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Resumo

Titulo: Determinagio Quantitativa de Compos;cos Peralogenados
do Tipo C:Br,Cl, (onde x=1 ou 2; y+z= 4 ou 6) por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Autor: Marcelo Antonio Morgano

Orientadora: Prof® Dr? Carol Hollingworth Collins

Foi desenvolvido um método para determinagfio quantitativa de compostos
peralogenados do tipo C,BryCl, (onde x =1 ou 2; y + z = 4 ou 6) por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

O grande interesse em se determinar os compostos peralogenados por CLAE
¢ devido poder realizar as determina¢des a temperatura ambiente, evitando
decomposi¢des que, possivelmente, ocorrem nas determinagdes por cromatografia

gasosa.

Os 'compostos foram determinados usando-se uma coluna de fase reversa
C-18 com particulas de 5 pum de didmetro médio e uma fase mével polar de
metanol/agua. O detector usado foi espectrofotométrico de absorg¢do no UV/Visivel

com comprimento de onda varidvel com detecgdo em 220 nm.

As condigdes de andlise foram inicialmente otimizadas para a separagio de
uma mistura de compostos padrdes de CCL,, CBrCl;, CBr,Cl,, CBry, C,Cly, C,Bry,
C,Brs, C2Br,Cly (1,2-dibromotetracloroetano) e C,Cls apos a recuperagdo da coluna

de fase reversa.
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Foram tragadas curvas analiticas para alguns dos compostos peralogenados
pela técnica de calibragio externa e por padronizacéio interna, usando CHCI; como

padrdo interno.

Observou-se que ocorre desvio de linearidade para os compostos
peralogenados nas concentragdes mais elevadas, sendo necessario estabelecer a
faixa de concentra¢do adequada. O método usado para o célculo manual de éreas
por triangulacgio foi adequado as condigdes realizadas. As curvas analiticas obtidas
permitiram interpolagdes de areas com reprodutibilidade menor que 5%.

Os limites de deteccdio obtidos para a anilise de CBry, CCly, C;Bry, C,Cls,
CBrCls, C,Cls e CoBr,Cly foram, respectivamente, 2 mg/L, 4 mg/L, 1 mg/L, 0,9
mg/L, 1 mg/L, 5 mg/L e 2 mg/L.
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ABSTRACT

Title: “Quantitative Determination of Perhalogenated Compounds with
the general formula CyBr,Cl, ( where x=1or 2 andy+z=4
ou 6) by High Performance Liquid Chromatography”

Author:  Marcelo Anténio Morgano

‘Supervisor: Prof? Dr? Carol Hollingworth Collins

A method for quantifying perhalogenated compounds with the general
formula C,Br,Cl, (wherex=1or2andy+z=4or 6) by high performance liquid
chromatography (HPLC) was developed. The interest in such a determination by
HPLC is related to the use of ambient conditions, avoiding possible compound

decomposition from the higher temperatures used in gas chromatography.

The determinations were carried out on a reversed phase (C-18) column with
a methanol-water mobile phase. Detection was at 220 nm, using a variable
wavelength UV/Vis detector. The analytical conditions for separation of CCl,,
CBrCls, CBryCly, CBrs, C,Cly, CoBry, CoBre, C,Br,Cl; ( 1,2-dibromotetracloro-

etano) e C,Cls were optimized after initial recuperation of the column.

Using these conditions, analytical curves were obtained using both the
external standard and the internal standard (CHCl;) methods. The detection limits
for CBry, CCls, C2Bry, C;Cly, CBrCl;, CoCls e C,Br,Cl, were, respectively, 2, 4, 1,
0;9, 1,5e2 mg.L".



Some compounds showed deviation from linearity at the higher
concentrations, requiring care in establishing the proper concentration range. Using
manual calculation of areas (triangulation) interpolation of areas give a
reproducibility of less than 5%.

R LT v TR
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I- INTRODUCAO
L1 - Importancia do estudo de compostos peralogenados

Peralogenados sdo compostos halogenados, nio hidrogenados, derivados de
hidrocarbonetos. A aplicécﬁo para estes compostos se di no estudo de sistemas
onde reagdes radicalares entre peralogenados sdo induzidas por fétons ou calor,
néutrons ou raios gama, como: radidlise de CCly , de CBry(s), de C,Cls ¢ de
CCly/Br, ou fotolise de CBry em presenga de CCL. As informagdes qualitativas e
quantitativas sobre as espécies que sdo formadas nesses sistemas sdo importantes
fontes de dados para a interpretagdo da quimica e dos mecanismos das rea¢des que
as originaram. Como exemplo pode-se citar:

- novas rotas de sintese de misturas de haletos e peraletos orginicos mais
complexos a partir de haletos mais simples;

- a destruigdio destes haletos, mineralizando-os, em sistemas onde eles sdo
indesejaveis, como nas aguas potaveis;

- como iniciadores de reagdes de radicais livres e ion carbonio, pois a ligagdo C-
halogénio tendo energia de ligagio menor que C-H e C-C, quebra-se
preferencialmente sob o efeito da radiagdo gama (BERTRAN, 1987).

L1.1 - Revisdo bibliografica sobre compostos peralogenados

Extensas revisdes bibliograficas sobre este assunto podem ser encontrados
em trabalhos publicados por LEONE (1988), BERTRAN (1987), VALENTE
(1984), BONATO (1983) e MURTA (1982), do grupo de radioquimica e
croniatograﬁa liquida do Instituto de Quimica da UNICAMP.
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Entre os primeiros trabalhos, utilizando cromatografia gasosa, para a
separacdo dos peralogenados, SISTEK e URBAN (1970) encontraram como
produtos de radi6lise de solugdes de CBrs em CCl; os seguintes compostos:
CBrCl; , CBr,Cl, , CBrsCl, C;Cls, C:BrCls , CBraCly ,  C3Br3Cls, CBr,Cl, ,
CBrsCl, C;Brs. O tempo de retengio para os compostos foi dado em termos de
retengdo relativa. O composto C,Bre, apesar de citado como produto, ndo aparece
nos cromatogramas apresentados. E de se supor que a presenga deste composto €

uma extrapolagdo dos tempos de retengdo.

SCHWARTZ e FIRESTONE (1962), ao estudarem a radiélise de CBr,Cl,,
encontraram os seguintes peralogenados por CG: CCly, CBrCls, C;,Cls € C,Br,Cly.
Sugeriram a presenca de outros 4 compostos: CBr;Cl, CBry, C,BrCls e C;BriCls,
mas ndo confirmaram, provavelmente devido a falta destes padrSes que séo dificeis

de serem encontrados na forma pura.

Em trabalho realizado na UNICAMP, MURTA (1982) determinou a
concentracdo minima detectavel para alguns compostos peralogenados, por CG,
através de injecdes de solugdes padrdo, com operagdo de dois detectores em série,
detector de ionizagio em chama (DIC) e de fotoionizagdo (DFI), considerando as
areas obtidas tais que a relagfio sinal/ruido fosse maior que 2 (Tabela 1.1).
Observou que o detector de fotoionizagdo era aproximadamente duas vezes mais
sensivel do que o de ionizagdo em chama, para o CBry. Para 0 C;Brs a sensibilidade
foi ainda maior. A sensibilidade do detector de ionizagio de chama aumentou com
o aumento do numero de atomos de cloro na molécula, ¢ o de fotoionizagdo

diminuiu (Figura I.1).
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Tabela I.1: Concentragio minima detectavel para os detectores de
ionizagdo de chama e de fotoionizagdo. Coluna: SE-30 10% / Chromosorb WAW-
DMCS, 80/100 mesh, 3 m, 2 mm DI, vidro, a 100°C. Gas de arraste: nitrogénio a

25 ml/min. Volume injetado: 2 uL.

Concentracdo ( pg/ul)
Detector CCl; CBr(Cl; CBr, CCly GCBrs GCBr,Cly, CyCly
DIC 10 5x10° 2x10* 1x10* 1x10* 1x10% tx10?
DFI 100 2x10% 1x10* 1x10® 1x10° 1x10* 5x107

"
AREA { AREA | RESPOSTA ‘X
COMROSTO! o 'c | pgp |RELATIVA Fy
DIC/DFI ]
[T 2450 | 5830 | 4z
cBntl "we 760 | s
Cylily ni 120 | %y
- 00 -
CyBry - ‘_-:_-.
coyer | seo 170 2 g
&
-
et 4
m
&
st
d =.
'
- -
)
(13 o lax w0

*para dailanis 4z Tada s avsaia,

Figura L1: Cromatograma obtido por MURTA (1982) com detecgdo simultinea de uma
mistura de compostos peralogenados, por ionizagdo de chama e por fotoionizagio; repostas relativas
dos detectores. Coluna: SE-30 a 100°C. FM.: N; a 25 mL/min.
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MURTA, também efetuou andlise para os peralogenados por CLAE,
testando algumas colunas de fase reversa quimicamente ligada e utilizou fase mével
polar metanol/agua (70:30v/v) onde conseguiu as melhores separagles para os
compostos: CBrCls, CBry, CCla, C;Bts , C2BryCly , C,Cls (Figura 1.2).

