, melhoram a sensibilidade.

O tempo de retencdo (em s) obtido para 2,4-DCP, 2,4,6-TCP e triclosan foram: tg = 52,07
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(x0,44), tr = 72,23 (£0,62), tr = 207,55 (+0,29). Estes valores de tempo de retencdo se
mantém para volume de amostra < 20 uL Acima destes valores comega a manifestar-se

deslocamento no tempo de retencéo destes analitos.
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FIGURA 4.23. Influéncia do volume de amostra nas areas de pico. Os cromatogramas foram obtidos
injetando-se uma mistura de triclosan, 2,4-DCP e 2,4,6-TCP com concentracdes de 36, 100 e 100 mg
L, respectivamente, em metanol 21 % (v v'). Condicdes de eluicdo: 1? etapa isocratica = 2,7 mL da
“fase movel 17 = ( 60:40; MeOH: 20 mM CH3COONH, a pH = 5,5); 22 etapa isocratica = 2mL de
“fase movel 2” (70:30; MeOH: 20 mM CH3COONH,; a pH =5,5 + 2 mL “fase mdvel 17 (60:40;
MeOH: 20 mM CH;COONH,a pH=55). Vazdo = 30 pL s™

A FIGURA 4.24 mostra os estudos da influéncia da varia¢do do volume de amostra no
sinal analitico lido como absorbancia no maximo de pico, observando-se que incrementos no
volume de amostra na faixa de 5-100 L aumentam o sinal de forma linear numa faixa estreita
de 5 a 40 pL. Porém, o valor da absorbancia correspondente aos volumes de amostra de 30 e
40 pL resultam em absorbancias maiores de 1. Entdo o volume de amostra de 20 pL foi
escolhido, j& que nestas condi¢bes os analitos tem uma absorbancia proximos de 1, evitando

erros devido a desvios da lei de Beer (Skoog et al, 1996), mas principalmente por se tratar de
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um volume de amostra que ndo causa saturacdo da fase estacionaria com, conseqlente

distorcao e alargamento de pico, além de perda de resolucéo (Snyder et al, 1997).
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FIGURA 4.24. Influéncia do volume de amostra nas alturas de pico, expressa em valores de
absorbéancia. Os cromatogramas foram obtidos injetando-se uma mistura de triclosan, 2,4-DCP e 2,4,6-
TCP com concentracdes de 36, 100 e 100 mg L™, respectivamente, em metanol 21 % (v v).
Condigdes de eluicdo: 1* etapa isocratica = 2,7 mL da “fase mével 17 = ( 60:40; MeOH: 20 mM
CH3COONH, a pH = 5,5); 22 etapa isocratica = 2 mL de “fase movel 2” (70:30; MeOH: 20 mM
CH3COONH, apH =5,5 + 2 mL “fase moével 17 (60:40; MeOH: 20 mM CH3COONH, a pH =5,5).
Vazdo =30 pL s*

Na FIGURA 4.25 se mostram 0s cromatogramas obtidos no estudo da influéncia dos
volumes de amostra. Como podemos visualizar, dentro da faixa de variacdo de volume de
amostra de 10 a 50 uL os trés picos foram bem resolvidos. Volumes de amostra maiores que
20 uL, com alta absorbancia, implicaram também em maior dificuldade na etapa de limpeza,

acarretando em efeitos de memoria.
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FIGURA 4.25. Cromatogramas obtidos no estudo de influéncia do volume de amostra.Condicoes
cromatograficas semelhantes aquelas descritas nas legendas das FIGURAS 4.23 e 4.24.

4.2.4. Resolucdo e Eficiéncia

As caracteristicas cromatograficas gerais do método desenvolvido podem ser
resumidas na TABELA 4.7. A seletividade de triclosan em relacdo ao 2,4,6-triclorofenol foi
de 3,72 e a seletividade de 2,4,6-triclorofenol em relacdo ao 2,4-diclorofenol foi de 1,62,
sendo estes valores adequados. A resolucdo foi calculada em relacdo ao pico adjacente do
analito com menor tempo de retencdo. Foi obtida separacdo efetiva entre estes analitos, com

resolucao R >1,5. Fatores de retencdo foram k > 1,44,
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TABELA 4.7. Caracteristicas cromatograficas do método otimizado para separagdo de uma misturas
de 2,4 diclorofenol; 2,4,6 triclorofenol e triclosan.