Figura L2 : Cromatogramas obtidos por CLAE, da mistura padriio, para se observar a
rwposta relativa do detector de ultravioleta em dois comprimentos de onda. A: detecgdo em 240 nm.
-B: detecgdo em 220 nm. Coluna: VYDAC-RP 18, didmetro de particulas 10 pm ¢ dimensdes de 250 x
10 mm. Fase movel: metanol/agua 70:30 v/v. Vazio: 2 mL/min. Vol. inj. 100 pL. (MURTA 1982).

VALENTE (1984) realizou revisdo bibliografica, de 1962 a 1983, para a
determinagdio dos compostos peralogenados por CG, citando as condi¢des de
andlise e finalidades. Observou que existe preferéncia pelo uso de fases
estaciondrias de baixa polaridade (SE-30, OV-17) e que o detector de captura de
elétrons ( DCE) é adequado para detecgdes a nivel de nanogramas.

Em seus experimentos, estabeleceu através dos tempos de retengdo

experimentais de padroes de compostos peralogenados, os tempos de retengo
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interpolados para as séries dos peralogenados de férmulas CBrCly e C,BrCly
(x + y = 4), plotando-se os tempos de retengdo, tg , versus o nimero de atomos de
bromo nos peralogenados ( COLLINS et al., 1988). Usou detector de fotoionizagio
e coluna de Apiezon L 10% + 2% KOH / Chromosorb WHP 100/120 mesh; 1,5 m x
2 mm DI, 1/8” DE, de ago inoxidavel (Tabela 1.2).

Tabela 1.2: Tempos de retencdo experimentais e interpolados para as
sértes CBr,Cl, e C;BrCly ( x + y = 4) obtidos por VALENTE (1984).

Composto tr (min) tr interpolado (min)
CCl 1,9
CCl3Br 3,6
C.ClL 4,5
CCIzBI’z 5 ,6
C,Cl3Br 6,8 6,8
CBr;Cl 7,6 7,6
CzBI‘zClz 8,8 9,0
CBr, 9,8
C,Br;Cl 11,0 11,3
C2B1'4 13,6

O autor, também desenvolveu métodos de calibragdo externa e de padrio
interno para os compostos peralogenados encontrando como limites inferiores
confidveis de detecgdo, usando detector de ionizagdo em chama, em termos de

massa injetada e concentragdo da solugfo do halogenado em CCly; os seguintes

valores:

Tetracloroetileno - C,Cly - 0,1 a 1,5 pg, 0,135 mg/mL.
Dibromodiclorometano - CCL,Br, =0,25 ng, 0,243 mg/mL.
Tetrabromometano - CBry = 2,5 pg, 2,150 mg/mL.
Bromotriclorometano - CBrCl; = 0,4 ug , 0,343 mg/mL.
Tetrabromoetileno - C,Bry = 7 ug, 5,48 mg/mL.
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N&o se observaram desvios de linearidade para as massas € concentragdes
mais elevadas. Obtiveram-se retas analiticas que permitiram interpolagdes de 4reas
corrigidas com reprodutibilidade entre 2 e 4%. Recomenda-se o uso do método da
“adicdio de volumes fixos™ para as dilui¢des no preparo das solugdes padrdes e que

as curvas analiticas devem ser preparadas em épocas proximas da anilise.

BERTRAN (1987) determinou os produtos formados por radidlise gama
%Co de solugdes diluidas de CBr; a 3% em CCly por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), interpolagdo de tempo de retengdo
(tr) para os compostos que nio dispunha de padrdes e resposta seletiva de dois
detectores cromatograficos ( DIC e DFI). Comparou os produtos formados pela
radidlise com os produtos formados pela termoélise a varias temperaturas. Encontrou
diversos compostos peralogenados como CBrCl;, CBr,Cly, CBr;Cl, C,Cly, C,BrCl,
C,Br,Cly, C,Cls ¢ C;Bry através de andlise por CG (Figura 1.3). Nas suas
determinag¢des, suspeitou de decomposi¢do termal dos produtos de radidlise com

dois carbonos.

o ] o] - [

L

-

. Figura L3: Cromatograma obtido por BERTRAN (1987) pela técnica de CG para amostra de
CBry/CCl, irradiada com 160 kGy . Coluna de vidrode 1,8 m x 2 mm, 20% de SP 2100 + 0,1% de
Carbovax 1500 / Supeicoport 100/120; detector: FID 200°C; FM: N, vazio de gases No/Hy/Ar
30/30/300 mL/min; injetor: 150°C; programagfio: 40 a 180°C a 4°C/min. 1= CBrCl; 2=C,.Cl; 3=
CBr.Cl; 4=C.BrCl;; 5= CBrsCl; 6= C:Br.Cly; 7= CBry; 8= C:Cls € 9= C.Bra.
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LEONE (1988) relata que mesmo com a vantagem de a CLAE efetuar as
anilises 3 temperatura ambiente, o que evitaria a possivel decomposi¢do térmica de
alguns dos compostos peralogenados, ja citada por MURTA (1982) e
ROGOZINSKI (1964), poucos trabalhos sio encontrados na literatura a respeito de
andlises de peralogenados por CLAE. A maioria destes tratam de andlise
quantitativa de C,Cly ou CyCls , estando relacionados com poluentes de dguas
naturais em sistemas usando fase movel polar e fase estaciondria apolar
quimicamente ligada. Extensas revisoes bibliograficas foram feitas sobre andlises

simultineas de compostos peralogenados, ndo encontrando nenhum trabalho.

Devido a suspeitas de decomposi¢do térmica durante as analises de
compostos peralogenados, de dois atomos de carbono saturados e ricos em bromo
por CG, LEONE (1988) desenvolveu um método de andlise qualitativa por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para identificar todos os possiveis produtos
de reagdes de radiélise de solugdes de CBry em CCl, € fotlise de solugdes diluidas
de C,Brg / Cl, em CCly.

Durante o desenvolvimento de metodologia para andlise qualitativa de
compostos peralogenados por CLAE, LEONE (1988) fez um estudo com vérias
colunas de fase reversa quimicamente ligada, usando as seguintes fases e colunas:
Vydac C-18 de 10 pm de didmetro médio ¢ dimensdes de 250 x 4,6 mm, Spherisorb
RP-18 de 5 um de didmetro médio e dimensdes de 100 x 4,6 mm, Lichrosorb RP-
18 de 5 pm de didmetro médio e dimensdes de 100 x 4,6 mme Ultrasphere ODS de
5 um de didmetro médio e dimensdes de 250 x 4,6 mm. Das colunas testadas, nas
condi¢des das analises, a que proporcionou as melhores separagdes foi a coluna

recheada com particulas de Ultrasphere-ODS de 5 um, com fase mével polar
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(Figura L4). A fotolise de solugdo diluida (0,3%) de C,Brs, em presenca de Cl,
usando CCly como solvente, sob luz UV de uma limpada de vapor de merctrio,
produziu misturas de compostos do tipo C;Br,Cl, (y + z = 6), variando entre
C,Br;Cl; até C2Clg, em diferentes quantidades, dependendo do tempo de exposigao.

Figura L4 : Cromatograma obtido por LEONE (1988) com coluna Ultrasphere ODS na
separagdio da mistura dos peralogenados padrdes. FM: MeOH/H,O 80:20 v/v; vaziio: 1,0 mL/min; vol.
inj.: 10 pL; detecgdo 220 nm.
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1.2 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ¢ definida como um
método fisico-quimico de separagdo de componentes de uma mistura, realizada
através da distribui¢io desses componentes entre duas fases. Uma das fases
permanece estacioniria enquanto a outra move-se através dela. Durante o
desenvolvimento cromatografico, os componentes da mistura sfio distribuidos
através das fases, resultando em migracdes diferenciais dos componentes da
mistura (COLLINS e colaboradores, 1990).

| A CLAE ¢ uma das técnicas analiticas mais importantes como método de
separagio, devido a sua alta eficiéncia, sensibilidade, versatilidade e rapidez, e
apresenta um vasto campo de aplicagdo para éompostos liquidos ou sélidos
(sohiveis na fase mével), idnicos ou covalentes, compostos de elevada massa
molecular efou de baixa estabilidade térmica. Amostras tipicas analisadas pela
CLAE: aminoacidos, proteinas, polimeros, pigmentos, lipideos, tintas, vitaminas,

residuos de poluentes, produtos farmacéuticos, etc.

As colunas para a CLAE empregam fases estacionarias (FE) com particulas
de pequeno didmetro (3 a 10 pm), o que torna necessario trabalhar em altas
pressdes (> 300 kg/cm?), resultando em anilises ripidas e eficientes.