Analito A (mm) ty(s) tr(S) k Area Resolucido Fase Movel

Triclosan 52,438 8,66 3,82 10,9 (60 : 40)
2,46 TCP 240 2151 71641 233 6,01 1,68 +
2,4 DCP 207,719 1,44 440 - (70 : 30)

A eficiéncia da coluna para realizar separagdo foi obtida experimentalmente para 0s
componentes da mistura contendo o triclosan, 2,4,6-triclorofenol e 2,4-diclorofenol com
valores de nimero de pratos tedricos 4110; 576 e 309, respectivamente, considerando 0s
tempos de retencdo e comprimento de 25 mm para a coluna monolitica. Portanto, as alturas de
prato (HEPT) experimentais obtidos para o triclosan, 2,4,6 triclorofenol e 2,4 diclorofenol
foram 0,006; 0,04 e 0,08 mm, respectivamente. Valores de HEPT < 0,06 indicam uma
eficiéncia excelente, o que se aplica a triclosan e 2,4-DCP. Todos estes pardmetros com
valores adequados a critérios de eficiéncia cromatografica asseguram adequada separacdo dos
analitos, podendo-se concluir que a coluna monolitica curta e a programacdo de eluicdo
proporcionada pelo sistema SIC se mostram, efetivos para a separacdo de uma mistura

contendo estes analitos.
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4.2.5. Curvas analiticas obtidas na separacdo de uma mistura de 2,4-DCP, 2,4.6-TCP e

triclosan

Os parametros otimizados das composicOes de fase mdvel e a sequéncia de etapas de
eluicdo adotando-se uma vazéo de 30 pL s™ e um volume de amostra de 20 pL foram usados
para avaliar a linearidade de resposta, bem como os limites de deteccdo e de quantificacdo do

método proposto. Os cromatogramas desse estudo sdo mostrados na FIGURA 4.26.
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FIGURA 4.26. Cromatogramas obtidos para construgdo de uma curva analitica para determinacgdo de
2,4 DCP (10 a 180 mg L™); 2,4,6 TCP (10 a 180 mg L™) e triclosan (2-60 mg L™ ) sendo os analitos
originalmente presentes em metanol 21 % (v v'*). Condicdes de eluicdo: 12 etapa isocrética = 2,7 mL
da “fase movel 17 = ( 60:40; MeOH: 20 mM CH3;COONH, a pH =5,5); 22 etapa isocratica = 2mL de
“fase movel 2” (70:30; MeOH: 20 mM CH3;COONH, a pH =5,5 + 2 mL “fase movel 17 (60:40;
MeOH: 20 mM CH3COONH, a pH =5,5). Volume de amostra = 20 pL; vazao = 30 pL/s
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As éareas de pico foram calculadas por integracdo dos picos usando o programa Origin 6.0 e
colocadas em grafico em funcdo da concentracdo dos analitos, conforme mostrado na

FIGURA 4.27.
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FIGURA 4.27. Curvas analiticas obtidas a partir das areas de pico em funcdo das concentragdes de
2,4 DCP; 2,4,6 TCP e triclosan obtidas a partir das condi¢cGes cromatogréaficas descritas na legenda da
FIGURA 4.26. As barras de erro correspondem a estimativa de desvio padrao de triplicatas.

A FIGURA 4.28 mostra os graficos de curvas analiticas obtidas a partir da
determinacdo de absorbancias nos maximos de pico em funcdo da concentracéo de 2,4-DCP.

2,46-TCPeTCS
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FIGURA 4.28. Curvas analiticas obtidas a partir das absorbancias lidas no maximo de pico em funcao
das concentrac@es de 2,4 DCP; 2,4,6 TCP e triclosan obtidas a partir das condigdes cromatogréaficas
descritas na legenda da FIGURA 4.26. As barras de erro correspondem a estimativa de desvio padréo
de triplicatas.

As Tabelas 4.8 e 4.9 apresentam os calores de faixa de resposta linear, coeficientes

angular, linear e de correlacdo, além dos limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ). Os

Sy/x

valores de LD foram estimados a partir da expressao LD =
m

onde S,,, é o desvio padrdo

dos residuos de y no ajuste de regressao linear entre as areas de pico e concentracBes de
analitos. O termo m é o coeficiente linear da reta ajustada (Miller e Miller, 1988). O limite de

quantificacdo foi estimado como trés vezes o valor de LD.
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TABELA 4.8. Parametros de faixa de resposta linear e equacfes das curvas analiticas obtidas para 2,4-DCP. 2,4,6-TCP e Triclosan baseando-se nas areas de
picos

Composto Faixa Linear Coeficiente Coeficiente Coeficiente de LD (mg LY LQ (mgL™)
(mg LY Angular (L mg™) Linear correlacdo
2,4-DCP 20-180 0,0353 + 0,0006 0,38 + 0,06 0,998 6,4 19
2,4,6-TCP 10-180 0,0503 + 0,0007 0,20 + 0,07 0,998 2,6 7,9
Triclosan 2-60 0,122 + 0,003 0,06 + 0,09 0,997 0,81 2,4

TABELA 4.9. Pardmetros de faixa de resposta linear e equacbes das curvas analiticas obtidas para 2,4-DCP. 2,4,6-TCP e Triclosan baseando-se nas
absorbancias lidas nos maximos de pico

Composto Faixa Linear Coeficiente Coeficiente Coeficiente de LD (mg L™H)? LQ (mg L™?
(mg LY Angular (L mg™) Linear correlacdo
2,4-DCP 20180 (6,6+0,3)x107 0,09 £0,03 0,98 4,8 14,3
2,4,6-TCP 10-180 (7,810,2)X10'3 0,05 +£0,02 0,997 2,4 7,4
Triclosan 2-60 (Z|.7,210,6)X10'3 0,02 £ 0,02 0,991 0,28 0,85

# Estimados a partir dos trés primeiros pontos da curva
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Avaliando-se os graficos das FIGURAS 4.27 e 4.28, assim como os coeficientes de
correlacdo das TABELAS 4.8 e 4.9, fica claro que as medidas de area sdo as mais
recomendaveis, dada a melhor linearidade. As estimativas de LD e LQ obtidas por medidas de
altura de pico foram até menores do que aquelas obtidas a partir das areas, mas isso s6 foi
possivel pelo fato de o calculo ter sido feito com os primeiros pontos da curva (10, 20 e 40 mg
L™ para 2,4-DCP e 2,4,6-TCP; 2, 5, 9 mg L™ para triclosan), que apresentam melhor

linearidade.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo do método proposto sdo elevados para o
monitoramento desses compostos em aguas naturais, 0 que requereria extensas etapas de pré-
concentracdo. Por outro lado, 0 método pode encontrar potenciais aplicacdes em estudos de
processos onde estes poluentes se encontrem na ordem mg L™, que podem ser desde estudos
de adsorcdo em diferentes solidos (argilominerais, solos, substancias himicas, carvéo ativo,
etc) ou ainda em processos de degradacdo bioldgica, ou ainda mineralizacdo por processos
oxidativos avancados, especialmente em amostras de lodo e esgoto com possivel aplicacdo na
agricultura em forma de biosolidos. Estes estudos em geral visam a sustentabilidade e
qualidade do ecossistema, para entender a maneira pela quais as espécies quimicas se
distribuem entre os diferentes compartimentos e, sobretudo em ter uma percepcdo dos

mecanismos reguladores de sua concentracéo.

4.2.6. Repetitividade

Foram feitos estudos da repetividade a trés niveis de concentracbes da mistura
contendo 2,4-DCP; 2,4,6-TCP e triclosan: nivel 1 = (10;10 e 2 mg L™); nivel 2 = (20; 20 e 5

mg L) e nivel 3 = (100; 100; 36 mg L™). Na TABELA 4.10 se mostram os valores obtidos



101

para estes estudos; o desvio padrdo relativo (RSD %) do tempo de retencdo dos analitos em
estudo se encontram na faixa de 0,02 a 0,87 %; os desvios padrdes relativos em relacdo as
concentragdes para os clorofenois foram na faixa de 0,82 a 2,76 % e para o triclosan na faixa
de 3,83 a 6,65 %. Os valores de RSD mais altos para o triclosan em relacdo aos dos outros
analitos sdo devido ao fato de que o triclosan é eluido numa segunda etapa de eluicdo, apds
mudancga na composicdo da mistura do solvente na fase movel, com forca organica maior,
originando uma variacdo do indice de refracdo, gerando assim o efeito Schlieren no sistema,
provocando ligeira distor¢éo do sinal, 0 que aumenta a imprecisao na integracdo das areas. Os
baixos valores de RSD, especialmente em relacdo aos tempos de retencdo, comprovam a
eficiéncia do sistema SIC para criar uma condicdo bastante reprodutivel de incrementos de
modificador orgéanico nas diferentes etapas de eluicdo, assim como no recondicionamento da

coluna no final da analise.

TABELA 4.10. Estudo da repetividade a trés niveis de concentragéo.

Andlito Area RSD% tr (S) RSD%
Nivel1  2.4-DCP 0,47 2,13 52,56 0,42
2,4,6-TCP 0,59 1,45 73,23 0,02
Triclosan 0,17 6,22 207,46 0,03
Nivel2  2,4-DCP 1,02 2,76 52,29 0,10
2,4,6-TCP 1,20 0,82 72,17 0,20
Triclosan 0,63 6,65 207,34 0,03
Nivel 3 2,4-DCP 3,94 1,56 51,13 0,67
2,46-TCP 5,10 2,21 70,58 0,87

Triclosan 447 3,83 207,45 0,56
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4.3. Separacdo de 2,4-DCP, 2,4,6-TCP, Triclosan e Metiltriclosan em sistema SIC

Apos a reconfiguracdo do sistema SIC, com instalacdo da valvula seletora de altas
pressoes, fez-se um estudo exploratorio a respeito da inclusdo de outros metabdlitos de
triclosan (2-clorofenol e metiltriclosan), bem como o uso de um volume elevado de amostra
(100 pL) buscando uma melhora dos limites de deteccdo e de quantificacdo. A FIGURA4.29
mostra uma sequéncia de trés cromatogramas de uma mistura desses compostos nas
concentragdes 0,20, 0,50 e 1,0 mg L™. O composto 2-clorofenol é eluido com a fase mével
contendo a relacdo 60:40 (v v'') MeOH: tampéo acetato de amdnio 20 mM, pH 5,5, com
tempo de retencdo menor do que 2,4-DCP. Entretanto, a absortividade desse composto em
240 nm foi muito baixa, sendo que o mesmo néo foi detectado nesses experimentos. Triclosan
e metiltriclosan podem ser separados com a fase movel 70:30 MeOH : acetato de aménio 20
mM, pH 5,5. Entretanto, a elui¢do de triclosan ocorre no final de uma etapa de injecdo de 2
mL da fase moével contida na bobina coletora,cuja capacidade é de 2 mL. Por isso, para
eluicdo de metiltriclosan é necessario uma nova etapa de preenchimento da bobina com essa
fase mével antes das etapas finais de eluicdo e de recondicionamento da coluna, conforme