1.2.1 - Parimetros cromatogrificos para avaliaciio do sistema

- Para se avaliar as condigdes do sistema cromatogréfico, principalmente a

coluna, deve-se fazer os célculos dos pardmetros cromatograficos, com o proposito
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de se obterem informagdes sobre a qualidade do sistema. Essas medidas sdo

realizadas diretamente no cromatograma, de acordo com a Figura L.5.

O tempo de retengio do soluto, tg , corresponde ao tempo desde a injegdo
até a detecio maxima da banda; ty é o tempo de retengdo de um composto no

retido pela fase estaciondria. Os valores sfio calculados usando as seguintes

expressoes:
tr=dr/f (L1)
tm=dm/f (L.2)
onde,

f é a velocidade do papel no registrador;
dg ¢ a distincia de retengdo do soluto;

dys € distAncia de um soluto ndo retido.

)
} 'r2
= 'Ry at
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Figura LS - Cromatograma mostrando as medidas necessirias para o calculo dos
parametros cromatograficos.
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O tempo de retengiio ajustado, t’r , é 0 tempo que as moléculas do soluto

ficam retidas na fase estaciondria, calculado pela diferenca:
t'R= tr-tm (1.3)

O fator de retencdio, k, ¢ uma medida de retengdo de um soluto, sendo
determinado pela raziio dos tempos em que as moléculas do soluto ficam retidas na

fase estaciondria e percorrendo a coluna na fase mével.
k= (tg-tm)/tm = t'r/tm (1.4)

Valores ideais de k variam entre 2 ¢ 10, sendo que valores altos indicam que
o soluto ficou muito tempo retido (longo tempo de andlise) e valores baixos indicam

que o soluto ficou pouco retido.

A resolugdio, Rs, ¢ uma medida quantitativa do grau de separagdo de dois
picos adjacentes, sendo dependente da eficiéncia, do fator de retencdo e do fator de

separacdo da coluna.

RS=2X!tR2-T.R1! = 1,177X!tR2-T.R1) (15)
Wp1 + W2 Whi + W2

onde,

tr1 €ty = tempos de retengdo de 2 picos adjacentes;
W) -€ Wi = largura dos picos na linha de base;

Whi € Wiy = largura dos picos a meia-altura.
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A capacidade da coluna de efetivar a separagdo de dois compostos retidos €
dada pelo fator de separagdo, o, que ¢ calculado pela razdio entre os fatores de

retencdo para dois picos adjacentes. Valores de o em torno de 1,2 indicam boa

separacdo.
a=k, = tm (1.6)
k; 15:3

A eficiéncia no sistema de CLAE pode ser avaliada através do mimero de
pratos, N, que é a medida do nimero de etapas de equilibrio do soluto entre a fase

mével e a fase estaciondria.
N =16 x(tg / Wo)* = 5,54 x (tr / Wn) > (L.7)
O pardmetro altura de prato, H, que € a razdo entre o comprimento da coluna
(L) e o nimero de pratos, € Gtil para se comparar colunas diferentes, em termos de
eficiéncia, pois considera o comprimento das colunas.

H=L/N (L8)

A eficiéncia de uma coluna , em termos de altura de prato, H, pode ser

determinada através da equagdo de van Deemter:
H=A+(B/p)+Cu (1.9)

onde,

u é a velocidade linear média, L/tu.
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O termo A ¢é a contribuigdo devido aos diferentes caminhos percorridos pelas
moléculas do soluto € que causam alargamento dos picos. Este termo pode ser
reduzido, usando-se particulas uniformes e com pequenos didmetros ¢ colunas
uniformemente recheadas. O termo B est4 relacionado com a difusdio longitudinal
(ao longo da coluna), resultante do movimento das particulas de soluto, em todas as
diregdes e que causam alargamento dos picos. Este termo ¢ mais importante em
cromatografia gasosa do que em cromatografia liquida, pois o coeficiente de difuséo
no liquido ¢ muito menor do que no gis, porém, altas vazbes de fase movel
contribuem para a minimizag3o deste termo porque diminui o tempo de residéncia
do soluto na coluna. O termo C, est4 relacionado com a transferéncia de massas, ou
seja, a facilidade que as moléculas do soluto tém de serem transferidas da fase
movel para a fase estacionaria e vice-versa. Um filme fino de liquido que recobre o

suporte ira minimizar este termo. A Figura 1.6 mostra uma curva tipica de van

Deemter.

" p s A+ B/u +Ca
E
= C.m
R miniemo —1-\-=>7
A
' B/x
‘:'dﬁnu Alcm-i"l

~ Figura L6 - Curva da equagio de van Deemter mostrando as contribuigdes dos varios termos €
a velocidade linear 6tima. (A) difusdio turbilhonar; (B) difusfio longitudinal; (C) transferéncia de massas
¢ (D) H total.
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Na avaliagdo de colunas para CLAE, o calculo de N e H somente ¢ confiavel
para picos simétricos. Quando se tem picos assimétricos ou com caudas, os valores
de N e H calculados podem n3o ser corretos. Assim, uma maneira facil de verificar
a confiabilidade dos calculos de alguns dos parimetros cromatograficos ¢ calcular o
fator de assimetria, Asyo, medido a 10% da altura do pico:

Asjo= CB (1.10)
AC
O valor 6timo para a Asj, deve estar entre 0,9 a 1,2, de acordo com
SNYDER e KIRKLAND (1979); se for maior, aumentam-s¢ 08 €fros positivos no
calculo de N. A Figura 1.7 ilustra a medida do fator de assimetria.

FATOR DE ASSMETRIA _ CB
Do PiCO AC

S o — — " - ]

Figura 1.7 - Medida do fator de assimetria (Asio) de um pico, tomada a 10% da altura.

1.2.2 - Separacdo dos componentes da amostra

Ap6s a escolha da coluna cromatografica, procede-se a otimizagio dos

pardmetros que governam a separagao dos componentes de uma amostra.
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Segundo POOLE e POOLE (1989) para proceder 2 otimizag3o das varidveis
cromatograficas, deve-se avaliar quantitativamente estas, através do cromatograma,
em termos da resolucdo desejada para um conjunto de picos, ja que o objetivo da

| cromatografia é obter a separagio de uma mistura em seus componentes individuais
" em um tempo razoavel de analise. Um valor de resolugio de 1,0 corresponde a uma
separagdo de 94%, que é considerada adequada para a otimizagio da separagfo. Ja
numa separagio de 100%, onde os dois picos consecutivos atingem a linha de base,

corresponde a uma resolugdo de aproximadamente L,5.

O controle quantitativo da resolugio pode ser baseado na otimizacdo das
variaveis da equagdio fundamental (1.11), ou seja, a eficiéncia ou namero de pratos

(N), o fator de separagdo entre picos adjacentes (o) € 0 fator de retengdo (k).

Rs= W. (a-1) . _ky (L11)
4 « (ka+1)

A primeira tentativa é aumentar k, alterando-se a forca da fase mével. Para
um aumento de k deve-se usar fases méveis fracas, e para uma diminui¢3o, fases
moveis fortes. A variagio da forga da fase movel ¢ feita pela alteragdo da
concentragdo dos componentes ou substitui¢do destes. Se a for¢a da fase movel for
constante durante toda a analise, o sistema é chamado isocritico e se existir
~ variago desta forca com o tempo, o sistema € denominado gradiente. A faixa de
-resolucdo 6tima para muitas separagdes corresponde ao intervalo de k entre 2 e 10.
Valores de k maiores resultam num tempo de separagédo longo com uma pequena

" melhora na resolugao.
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Uma coluna mais eficiente fornece melhor resolug@io pela maximizagio de N.
O valor de N é governado pelo fator que controla o alargamento do pico. O termo
de eficiéncia aparece como raiz quadrada na equagdo L.11, assim para mudangas
significativas na resolugdo, deve-se alterar muito N. A eficiéncia pode ser
aumentada pelo aumento do comprimento da coluna, porém levard a um maior
tempo de andlise.

O aumento de o influi muito na resolugdo, ocasiona o deslocamento de um
picb em relagio ao outro e geralmente leva 4 diminui¢io do tempo de andlise. Este
aumento pode ser conseguido trocando-se a composi¢do da fase moével, ou
mudando a fase estaciondria, ou a temperatura da coluna. Valores da forga do
solvente sio freqiientemente encontrados na literatura (JOHNSON e STEVENSON,
1978). A mudanga da fase estacionéria implica em mudar a coluna, o que deve ser
considerado como ultima tentativa. A variagdo da temperatura implica na variagdo
da viscosidade da fase movel e, conseqiientemente, na vazo e na press3o, porém é
uma alternativa que pode ser 1til. O limite de temperatura de operagdo das colunas
(fase estacionaria) devem ser respeitados e s3o especificados pelos fabricantes.

i iR TR R« e e © o [T
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'L3 - Detecc@o indireta em cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cromatografia por método fotométrico indireto foi introduzida por SMALL ¢
MILLER em 1982 para detectar espécies ibnicas transparentes ao UV, usando
detector de UV em cromatografia sem supressio de ions. O método tornou-se
rapidamente muito usado para uma grande variedade de aplicagdes (espécies i6nicas

e ndo idnicas) devido a sua boa sensibilidade.

A deteccdio indireta é um método simples para se identificar e quantificar
compostos sem ou com baixa resposta aos detectores de CLAE, como UV/Visivel,
fluorescéncia ou eletroquimicos. Na CLAE, podem ser aplicados os métodos
indiretos em sistemas onde o soluto tem ou nfo carga. Um componente detectavel €
incluido na fase mével dando uma resposta no detector que varia como resultado da
presenga de outros solutos na solugdo. Os principais compostos usados s@o:
benzoatos, ftalatos, salicilatos, carboxilatos, devido terem larga absortividade molar
na regidio do UV, bem como capacidade seletiva de troca i6nica. Acidos orginicos,
como 4cidos tartirico, malico e outros também sfio usados. A grande vantagem

destes métodos é que sio de deteccdo universal .

SCHILL ¢ CROMMEN (1987) aplicaram o método de detecgdo indireta
usando sistemas de CLAE-fase reversa, detector de UV, na separagdo de lcoois
alifiticos com fase movel nicotinamida 4.10* M em 4gua, fase estaciondria
Ultrasphere ODS e na separagdo de 4cidos carboxilicos com fase mével sendo
1-fenil-etil-2-picolino 3.10%* M em tamp3o acetado (pH 4,6), e a fase estacionaria
composta por Fenil pBondapak. Os autores, notaram o aparecimento de dois tipos

de picos: um correspondente aos solutos injetados ¢ um pico caracteristico do
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sistema (“system peak”). Os picos do soluto mudam de sentido (positivo ou

negativo) ap6s a eluigdo do “system peak” (Figura 1.8).

YEUNG e KUHR (1991) relataram que uma das grandes vantagens do uso de
métodos indiretos para compostos que ndo apresentam resposta aos detectores de
CLAE é ndo ser necessario o uso de pré ou pos derivatizagdo para converter 0
analito de interesse numa espécie que responda ao detector, 0 que em muitas
situages, tornaria a analise muito dispendiosa. Outra vantagem ¢ que devido ao

analito ndo ser alterado quimicamente, estudos das fra¢des separadas podem ser

realizados.
5
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Figura 1.8: I - Alcoois Alifaticos. FM: nicotinamida 4.10* M em Aagua; FE:

Ultrasphere ODS; detecgdo em 268 nm. 1= metanol, 2= propileno glicol, 3= etanol, 4= 2-propanol,
5= 1-propanol, 6= “system peak”, 7= 2-butanol, 8= 2-metil-1-propanocl e 9= 2-butanol.

II - Acidos carboxilicos. FM:1-fenil-etil-2-picolino 3.10°*M em tampdo acetado, pH
4,6; FE: Fenil pBondapak; deteccdo em 254 nm. 1= 4cido acético, 2= acido propidnico, 3= acido
butirico, 4= acido valérico, 5= acido caproico, S= “system peak”. SCHILL e CROMMEN (1987).
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II - OBJETIVOS

O trabalho proposto teve como principal finalidade o desenvolvimento de um
método de analise quantitativa para compostos organicos halogenados, saturados e
insaturados, ndo hidrogenados, derivados de hidrocarbonetos, do tipo C.Br,Cl,
(x=10u2; y+z=40u6) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Para alcangar este objetivo, o trabalho experimental foi dividido nas seguintes

etapas:

e avaliar uma coluna de fase reversa (Ultrasphere-ODS), com relagdo aos
pardmetros cromatograficos: eficiéncia, resolugdo, fator de separagdo ¢ fator de

assimetria;

o realizar a separagdo de uma mistura de nove compostos peralogenados;

. detenninar_ a faixa dinimica linear para alguns dos compostos;

e cstabelecer curvas analiticas para os compostos, dissolvidos em mistura
metanol/agua, determinar a quantidade minima detectavel no sistema

cromatografico utilizado e quantificar por calibragdo externa;

o realizar estudo usando cloroférmio como padriio interno, para construgdo de

curvas analiticas, para os mesmos compostos peralogenados.



PARTE EXPERIMENTAL

I1I - PARTE EXPERIMENTAL

I11.1 - Materiais

HI.1.1 - Reagentes e solventes

- Agua destilada e deionizada pelo processo Nanopure da Barsntead
- Acetona p.a.,Merck.

- Benzeno p.a.,Merck.

- Benzonitrila,Carlo Erba.

- CHCl; Lichrosolv para cromatografia,Merck.

- CCly p.a.,Merck.

- CBr(l; grau "pratical”,Eastman.

- CBr;C),,Alfa Products.

- CBr4,JCN Pharmaceutical.

- C,Clg, Carlo Erba.

- C,Brg,K and K Laboratories.

- C,Br4,ICN Laboratories.

- C,Br;Cly ( 1,2-dibromotetracloroetano),Aldrich.
- C,Cl4 (reagente extra puro),Merck.

- Ftalato 4cido de potassio p.a.,Carlo Erba.

- Metanol Lichrosolv para cromatografia,Merck.
- Naftaleno p.a.,Carlo Erba.

- Tolueno p.a.,Merck.

- Cloreto de calcio p.a., Carlo Erba.

- Hidréxido de potassio p.a., Nuclear.

- Acido sulfiirico p.a., Merck.

20
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II1.1.2 - Coluna empregada

Coluna recheada com particulas Ultrasphere-ODS, de 5um de didmetro
médio das particulas, 250 x 4,6 mm de didmetro interno, fabricada pela
Altex.

I11.1.3 - Instrumentac¢dio ¢ materiais

-Detector por absorvincia no UV/Visivel de comprimento de onda varidvel
entre 190 a 770 nm, modelo SPECTROFLOW 770, com volume de celade 8 uL -
Schoeffel Instruments.

-Bomba reciproca tipo pistdo, cabe¢a dupla, modelo 510 - Waters.

-Registrador modelo RB 102, Equipamentos Cientificos do Brasil.

-Injetor Rheodyne Model 7125 Rheodyne Inc. com alga de amostragem de
10,0 pL.

-Espectrofotdmetro com conjunto de diodos - HP 8452 - A

-Balanca analitica,Fisher Scientific A-250, incerteza + 0,0001g.

-Sistema de filtragio de fase mdvel Millipore, com membrana de Teflon
FHUP 04700, 0,45um.

-Materiais volumétricos: baldo volumétrico calibrado de (10,03 + 0,01)

mL, pipetas volumétricas calibradas de (4,00 ; 0,98 ; 0,51 + 0,01) mL.
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I11.2 - Avaliaciio da coluna cromatogrifica

I11.2.1 - Recuperacgio da coluna

Inicialmente a coluna cromatogréfica apresentava problemas de vazamento
nas conexdes e alta pressdo ao se permitir fluxo de fase mével. Realizou-se a
substituigio  dos filtros da coluna por novos e procedeu-se a regeneragdo. A
regeneragio da coluna foi baseada nos trabalhos de ABBOTT (1985) e DOLAN
(1985; 1989 e 1990) que consistiu na passagem de 10 vezes o volume da coluna
(aproximadamente 41 mL) dos seguintes solventes: metanol, diclorometano,
metanol e fase movel numa vazio de 0,2 mL poi' minuto, sendo que a coluna foi
revestida externamente por uma camisa de vidro com 4gua termostatizada a
45°C.

Ap6s esta etapa abriu-se a coluna, verificando-se um espago vazio
(volume morto) no topo da coluna. Para eliminar este espago vazio na coluna foi
colocada uma suspensio de material de recheio, particulas de ODS recuperada, por
auxilio de uma espatula pequena. Fechou-se a coluna, permitindo-se o fluxo de fase
mével em vazio de 1 mL/min, abriu-se a coluna, colocou-se mais material de
recheio. Repetiu-se este procedimento até ndo mais se observar volume morto no

topo da coluna.
111.2.2 - Escolha da mistura para avaliar a coluna cromatografica

A etapa seguinte da avaliagdo da coluna, consistiu em testar sua qualidade,
usando-se uma mistura padrio formada por acetona, benzeno, benzonitrila, tolueno
e nafaleno dissolvidos na mistura metanol/agua 70/30 v/v. Estes compostos foram

escolhidos em fungdio do tipo de coluna (fase-reversa), disponibilidade no
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laboratério, por posssuir absor¢do de luz no U.V. e coincidir com misturas usadas
por alguns fabricantes de colunas cromatograficas. A mistura foi preparada de
forma a se obter alturas dos picos proximas quando cromatografadas
correspondendo a 70% da escala do papel. O comprimento de onda de detecgfo
escolhido foi de 254 nm,

II1.2.3 - Qualidade da coluna cromatogrifica

A coluna cromatografica foi avaliada, injetando-se 10 pl. da mistura padrio e
determinando-se os seguintes parimetros cromatograficos:

- mamero de pratos, N;

- nimero de pratos por metro, N.m™;

- resolugdo, Rs;

- fator de separagio, o;

- fator de assimetria a 10% da altura do pico, As,.