descrito no item 3.4.1.
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FIGURA 4.29. Cromatogramas subtraidos do branco de uma mistura de 2-clorofenol, 2,4-DCP, 2,4,6-
TCP, Triclosan e Metiltriclosan usando trés etapas de elui¢do: etapa inicial com 2800 pL de FM;
60:40 (MeOH: 20 mM tampéo acetato de amonio pH5,5) para eluir 2-clorofenol (ndo detectado), 2,4-
DCP e 2,4,6-TCP; seguida de duas etapas de 2000 pL com FM, 70:30 (MeOH: 20 mM tamp&o acetato
de aménio pH5,5). Volume de amostra = 100 puL, Comprimento de onda = 240 nm; Vazao nas etapas
de eluicio = 30 pL s™.

Para estimar os limites de detec¢do e quantificacdo nesse caso usou-se a relacao
sinal/ruido, considerando-se o LD como a concentracdo que gere uma altura de pico maior ou
igual a 3 vezes o desvio padrdo do ruido lido na linha de base no tempo de retencdo
correspondente a cada analito. O limite de quantificacdo foi estimado para concentracbes que
gerassem a altura de pico 10 vezes maior que o desvio padrdo do ruido na linha de base.
Nesse caso, os valores de LD para 2,4-DCP, 2,4,6-TCP, Triclosan e Metiltriclosan foram
0,15, 0,11, 0,063 e 0,11 mg L™, respectivamente, ao passo que os valores de LQ para 0s
mesmos compostos foram 0,45, 0,33, 0,19 e 0,33 mg L™. Observa-se uma significativa
melhora nesses valores em relagdo aos estudos anteriores, muito embora para aplicagfes em

amostras de &gua, etapas de pré-concentracdo ainda seriam necessérias. Um incoveniente
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observado com o aumento de cinco vezes no volume de amostra (20 — 100 uL) foi a perda de
resolucdo entre 2,4-DCP e 2,4,6-TCP, além de sérias deformacGes nos picos de triclosan e
metiltriclosan para concentragdes maiores do que 5 mg L™ (ndo mostrado na FIGURA 4.29).
Com isso conclui-se que é possivel separar eficientemente triclosan e metiltriclosan,
bem como melhorar os limites de deteccdo com o emprego de maiores volumes de amostra,
tendo-se em mente que essa estratégia pode comprometer a resolucdo para concentracdes

mais elevadas.

4.4. Adsorcdo de triclosan em montomorilonita natural e modificada

4.4.1. Método analitico

Atapattu e Poole (2010) estudaram os fatores que afetam a seletividade em coluna de
fase reversa Synergi. Os autores argumentam que 0s principais mecanismos de retencdo que
governam as interagdes do soluto com a fase estacionaria sdo dominados pelo tamanho do
soluto e a basicidade de ligacéo hidrogénio. Muitos mecanismos com diferentes retencfes sdo
explorados na cromatografia de fase reversa com a finalidade de reter e separar analitos alvos.
As colunas Synergi com suporte de silica ultrapura foram desenvolvidas pela Phenomenex
para separar misturas de compostos hidrofébicos e polares. Tentamos aproveitar as
caracteristicas da coluna modelo Fusion-RP, ja que essa possui um ligante hidrofébico C18
que fornece uma boa seletividade e retengdo hidrofébica, enquanto o grupo polar embutido
melhora a retencdo de compostos polares, além de possuir capeamento com TMS que
assegura as formas dos picos. Foi usada a coluna Synergi Fusion-RP aproveitando a sua fase
dual que equilibra a retencdo e a resolucdo de compostos polares, acidos, basicos e

hidrofobicos. Esta fase estacionaria foi testada ja que os analitos em estudo tém caracteristicas



105

polares (2 clorofenol e o 2,4 diclorofenol) e nédo polares (triclosan e metiltriclosan) para

tentarmos conseguir uma combinacdo adequada de seletividade.

4.4.2 Curvas analiticas

Foram realizados a separacdo por eluicdo por gradiente, se otimizou a programacao,
sendo a fase movel B composta por acetonitrila (ACN) pura e a fase mével A por tampdao

fosfato de trietilamina 20 mM a pH 3,5.
A programacao otimizada é descrita como:

Estabelecendo-se 1,30 mL min™ como vazéo total do sistema, a eluicdo é feita com uma
primeira etapa isocratica em 50 % de B até 2 min. Apds isso se estabelece um gradiente linear
até 90% de B, o que é atingido aos 10 min de tempo de corrida. Mantém-se a eluicdo
isocratica em 90% de B até 12 min, retornando-se a condicao inicial (50% de B) no tempo de
15 min. Para recondicionamento, mantém-se a condicdo isocratica (50% de B) por mais 2
min, totalizando um tempo total de analise de 17 min. O comprimento de onda para detec¢do

da absorbéancia foi ajustado em 220 nm.