Para o célculo destes pardmetros realizaram-se sempre trés inje¢des,
usando-se a média destes valores. As medidas dos picos foram feitas
manualmente. Adotou-se como critério a obten¢io de picos com largura maior
que 1 cm e altura do pico aproximadamente 70 % da escala do papel com o

objetivo de minimizar erros nas medidas manuais.

Os valores dos pardmetros cromatograficos foram calculados para os

compostos mais retidos, tais como tolueno e naftaleno.
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I11.2.4 - Escolha da vazio 6tima

Baseando-se na equagio de van Deemter, para a otimizagéo da vazdo de
fase movel, realizaram-se medidas de altura de prato, H, para o naftaleno em
diferentes vazdes e construiu-se uma curva H (mm) x p (mm/s). O ponto minimo

desta curva corresponde a velocidade linear 6tima de anilise (Tabela II1.2 e Figura
m1.2).

IIL.3 - Resultados da avaliacdo da coluna cromatogrifica

Na avaliagio de colunas cromatograficas s3o usadas misturas de compostos
com diferentes polaridades, como: acetona, benzeno, benzonitrila, tolueno,
naftaleno. Para avaliagdo da eficiéncia da coluna expressou-s¢ o resultado em
fingiio de determinados compostos da mistura. As condi¢des de medida dos
pardmetros cromatrograficos, como a eficiéncia, devem ser mantidas constantes e
especificadas, pois modificagdes de composicdo da fase movel, vazio da fase
mével, do composto teste e sistema cromatogrifico, ocasionam alteragdes nos

valores dos paridmetros cromatograficos.

A Figura I11.1 mostra um cromatograma obtido para os compostos usados na
avaliagdo da coluna cromatografica. Na Tabela IIL.1 tém-se os resultados da
avaliacio da coluna com valores de eficiéncia, N, eficiéncia por metro de coluna,
N/m, altura equivalente a um prato, H, assimetria, As, resolucdo, Rs e fator de

separa¢do, medidos entre naftaleno e tolueno.
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Tabela III.1 : Avaliagdio da coluna Ultrasphere ODS. Condigdes de
analise: Fase movel MeOH:H,0 80:20v/v, vazio 0,8 mL/min, volume injetado:

10 pL.. Detecgdo em 254 nm. Sistema Schoeffel.

Composto
Tolueno Naftaleno

N 12,1 x10° 16,1 x 10°
N/m (m™) 48,5 x 10° 64,2 x 10°

H (um) 20,6 15,6

ASm 0,81 0,90

o* 1,2

Rs* 5.5

* tolueno-naftaleno

JUUUL_
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Figura HI.1: Mistura padrio usada na avaliagio da coluna cromatografica. Condi¢des de
analise: FM MeOH:H;O 80:20 v/v, vaziio 0,80 mL/min, deteccio em 254nm. Volume injetado 10pL.
1- Acetonz; 2- Benzonitrila; 3- Benzeno; 4- Tolueno e 5- Naftaleno.
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Estes resultados demonstram que a coluna apresenta-se em condi¢gbes para

analise,

Tabela IIL2: Determinac¢do da vazdo 6tima de fase moével. Condigdes de anilise:
Fase movel MeOH:H,O 70:30 v/v, sistema Schoeffel, detecgdo em 254nm, coluna

Ultrasphere-ODS, volume injetado 10pL.

vazio (mL/min) H (mm) M (mm/s)
1,0 0,0216 1,667
0,8 0,0183 1,336
0,6 0,0166 1,004
0,4 0,0191 0,664
0,2 0,0245 0,342

0027 -

0,024 - *
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£
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Figura I11.2: Curva de van Deemter experimental.

- O ponto minimo desta curva (Figura III.2) corresponde a velocidade linear

otima de andlise, que foi de 0,6 mL/min, onde a eficiéncia do sistema é maxima,
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IIL4 - Avaliacio de detecgiio indireta

Com o objetivo de melhorar a sensibilidade do sistema cromatografico para
os compostos peralogenados, tentou-se aplicar o método de deteccio indireta
usando-se como fase movel mistura de metanol:agua:fialato ¢ um detector de UV-

Visivel. Foram obtidos cromatogramas em comprimentos de onda de absorgdo para
ftalato.

Para se determinar a regidio no UV onde os compostos peralogenados
apresentam baixa absor¢do, procedeu-se a aquisicdo de espectros usando-se um

espectrofotdmetro com conjunto de diodos na regido de 190 a 300 nm (Figura I11.3).
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Figura II1.3: Espectros na regidgo do UV (190 a 300 nm) para Os COmMPOSIOS peralogenados
(1 mg/mL), metanol ¢ ftalato 1 mM. Solvente metanot:agua 80:20 v/v.
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Devido aos compostos peralogenados apresentarem baixa absortividade na
regidio de 260 nm ¢ a fase mdvel contendo ftalato 1 mM absorver neste
comprimento de onda, procedeu-se a determinagfio dos compostos no cromatografo
pelo método de detecgdo indireta. A Figura III.4 mostra um cromatograma para 6

compostos peralogenados detectados pelo método indireto.

'ﬁ‘ya ~
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[ ! ] 1
0 5 10 15 l

Tempo ( min)

Figura IIL4: Cromatograma mostrando compostos peralogenados detectados pelo método
indireto. FM MeOH:H,O 80:20 v/v e fialato 1 mM, vazio 0,6 mL/min; volume injetado 30 uL;
A=260 nm. 1- CBrs ; 2- CClL ; 3- CBr:Cly; 4- CoBrs; 5- C;Bry; 6- C,ClL.

Apesar dos compostos peralogenados poderem ser determinados pelo
método indireto, nfo conseguiu-se estabelecer curvas analiticas. As curvas nio
apresentaram linearidade, pois ndo havia repetibilidade das 4reas obtidas para os

padrdes e assim o método foi abandonado.
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IV - ANALISE QUALITATIVA DOS COMPOSTOS
PERALOGENADOS

IV. 1- Preparagcio dos padrdes

Prepararam-se os padrdes dos nove peralogenados  disponiveis no
laboratério, dissolvendo-os em metanol e fase moével. Injetou-se no sistema

cromatografico, verificando-se a necessidade ou ndo de purificagdo.

Devido ao grau de pureza dos compostos peralogenados ser variado, alguns
apresentavam-s€ impuros, COm cor marrom, oOu apresentavam picos que
caracterizavam impurezas, quando cromatografados. Assim, 0s compostos C,Bry,
CBr4 e C,Brs foram purificados por sublimagdo a vacuo ao abrigo da luz (Figura

IV.1), produzindo cristais brancos e puros. O composto CBrCl; foi destilado,

desprezando-se a cabega e a cauda da destilagdo.

VACUO ~— IIT=X])

Figura TV.1 - Sublimador a vacuo, com sistema de refrigeracio.
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Para a purificagdo de CCl; adotou-se o método descrito por PERRIN e
ARMAREGO (1988), que consiste em agitar vigorosamente um litro de CCl, por
2 horas, com solucio saturada de KOH, scparar e lavar o CCly com agua
deionizada. Repetir este tratamento. Em seguida, agitar o CCLy com pequenas
quantidades de H,SO4 concentrado até ndo haver coloracdo e lavar com agua

deionizada. Ap6s a lavagem, secar 0 CCl, com CaCl, e destilar.
IV.2 - Anilise gualitativa

Efetuaram-se as analises utilizando-se algumas composices de fase moével
MeOH:H,O como 80:20, 70:30, 65:25 v/v, no detector de UV/Visivel com
detecgdo em 220 nm usando-se a coluna Ultrasphere-ODS.

Cada solugdo dos compostos peralogenados (CBry, CBrCl;, CBr,Cly, CCL,
C,Brs, C,Cli, CyBrs, C-BrCly, € CoCls) foi analisada individualmente no sistema

cromatografico com o objetivo de verificar os tempos de reten¢fio desses compostos.

Ap6s a identificagdio isolada do tempo de retengdo dos compostos,
foram preparadas misturas destes e novamente identificados na mistura através

da observagio do aumento da drea do pico por adi¢do dos compostos.
IV.3 - Resultados e discussdo da anilise qualitativa
Na escolha do comprimento de onda ideal para a detecgdo dos compostos

peralogenados, com o emprego do detector de UV/Visivel, considerou-se como

melhor comprimento de onda o que correspondia a uma banda de maximo de
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absorgdio no UV para os compostos € aquele no qual a fase mével ainda nio

absorvesse significativamente (Figura IV.2 e Figura IV.3).
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. Figura IV.2: Resposta relativa do detector por absorvincia no UV de compostos peralogenados
obtidos por MURTA (1982). Coluna : Vydac RP 18 (10um) de 250 x 10 mm; FM: MeOH:H,O 70:30 v/v;
concentragiio de cada composto: 0,1 mg/mL; sistema cromatografico: Altex/ Schoeffel.
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ABSORBANGCE

200 280 300
WAVELENSTH

#
Figura IV.3: Espectro na regifio do UV (190 a 300 nm) para metanol.

A etapa de identificagdo dos tempos de retengdo dos peralogenados no
sistema Schoeffel iniciou-se com os compostos de um carbono ( CCl, CBrCls,
CBr,Cl,, CBrs). Passou-se em seguida a identificacdo dos compostos com dois
stomos de carbono  saturados (CCls, C:Brs, C,Br,Cly) e os C2 insaturados
(C,CL, CyBry ).

Na Figura IV.4 vé-se a separagdo completa de 7 dos peralogenados,
excluindo-se os compostos CBrCl; e C,Cly . Os picos estdo resolvidos. As
Figuras IV.5 ¢ IV.6 apresentam os cromatogramas dos compostos peralogenados
utilizando-se fases moveis nas proporgdes de MeOH:H,O 80:20 v/v e 70:30 v/v,
respectivamente, para os 9 compostos. Observa-se que ocorre inversdo na ordem
de eluicio dos compostos C:Br,Cly e CoCly quando se usa fase movel
MeOH:H,O 70:30 v/v em vez de 80:20 v/v.
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Figura IV.4: Cromatograma obtidlo na separagio de 7 compostos peralogenados
usando-se FM MeOH:H,O 80:20 v/v, vazio 0,6 mL/min, volume injetado 10 pL, detecgdo em 220
nm. 1-CBr,; 2- CBr,CL; 4-CCli; 5-CiBrg; 6-C;Brs; 7-CBrCl; 9-CCls.

Os compostos do tipo CBryCl;, (x + z=6) ecluem entre os
compostos CsBr,Cl, (x+ z = 4 ). ‘As melhores separa¢des dos compostos
C2 ocorrem com o aumento da polaridade da fase movel, ou seja, diminuindo-se a
propbrg:ﬁo de metanol na fase moével, entretanto, com aumento nos tempos de

retencio.
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Figura IV.5: Cromatograma obtido na separagio dos peralogenados usando-se FM
MeOH:H,O 80:20v/v, vazdo 0,6mL/min, volume injetado: 10pL, detecgdo em 220nm. 1-CBry;
2- CBr,Cl; ; 3- CBrCly; 4-CCly; 5- CoBrg; 6- C:Bry, 7- C;BryCls ; 8- C.CL ; 9- CoCls.
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Figura IV.6: Cromatograma obtido na separagio dos compostos peralogenados usando- se FM
MeOH:H,O 70:30 v/v, vazio 0,6 mL/min, volume injetado; 1 0 pL, deteccdo em 220nm. 1- CBry;
2- CBr,CY; ; 3- CBrCl;; 4- CCly ; 5- C;Brgs; 6- CiBrs;, 7- C:BrCly; 8- C.Cly; 9- CoCls.
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Diminuindo-se a proporgio de metanol na fase movel para 50%, os
compostos peralogenados eluem em 3 horas e 30 minutos, aumentando muito o
tempo de analise. A diminui¢do da propor¢do de metanol na fase mével, apesar de
melhorar a separagio , diminui muito a sensibilidade. Esta diminuigio da
sensibilidade pode ser devida a menor solubilidade dos compostos na fase mével

e também devido ao alargamento da banda do pico decorrente do aumento do

tempo de retengéo.

Na tentativa de melhorar a separacio para os 9 compostos, alterou-se a
seletividade com acetonitrila ou tetraidrofurano, ndo foi bem sucedido. Em
tetraidrofurano os compostos niio foram soliveis e decompunham-se rapidamente,
principalmente os que apresentavam —atomos de bromo. Com a acetonitrila a

separacdo nio melhorou.

Uma alta resolugdo destes compostos pode ser conseguida com acoplamento
de colunas em série, pois a0 se acoplar colunas aumenta-s¢ a resolugdo. O
trabalho realizado por QUEIROZ (1995) mostrou que, com 0 acoplamento em
série de 3 colunas analiticas, consegue-se a separagdo completa dos 9 compostos.
O nimero de pratos para as trés colunas acopladas foi de 10.611 para o naftaleno.
Considerando-se que a Rs « VN, um acréscimo da eficiéncia de 3 vezes provoca
uma melthora na resolucdo de cerca de 1,7 vezes. A separagéo, também pode ter
sido melhorada pelo uso da fase estacionaria C-8 usada no acoplamento das
colunas. Porém, o tempo de analise ¢ aumentado, sendo que para a separagdo dos
Compostos peralogenados foram necessarios 112 minutos. A Figura IV.7 mostra a

separagdo conseguida.
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Outra possibilidade para resolugdo de misturas complexas dos
peralogenados com apenas uma coluna seria 0 uso de gradiente de fase mével. Os
compostos C1 sdo melhor separados com fase movel menos polar, enquanto 0s
compostos C2 sdo methor separados com fase movel mais polar. Nio se tentou a

separag¢do com sistema de gradiente, pois ndo se dispunha deste sistema em nosso

laboratorio.
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Figura IV.7: Cromatograma  obtido por Queiroz (1995) na separagdo dos compostos
peralogenados com acoplamento de trés colunas em série: 1-CBry, 2-CBrClL; 3- CBrCl;;
4- CCl; 5- CoBrs; 6- CBry; 7- CBrCl; 8- CoCli 9- C,Cls. Colunas 100 x 3,8 mm, recheadas
com C-8, 10 pm, FM MeOH:H20 70:30 v/v, vazio 0,2 mL/min, volume injetado 10 pL, & = 220nm.
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V - Determinaciio Quantitativa dos Compostos Peralogenados

Para um estudo inicial dos peralogenados escolheram-se os seguintes
compostos: tetrabromometano (CBry), tetraclorometano (CCly), tetrabromoeteno
(C3Bry), tetracloroeteno (C,Cly). Estes compostos foram escolhidos pela
disponibilidade no laboratério e pureza. Ndo se dispunha dos 9 peralogenados em

quantidades suficientes para desenvolver o método quantitativo de andlise.

Os compostos foram testados em vérias concentragdes com © objetivo de
se verificar a regido de linearidade destes compostos no detector de UV/Visivel.
Posteriormente, foram feitas curvas analiticas pelo método de padronizagdo externa

e curvas com padrio interno para cada um dos quatro compostos escolhidos.

V.1 - Determinagiio por calibracdio externa

V.1.1 - Preparo das solugdes

Inicialmente tentou-se preparar solugdes concentradas dos peralogenados
dissolvendo-os em pequena quantidade de metanol, seguido pela mistura metanol/
agua 80:20 v/v que corresponde 4 mesma composicdo da fase movel usada nas
analises. Essas solugdes concentradas seriam posteriormente diluidas
sucessivamente de forma a obter-se as curvas analiticas. Isto nfio foi possivel,
pois, além dos compostos peralogenados ndo serem totalmente solaveis em
metanol, ocorre decomposi¢do do CBr,; e C;Bry em concentragdes elevadas ao
entrarem em contato com o metanol, resultando numa solugdo de coloragdo
amarelada, que com o tempo, torna-se marrom, indicando a presenga da espécie

bromo (Br,). Também, foi necessario desgaseificar totaimente o metanol e a
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fase movel usados para dissolver os compostos peralogenados, para evitar a
decomposi¢iio dos compostos bromados. Esta desgaseificagiio foi realizada por

ultra-som durante 15 minutos.

Diante disto adotou-se como critério o preparo direto das solugdes mais
diluidas. Estas foram preparadas da seguinte forma:
- pesaram-s¢ 0s compostos em balio volumétrico de 10,03 mL aferido,
dissolvendo-os em 2 mL de metanol desgaseificado, avolumando-se o baldo
volumétrico de 10,03 mL com mistura MeOH:H,O 80:20v/v. Essa solugéo foi
denominada G1.1 (Tabela V.1);
- diluiu-se a solugfio G1.1 retirando-se uma aliquota de 4,00 mL com uma pipeta
aferida e diluindo-se novamente a 10,03ml. Foram feitas assim dilui¢des sucessivas
das solugbes anteriores, sempre usando-se a mesma pipeta e baldo volumétrico
(Tabela V.2);
- foi preparada uma nova solugdo, G2.1, pelo mesmo procedimento descrito, com
o objetivo de se obterem mais pontos nos graficos. As Tabelas V.1 e V.2

sumarizam as solugdes preparadas.

Tabela V.1: Solugdes de partida para determinagio da faixa dindmica
linear dos compostos peralogenados no detector de UV/Visivel em 220nm.