A curva analitica compreendeu a faixa de concentracdes de 0 a 20 mgL™*. A TABELA
4.11 mostra como foram preparados os padrées. Foi usada uma solucdo 30 mg L™ de
Anthrone como padrdo interno conforme proposto por Piccoli et al, 2002, sendo esta
concentragdo inapropriada, ja que esta concentracdo satura o detector quando lida a 220 nm.

A concentracdo apropriada do padréo interno foi de 7,5 mg L™.
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TABELA 4.11. Preparo dos padrdes da curva analitica

Conc. Volume do Volume Volumede Volumede Volume de
Analito ? estoque® TEA- Anthrone MeOH ACN
(mgL™ (L) fosfato (mL) (uL) (mL)
(mL)

0 0 6 1 2000 1
0,5 50 6 1 1950 1
0,8 80 6 1 1920 1

1 100 6 1 1900 1

2 200 6 1 1800 1

4 400 6 1 1600 1

5 500 6 1 1500 1

6 600 6 1 1400 1

8 800 6 1 1200 1
10 1000 6 1 1000 1
20 2000 6 1 0 1

a:pertence a mistura dos padrées 100 mg L™

Na continuacdo sdo mostradas as curvas analiticas nas FIGURAS 4.30; 4.31; 4.32;
4.33 e 4.34 para os analitos estudados. Os parametros calculados a partir das curvas analiticas,
tais como coeficientes angulares, lineares e de correlacdo, assim como os limites de detec¢do

e de quantificacdo séo apresentados na TABELA 4.12
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FIGURA 4.30. Curva analitica de 2- clorofenol

5000000

4000000 +

3000000 —

Area

2000000 +

1000000 -

0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20

2,4 Diclorofenol (mgL™)

FIGURA 4.31. Curva analitica de 2,4 diclorofenol
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FIGURA 4.32. Curva analitica de 2,4,6 triclorofenol
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FIGURA 4.33. Curva analitica de Triclosan
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FIGURA 4.34. Curva analitica Metiltriclosan

Foram construidas diversas curvas analiticas com os padrdes da mistura dos analitos
dissolvidos em diversos meio de dissolugdo como: CaCl, 0,01 M; meio metandlico; 50%
ACN e 50% aquoso; aquoso, ndo se observando diferengas significativas em seus coeficientes

angulares de suas respectivas curvas analiticas, com excecdo do analito metiltriclosan.
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TABELA 4.12. Parametros de faixa de resposta linear e equacdes das curvas analiticas obtidas para 2-CP, 2,4-DCP. 2,4,6-TCP, Triclosan,MTCS baseando-se
nas areas de picos.

Composto  Faixa linear Coeficiente Coeficiente Coeficientede LD (mgL™) LQ (mgL™)
(mg L™ Angular (Lmg™) Linear Correlacéo

2-CP 0,5-20 (32,3 + 0,3)x10" (-5+ 2)x10° 0,999 0,22 0,74

2,4-DCP 0,5-20 (24,7 +0,2)x10" (-3+ 2)x10* 0,999 0,24 0,81

2,46-TCP  0,5-20 (44,6 + 0,4)x10" (-2 + 4)x10* 0,999 0,24 0,81

TCS 0,5-20 (49,7 +0,3)x10" (5 + 3)x10° 0,999 0,16 0,55

MTCS 0,5-20 (51,5 + 0,5)x10" (-3 + 4)x10* 0,999 0,26 0,87
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A equacéo da curva analitica do metiltriclosan na mesma faixa de concentracdo de 0,5
a 20 mg L™ dissolvidos em CaCl,0,01M resultou.

Y = (-10+ 3)x10* + (16,0 £ 0,5) x10* X
R = 0,99804; SD = 39537,10736; N = 6; P< <0.0001 ; L.D = 0,47 mg L™.

Na TABELA 4.13 s&o mostrados os desvios padrdes relativos do tempo de retencédo a
diferentes niveis de concentracdo, sendo os valores obtidos considerados como adequados
para as analises. Os desvios padrdes relativos do método usado a diferentes niveis de
concentracdo (0,8-20 mg L™) em relacdo &s areas foram: 2-CP (0,83-0,88%); 2,4-DCP (1,03-

2,7 %); 2,4,6-TCP (0,91-2,3 %); TCS (3,84-4,16%) e MTCS (6-7%)

TABELA 4.13. Desvio padréo relativo do tempo de retencéo a diferentes niveis de concentragéo

Desvio Padrdo Relativo %

C(mgL™) 2-cP 2,4-DCP 2,46-TCP TCS MTCS
0,5 0,32 0,42 0,41 0,23 0,12
0,8 0,07 0 0,01 0,05 0,04
1 0,40 0,44 0,33 0,17 0,16
2 1,38 1,51 1,16 0,26 0,10
4 1,38 1,52 1,16 0,25 0,10
5 1,64 1,78 1,35 0,29 0,10
6 0,55 0,64 0,48 0,14 0,06
8 2,58 2,74 2,21 0,56 0,22

10 0,12 0,20 0,16 0,06 0,03
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Na FIGURA 4.35 é mostrado um perfil de cromatograma onde se indica os tempos de
retencdo correspondentes a cada andlito estudado. Como se pode visualizar, o 2-clorofenol
elui primeiro num tempo de retencdo de 2,844 min, enquanto o metiltriclosan, por ser mais

hidrofobico, elui por tltimo com um tempo de reten¢do 10,267 min

Atten:8
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FIGURA 4.35 Cromatogramas da separagdo de uma mistura dos analitos em duplicata com seus
respectivos tempos de eluicdo
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Na FIGURA 4.36 se mostra 0s cromatogramas correspondente a trés niveis de

concentracdes que correspondem as curvas analiticas de 8 ; 10 e 20 mg L™.