Solu¢do Composto Preparagédo O Concentragdo + EDP
( mg/mL )

Gl.1 CBr;, 28,50 mg diluido a 10,03 mL 2,841 + 0,004
Gl.1 CCls 512,30 mg diluido a 10,03 mL 51,08 +0,07

Gl.1 C,Br, 10,60 mg diluido a 10,03 mL 1,057 + 0,002
Gl.1 C,Cly 7,00 mg diluido a 10,03 mL 0,698 + 0,001
G2.1 CBr, 14,50 mg diluido a 10,03 mL 1,446 + 0,002
G2.1 CCL 405,50 mg diluido a 10,03 mL 40,43 +0,06

G2.1 C,Br; 8,60 mg diluido a 10,03 mL 0,857 +0,001
G2.1 C.Cl, 4,00 mg diluido a 10,03 mL 0,399 + 0,001

(1) Diluidos com metanol/agua.
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Tabela V.2: Solugdes para determinagiio da faixa dindmica linear dos
compostos peralogenados, preparadas por diluigio das solu¢des da Tabela V.1.

Concentragiio; EDP (mg/ml.)
Solugio CBr, EDP CCly EDP C,Br; EDP C,Cl; EDP

Gl.1 2,841 0,004 51,08 0,07 1,057 0,002 0,698 0,001
G2.1 1,446 0,002 40,43 0,06 0,857 0,001 0,399 0,001
G1.2 1,133 0,004 20,37 0,08 0,422 0,002 0,278 0,001
G2.2 0,578 0,002 16,12 0,06 0,342 0,001 0,159 0,001
Gl13 0,452 0,002 8,12 0,03 0,168 0,001 0,1109 0,0004
G2.3 0,231 0,001 6,43 0,02 0,136 0,001 0,0634 0,0002
Gl14 0,180 0,001 3,24 0,01 0,0670 0,0003  0,0442 0,0002
G24 0,0921 0,0004 2,56 0,01 0,0542 0,0002  0,0253 10,0001
Gl.5 0,0718 0,0003 1,29 0,01 0,0267 0,0001 0,0176 0,0001
G2.5 0,0367 0,0001 1,021 0,004 0,0216 0,00004 0,01037 0,00004

V.1.2 - Célculo das precisdes das concentragdes

Utilizou-se para o calculo da precisdo das concentragdes das solugbes o
primeiro algarismo significativo da estimativa do desvio padrdo (EDP) que foi
calculado de acordo com o critério de propagagdo de erros segundo BACCAN ¢
colaboradores (1979), isto ¢, para um resultado, r, obtido por produto ou quociente

de grandezas A,B,C com EDP iguais a Sa, Sb, Sc,

r- AxB (V.1
C
e sua EDP ¢
EDP = rx [ (Sa/Af +(Ss/B) + (Sc/CY 1 (V.2)

 Adotaram-se nos calculos as seguintes estimativas de desvio padrio,
calculadas por propagacdo de erros: para as massas, T 0,00014¢; para o baldo

volumétrico e pipeta volumétrica + 0,014mL.
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V.1.3 - Procedimento para anilise cromatogrifica

Apos a identificagdo dos picos, procedeu-se a definicdo das condigdes de
analise. As concentracdes dos compostos das Tabelas V.1 e V.2 foram suficientes

para que as alturas dos picos fossem proximas quando cromatografadas.

Usou-se detector de absor¢do no UV/Visivel em 220 nm, fase movel MeOH:
H,0 80:20 v/v, vazio de fase movel 0,6 mL/min, velocidade do papel 4 cm/min e
atenuagdes de 0,1; 0,04; 0,02 e 0,01 unidades de absorbéncia (UA). O volume
de solugio injetada foi de 10 pL. Todas as amostra foram injetadas 3 vezes sendo
a alga de amostragem e o injetor, lavados muito bem com a fase movel e amostra

antes de cada injegdo de solugdo de concentragdo diferente. Cromatograma €

mostrado na Figura V.1.
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Figura V.1: Cromatograma  dos compostos usados na analise  quantitativa.
Condiges de analise: FM MeOH:HO 80:20v/v, vazio 0,6mL/min, volume injetado 10pL, velocidade do
papel: 1 cm/min. 1- CBrs; 4- CCl, ; 6- C;Bry; 8- CCl.

Todos os picos para 0s 4 compostos escolhidos eluiam separadamente €

foram resolvidos até a linha de base. Para o célculo da éarea dos picos utilizou-se a
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area do tridngulo (BALL at al.), que é dada pelo produto BD x EF, ou seja, altura
vezes a largura a meia altura (Figura V.2).

i

Figura V.2: Critério de triangulagio para o calculo manual da area (A) dos picos resolvidos.
A=BDxEF.

V.1.4 - Resultados e discussido

Devido os picos apresentarem-se bem resolvidos e simétricos pode-se
calcular suas areas manualmente. Como utilizaram-se varias atenuagdes, as areas
foram corrigidas (Acor) para a menor atenua¢do usada (0,01 UA). A
reprodutibilidade das areas foi estudada pela sua estimativa de desvio padrdo
absoluto (EDP), calculada por:

EDP=[(xi-x)*/N-1]" (V.3)
onde:
xi = area calculada;
x = média das areas;

N = nimero de areas.
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A precisio das medidas, também foi avaliada pela estimativa de desvio
padriio relativo (EDPR), calculado por:

EDPR =(EDP/x)x 100 (V.4)

Baseado no trabalho de VALENTE (1984), adotou-se o critério de desprezar
os dados referentes a cada solugdio que ampliassem a EDP do parametro area
corrigida média (A.cor.m) para valores acima de 5% da EDPR.

Estes resultados encontram-se nas Tabelas V.3 a V.6. As lacunas nas tabelas

indicam pontos desprezados. Com estes dados construiram-se os graficos de

Acor.m versus concentragio para os 4 peralogenados (Figuras V.3 aV.10).

Tabela V.3: Determinagio da faixa dinimica linear para CBrs.

Concentragdo Al A2 A3 Acorm EDP EDPR

(mg/mL) em?) (em’)  (cm?)  (em?) (%)
2,841 194,4 194,4 1944 1944 0,0 0
1,446 122,2 122,2 122,2 1222 0,0 0
1,133 108,5 108,5 108,5  108,5 0,0 0
0,578 54,6 54,6 54,6 54,6 0,0 0
0,452 43,0 42,8 42,7 42,8 0,2 0,4
0,231 21,2 21,0 21,0 21,1 0,1 1
0,180 17,8 16,2 17,8 17,3 0,9 5
0,0921 8,8 8,8 8,7 8,8 0,1 |
0,0718 6,1 6,1 6,2 6,1 0,1 1
0,0367 3,4 3,3 - 3,3 0,1 2
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Entre o conjunto de 30 cromatogramas para O CBr, foram desprezados 6
cromatogramas. Os cromatogramas desprezados foram os referentes aos dois
ultimos pontos de maior concentragdo que ndo estavam alinhados numa reta como
mostra a Figura V.3. Os pontos alinhados para a aplicagdo da regressao linear
(método dos minimos quadrados) originaram a reta da Figura V 4, que €:

Area = (95,938 x Conc. do CBry - 0,461) cm’ (V.5)

Este grafico resulta em estimativa de desvio padrio relativo entre 0% e 5%,
com a maior populagio entre 1% e 2%. A reprodutibilidade obtida foi boa nas

condi¢des do experimento.

Tabela V.4: Determinagio da faixa dinimica linear para o CCls.

Concentracao Al A2 A3 A.corm EDP EDPR
(mg/mL) emd)  (em?) _ (em’) (cm’) (%)
51,08 183,6 183,6 183,6 183,6 0,0 0
40,43 174,6 174,4 174,4 174,5 0,1 0,1
20,37 88,8 88,9 89,2 89,0 0,2 0,2
16,12 73,1 72,8 73,5 73,1 0,4 1
8,12 38,1 38,1 37,9 38,0 0,1 0,3
6,43 28,4 28,6 28,7 28,6 0,2 1
3,24 14,5 14,5 14,5 14,5 0,0 0
2,56 11,2 11,2 11,2 11,2 0,0 0
1,29 5,5 5,5 5,4 5,5 0,1 1
1,021 4.3 4,3 4,2 4,3 0,1 |
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Para o peralogenado CCl; , também foram desprezados 6 cromatogramas,
correspondentes aos de maior concentragdio, de um conjunto de 30 cromatogramas.
Tentou-se aumentar a velocidade do papel no registrador de 4 cm/min para 6
cm/min com o objetivo de verificar se os cromatogramas correspondentes a maior
concentragio alinhavam-se numa reta, mas nio se notou nenhuma methora. Os
pontos alinhados para a aplicagdo da regressio linear (método dos minimos

quadrados) originaram a reta da figura V.6, que é:
Area = (4,438 x Conc. do CCl, +0,213) cm’ (5.6)

Este grafico resulta em estimativa de desvio padrdo relativo entre 0% ¢ 1%.

A reprodutibilidade obtida foi muito boa nas condi¢des do experimento.