Atten:11
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FIGURA 4.36. Cromatogramas a trés niveis de concentracio 8; 10 e 20 mg L™

A FIGURA 4.37 mostra dois cromatogramas correspondentes a uma solucdo padrédo
de 5 mg L? dos compostos em estudo, antes e apds tratamento com o adsorvente
montmorilonita homonidnica na forma de K*. Como se pode visualizar da comparagio de
ambos cromatogramas, ndo se observa o sinal analitico de metiltriclosan apds da adsorcao
indicando que esse analito foi fortemente adsorvido no sélido adsorvente. Em relacdo ao
triclosan é obtido um sinal muito pouco intenso, sugerindo também forte adsorcdo nas
particulas de montmorilonita. Por outro lado os clorofenois sdo fracamente adsorvidos em
comparacdo com TCS e MTCS. Portanto, de ambos cromatogramas concluimos
qualitativamente a ordem da capacidade de adsor¢do: metiltriclosan > triclosan> 2,4,6 TCP >
2,4 DCP > 2 clorofenol . Na TABELA 4.14 se mostra o desempenho da coluna usada no

método.
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FIGURA 4.37. Comparacao de cromatogramas de uma mistura de 2-CP, 2,4-DCP. 2,4,6-TCP, TCS e
MTCS, todos na concentragdo de 5 mg L™, antes e apds tratamento (24 h) com 0,05 g
montmorilonita—K em meio 1,23 %(v v'*) de metanol.

TABELA 4.14. Desempenho da Coluna Synergi para um mistura dos padrées de triclosan,
clorofenois e metiltriclosan com concentacdes de 5 mg L™

tr (Min) K Assimetria Resolucdo  Fator separacéo
Tm 1,082 0 0,87
2-CP 2,802 1,59 1,55 8,04 0,0
2,4-DCP 3,827 2,54 1,40 3,38 1,60
2,4,6-TCP 5,306 39 1,28 4,36 1,54
TCS 8,29 6,66 1,76 8,70 1,71

MTCS 10,207 8,43 1,79 6,15 1,27
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4.4.3. Estudos de adsorcao

Os estudos de adsorcdo foram feitos comparando dois tipos de material: (1)
montmorilonita homoi6nica em K* (denotada como K-MT) e (2) montmorilonita modificada
com sal quaternario de amoénio, hexadeciltrimetilaménio (HDTMA), denotada como
HDTMA-MT.

A montmorilonita homoidnica na forma de K* (K-MT) foi modificada com brometo de
hexadeciltrimetilamonio levando em consideracdo a capacidade de troca catidnica do
argilomineral (0,59 mmol g*). Ou seja, cada grama do argilomineral ndo modificado tem
capacidade de trocar 0,59 mmol de ions. Baseando-se nesse preceito foram tomados 0,59
mmol do brometo de HDTMA para cada grama de (K-MT). A suspensdo foi agitada até que o
equilibrio fosse atingido. Durante este tempo foram realizadas medidas de difracdo de raios-X
até que o espaco basal da montmorilonita modificada ndo apresentasse variagao.

Foi determinada uma expanséo do espacamento basal de 16,7 A na K-MT para 19,6 A
na HDTMA-MT, indicando que houve ocupacdo do sal de HDTMA entre as camadas do
argilomineral por ions. Os resultados de analise elementar (TABELA 4.15) confirmam a
incorporacdo de C, N e H na estrutura do argilomineral. No argilomineral sem modificar, 0s
valores para % C e % N sdo 0,10 % e 0,18 %, respectivamente. Entdo, teoricamente, quando
se incorpora 0 HDTMA®, [CH3(CH,)15-N(CHs3)s]*, com massa molar 284 gmol™ e com
composicdo elementar %C; %H e %N de 80,28; 14,78 e 4,93, respectivamente, ao
argilomineral modificado, a composicdo de %C e %N se deve unicamente a0 HDTMA”.
Portanto, a composicdo elementar de C e N no material modificado deveria guardar a mesma
relagdo daquela esperada para o HDTMA®; entdo para 11,48 %C obtido no argilomineral
modificado deveriamos ter 0,70 % N, mas somente obtivemos 0,31 % N. Esta perda do
nitrogénio provavelmente se deve & quebra da estrutura, podendo ocorrer uma reagdo de

hidroélise.
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O estudo de area superficial realizado por BET indicou que a area superficial da
montmorilonita modificada com o sal de HDTMA (52,9 + 0,5 m2 g*) foi menor que a obtida
para a montmorilonita em sua forma natural (254,2 + 0.5 m? g*). Uma vez que a érea
superficial é medida a partir da adsor¢cdo de N, na superficie do material, e como a
montmorilonita modificada possui a inser¢do de moléculas grandes do HDTMA no espaco
interlamelar, isso dificulta o acesso do N, na superficie interna do argilomineral, gerando
menor area superficial. Abate e Masini (2005) e Bartelt-Hunt et al (2003), também
verificaram diminuicdo da area superficial do material modificado durante a insercdo do

HDTMA em vermiculita e bentonita, respectivamente.

TABELA 4.15. Resultados de analise elementar para K-MT e HDTMA-MT

Material %C %H %N
KMT 0,10 0,98 0,18
HDTMA-MT 11,48 2,39 0,31

Os estudos de adsorcdo demonstraram que triclosan e metiltriclosan sdo fortemente
adsorvidos nesses materiais. Assumindo um limite de deteccdo de 0,20 mg L™, e que para as
concentracdes iniciais de triclosan de até 8,0 mg L™ ndo foi detectado sinal do analito na
solucdo sobrenadante apo6s 24 h de tempo de contato, pode-se inferir em uma porcentagem de
adsorcdo maior do que 97,5% para essa condigdo. Para uma concentragdo inicial de triclosan
de 20 mg L™, a porcentagem de adsorcdo média foi de 75 + 8%. Para metiltriclosan também
se observou forte adsor¢do nos materiais, muito embora a avaliagdo mais rigorosa da adsorc¢ao
desse metabdlito seja prejudicada pelo fato de sua adsor¢do ocorrer também nas paredes dos

tubos de polipropileno empregados e nas membranas de filtracéo.
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A adsorcdo de 2-CP, 2,4-DCP e de 2,4,6-TCP em K-MT e em HDTMA-MT foi

ajustada a equacao linearizada de Freundlich (FIGURAS 4.38, 4.39 e 4.40), descrita por:
1
logQ, =K, +=log C,
n

Onde Q. é a quantidade de adsorbato adsorvido por massa de adsorvente (expresso em mg
kg'), Ce é a concentracdo de adsorbato determinado na solucéo sobrenadante ap6s um dado
tempo de contato (em mg L™), K¢ é um constante relacionada a capacidade de adsorcdo (mg"
"L"kg™) e 1/n é um termo relacionado com a intensidade de adsorco, variando de 0 a 1,
sendo que quanto mais proximo a 1, mais proximo ao modelo de parti¢do se ajusta 0 processo
de adsorcao.

Os dados experimentais foram ajustados também pela equagdo linearizada de
Langmuir:

11 1. 1
Qe KLQO.Ce QO

Onde Q. e C, ttm os mesmos significados daqueles descritos para a equacao de Freundlich. O
termo Qo refere-se a capacidade maxima de adsorcdo e o termo K. é relacionado com a

energia livre da adsorgéo.
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FIGURA 4.38. Isotermas de adsorcdo de 2-CP em K-MT e HDTMA-MT. A inser¢do mostra o ajuste
dos dados experimentais a equacao linearizada de Freundlich

Os valores de K e de 1/n sdo apresentados na TABELA 4.16. E marcante o aumento
da capacidade de adsor¢do da montmorilonita modificada com HDTMA, o que pode ser
verificado tanto pelos graficos das isotermas de adsor¢do (FIGURAS 4.38 a 4.40), como pelos
valores de K:; O comportamento observado é coerente com um elevado grau de
hidrofobicidade dos compostos estudados, ou seja, apresentaram uma maior afinidade pelo
adsorvente organofilizado. O composto 2,4,6-TCP foi, em comparagéo a 2-CP e 2,4-DCP, foi
0 que apresentou maior afinidade pelo argilomineral, bem como o maior aumento de adsor¢éo

apos a modificagdo com HDTMA.
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FIGURA 4.40. Isotermas de adsorcdo de 2,4,6-TCP em K-MT e HDTMA-MT. A inser¢do mostra o
ajuste dos dados experimentais a equacdo linearizada de Freundlich
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TABELA 4.16. Valores de Ky, 1/n e r? ajustados pela equagéo de Freundlich linearizada para a adsor¢éo de 2-CP, 2,4-DCP e 2,4,6-TCP em K-MT e HDTMA-
MT

Adsorbato K-MT HDTMA-MT
1/n Ks (mg* R’ 1/n Ki(mg'"L"kg R®
"L kg by
2-CP 0,45 + 0,03 38+4 0,98 0,19 +£ 0,08 755 + 50 0,94
2,4-DCP 09+0,1 21+£5 0,90 1,0 £ 0,08 734 + 24 0,95
2,4,6-TCP 0,97 £ 0,08 63+5 0,96 1,0+0,1 (32 0,7)X:|.O3 0,92

TABELA 4.17 Valores de Qo, K e r? ajustados pela equacgdo de Langmuir linearizada para a adsor¢éo de 2-CP, 2,4-DCP e 2,4,6-TCP em K-MT e HDTMA-
MT

Adsorbato K-MT HDTMA-MT
Qo(mgkg?) Ki(Lkg) R*  Qi(mgkg") Ki(Lkgh R
2.CP (L9+0,1)x10° 0,14+003 098 (8,3 + 0,4)x10° 15+ 2 091

24-DCP  (5+1)x10°> 0,04+002 097 (1,3+0,1)x10° 1,0£0,1 0,99
246-TCP  (6+1)x10° 014+005 096 (25+03)x10° 2,0£03 0,98
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O processo de adsor¢édo para 2,4-DCP e 2,4,6-TCP se aproxima do modelo de parti¢do
(1/n > 1), tanto para K-MT quanto para HDTMA-MT, ao passo que para 2-CP os valores de
1/n indicam que a adsorcao deve ocorrer em sitios especificos. Os baixos valores de 1/n para
2-CP pode indicar também uma heterogeneidade de sitios de adsor¢do ocorrendo por
interacOes especificas na superficie do argilomineral ou por particdo na fase de HDTMA.

Os paréametros ajustados com a equacdo linearizada de Langmuir (TABELA 4.17) sdo
consistentes com a discussdo acima, ou seja, a incorporacdo de HDTMA leva a um
significativo aumento da capacidade de adsorcdo e da energia de adsor¢do em relagdo ao
argilomineral ndo modificado (K-MT). A ordem de capacidade de adsor¢do é 2,4,6-TCP >
2,4-DCP > 2-CP, lembrando, porém, que triclosan e metiltriclosan possuem maior afinidade
por ambos K-MT e HDTMA-MT, mas cujos dados experimentais ndo puderam ser tratados
pelas equagdes de Langmuir ou Freundlich.

Um estudo mais detalhado sobre a adsor¢do de triclosan deveria usar uma técnica
analitica mais sensivel do que aquela aqui proposta, como descrito por XU et al (2009), que
estudaram a adsorcdo de triclosan e outros produtos de higiene pessoal em solos de
agricultura por CG-MS, verificando uma tendéncia geral de que a adsor¢cdo aumenta com o
aumento do teor de matéria organica no solo e com a diminui¢do do pH.

Os estudos de dessorcdo de triclosan e metiltriclosan em agua foram dificultados pela
alta afinidade dos compostos pelos adsorventes e pelos limites de deteccdo do método que nao
atingiram valores suficientemente baixos para a determinacéo nas solucdes sobrenadantes. As
porcentagens de dessor¢cdo ndo excederam 13 e 15% para metiltriclosan e triclosan,
respectivamente, em K-MT e HDTMA-MT. Para os compostos 2-CP, 2,4-DCP e 2,4,6-TCP
as dessorcoes em K-MT sdo mais significativas, variando de 35 a 70% para 2-CP, de 38 a
96% para 2,4-DCP e de 29 a 50% para 2,4,6-TCP. A dessor¢cdo de HDTMA-MT apresenta

um carater mais irreversivel, sendo que para 2-CP as porcentagens de dessorcdo variaram
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entre 8 e 17%, para 2,4-DCP entre 5 e 13% e para 2,4,6-TCP, cuja adsorcao apresentou maior
grau de irreversibilidade em agua, as porcentagens variaram entre 1 e 8%, mas com varios

sobrenadantes apresentando concentracdes menores do que o limite de deteccéo.
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5. CONCLUSAO

O método proposto de cromatografia por injecdo sequencial mostrou-se apropriado
para determinacdo de triclosan em amostras de enxaguadores bucais, dispensando tratamentos
da amostra demorados, sendo esta técnica uma alternativa promissora e de baixo custo frente
as técnicas convencionais de CG e HPLC que sdo empregadas para determinacdo de

triclosan.

Foi desenvolvida a metodologia para separacédo e determinacéo de triclosan, 2,4-DCP,
2,4,6-TCP e metiltriclosan por cromatografia por injecdo sequencial explorando a eluicdo
passo a passo com incrementos discretos do conteddo de modificador organico. Duas
composicdes de fase mével (com 60 e 70%, v v de metanol) foram necessérias para essa
separacao em trés etapas de elui¢do. Essa estratégia é também uma alternativa promissora e de
baixo custo frente as técnicas convencionais de CG e HPLC. Esta metodologia requer uma
etapa de pré-concentracdo para atingir os limites de detec¢do necessarios para monitorar 0s
niveis permitidos para estes analitos em amostras de aguas.

A metodologia baseada em HPLC permitiu estudar a adsor¢do de triclosan,
metiltriclosan, 2-CP, 2,4-DCP e 2,4,6-TCP em montmorilonita natural (K-MT) e modificada
com sal de hexadeciltrimetilaménio (HDTMA-MT). Adsorc¢éo de triclosan e metiltriclosan foi
muito forte e predominantemente irreversivel tanto em K-MT e HDTMA-MT. A
organofilizacdo de K-MT levou a um significativo aumento da capacidade de adsorcdo de 2-
CP, 2,4-DCP e 2,4,6-TCP, sugerindo que esses materiais encontram potencial aplicacdo no
tratamento de efluentes, visando a remocédo de produtos de higiene pessoal e seus possiveis

metabolitos de amostras aquosas.
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