Tabela V.5: Determinagio da faixa dinimica linear para o C,Bra.

Concentracéo Al A2 A3 A.corm EDP EDPR
(mg/mL) (cm?)  (emd)  (em)  (em) (%)
1,057 283,0 282,9 283,0 283,0 0,1 0,02
0,857 265,1 266,8 266,8 266 1 0,4
0,422 140,9 141,0 141,3 141,1 0,2 0,1
0,342 118,8 119,2 119,2 119,1 0,2 0,2
0,168 60,5 60,5 60,5 60,5 0,0 0
0,136 46,1 45,9 45,9 46,0 0,1 0,3
0,0670 23,5 23,7 23,7 23,6 0,1 1
0,0542 18,4 18,2 18,4 18,3 0,1 1
0,0267 10,4 10,0 - 10,2 0,3 3
0,0216 7,4 7,3 7,0 7,2 0,2 3
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Para o peralogenado C;Bry, foram desprezados somente 3 cromatogramas,

correspondentes aos de maior concentragdio, de um conjunto de 30 cromatogramas.

Os pontos alinhados para a aplicagdo da regressdo linear (método dos
minimos quadrados) originaram a reta da Figura V.8, que ¢:

Area = (312,387 x Conc. do C;Br; +4,189) cm’ V.7

Este grafico resulta em estimativa de desvio padrdo relativo entre 0% ¢ 3%. A

reprodutibilidade obtida foi boa nas condigdes do experimento.

Tabela V.6: Determinacdo da faixa dinimica linear para o C;Cla.

Concentragdo Al A2 A3 Acorm EDP EDPR

(mg/mL) cm)  (emd) (em?) (em) (%)
0,698 206,8 206,8 207,3 2070 0,3 0,1
0,399 136,5 136,6  136,0 136 1 0,2
0,278 97,8 97,8 97,0 97,5 0,5 1
0,159 56,7 56,7 56,9 56,8 0,1 0,2
0,1109 44.0 42,4 - 43 1 3
0,0634 24,2 24,4 24,5 24,4 0,2 1
0,0442 17,3 17,3 17,0 17,2 0,2 1
0,0253 9,3 9,4 9,3 9,3 0,1 1
0,0176 8,6 8,6 - 8,6 0,0 0
0,01037 4,0 - 4,2 4.1 0,1 3
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Na confeccdo da curva analitica para C,Cly, também foram desprezados
apenas 3 cromatogramas, correspondentes aos de maior concentragdo, de um

conjunto de 30 cromatogramas.

Os pontos alinhados para a aplicagdo da regressdo linear (método dos

minimos quadrados) originaram a reta da Figura V.10, que ¢:
Area = (338,890 x Conc. do CoCly +2,387) cm’ (V.8)

Este grafico resulta em estimativa de desvio padrdo relativo entre 0% ¢ 3%.

A reprodutibilidade obtida foi boa nas condi¢des do experimento.

Nenhum dos compostos apresentou regidio linear em toda faixa de
concentracdo, sendo que ocorre desvio de linearidade para as maiores
concentragdes.  Para o tetrabromometano (CBry), ocorre desvio de linearidade
no detector de UV/Visivel para concentragdes maiores que 1,50 mg/mL. Para o
tetracloreto de carbono (CCL) o desvio ocorre a partir de concentragdes 40,0
mg/mL. Para o tetrabromoeteno (C;Bry) a partir de 1,0 mg/ml. e para o
tetracloroeteno a partir de 0,5 mg/mL.

Foi observada durante a preparagdo dos padrBes que ocorre saturagio da
coluna para os compostos C,Br; e C;Cly em concentragdes maiores que 1,6
mg/mL e 1,4 mg/mL, respectivamente. Observam-se cromatogramas com picos
deformados na sua extremidade superior (forma quadrada) com alturas fixas. Nestas
concentragdes, provavelmente, a coluna ultrapassou sua capacidade, provocando

uma diminui¢io nas etapas de equilibrio o que causou a deformagéo dos picos. Isto,
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provavelmente, pode ser a causa dos desvios negativos nas curvas de calibragdo

que foram observados para os compostos peralogenados (Figura V.1 1).

Figura V.11: Cromatograma mostrando formato irregular dos picos. FM MeOH:H;0O
80:20v/v, vazo 0,6 mL/min, velocidade do papel 2 cm/min, volume injetado 10uL, atenuacdo 0,4 UA.
1- CCL = 51 mg/mL, 2- CBr:= 2,8 mg/mL; 3- C;Bry = 1,6 mg/mL e 4- C;,CL= 1,4 mg/mL.

O limite de detecgdo para os peralogenados foi considerado como a
concentragio minima do composto que fornecia uma altura 3 vezes maior que 0
nivel de ruido do aparelho (Tabela V.7).

Tabela V.7: Limite de detecgiio dos peralogenados no detector de
UV/Visivel com detecgdo em 220 nm, FM MeOH:H,0O 80:20 v/v, vazio 0,6
mL/min, atenuagio 0,01 UA, coluna Ultrasphere ODS.

Composto Limite de Detecgdo
(mg/L)
CBI'4 2
CClL, 4
CzBI‘J, 1
C,CL 0,9
CC13BI' 1
C.Cls 5
C2C14B£L 2
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V.2 - Determinagfio por padrio interno

Devido ao tempo entre as andlises que seriam realizadas e pela grande
volatilidade das solugdes, além de pouca estabilidade em solugdes concentradas,

foi decidido o uso de curvas analiticas usando padréo interno.

V.2.1 - Escolha do padrido interno

Dentre os compostos disponiveis no laboratério que apresentassem as
propriedades de um padrdo interno, tais como:
- alta pureza,
- tempo de retengdo préximo ao dos componentes da amostra, ou seja, quando
cromatografado eluir entre os componentes da amostra, porém separado,
- ter propriedades fisico-quimicas semelhantes aos componentes da amostra,
- N#0 reagir com os componentes da amostra,
- dois compostos foram candidatos a serem usados: cloroférmio e bromoférmio,
sendo que o bromoférmio ndo pode ser usado, pois seu tempo de retengdo foi o
mesmo do metanol ¢ como as amostras sdo dissolvidas em metanol, isto
inviabilizou o seu uso. Passou-se, ent3o, a testar o cloroférmio. As Figuras V.12 ¢
V.13 mostram os cromatogramas para alguns dos compostos peralogenados mais

cloroférmio e peralogenados mais bromoférmio.
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Figura V.12: Cromatograma mostrando peralogenados e clorofgrmio. FM: MeOH:H;O
80:20 v/v, vazio 0,6 mL/min, detecgdio em 220 nm. 1- CHCL ; 2- CBry ; 3- CCL ; 4- C;Bry e 5- C.CL,

}

g Tompe s}

~ Figura V.13: Cromatograma mostrando peralogenados e bromoformio. FM MeOH:H;O
80:20 v/v, vazio 0,6 mL/min, detecgio em 220 nm. 1- CHBr; ; 2- CBry ; 3- CCli 5 4- C-Br, e 5- C,Cl,.
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O cloroférmio disponivel no laboratério era de alta pureza, grau para
cromatografia (LiChrosolv) e eluiu separadamente dos compostos peralogenados.
Passou-se, entiio, a testar este composto €m varias concentragdes com objetivo
de observar seu comportamento frente ao detector de UV/Visivel. Obteve-se

linearidade em uma faixa de concentragdo, desde 6 a 160 mg/mL (Figura V.14).

250
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1 ) R =0,99957
50) = N=7
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Figura V.14: Estudo da faixa linear do CHCL, usado como padrdo interno, no detector
de UV/Visivel. Condigdes de analise: FM MeOH:H,0 80:20 v/v, vazdo 0,6 mL/min, A =220 nm.

V.2.2 - Construcio das curvas analiticas para CCl, CBr; C,Cl, C;Br,

usando CHCl; como padrio interno (PI)

Baseando-se nos resultados obtidos anteriormente para a regido de

linearidade dos peralogenados no detector de UV/Visivel, construiram-se curvas de
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razdo de drea (Ra) versus concentragdo e razdo de drea versus razio de massas
(Rm), para cada composto isoladamente em solugdo de metanol/agua,
adicionando-se uma quantidade fixa de PI em cada solugdo. Os procedimentos
gerais foram os mesmos descritos anteriormente para o método de calibragio

externa.

Foram pesadas as massas dos padrdes dos peralogenados individualmente em
baldo volumétrico de 10,03 mL e os valores obtidos constam na Tabela V.8,
Adicionaram-se 2 mL de metanol p.a., avolumando-se o baldo volumétrico com a
fase mével. Fizeram-se diluigdes sucessivas a partir das soluges anteriores, porém
adicionaram-se quantidades fixas do padrio interno (cloroférmio) em todos os
balSes antes de avoluma-los (Tabelas V.9 a V.11). O composto CCl; foi preparado
diretamente por pesagem, nio se usou diluigio sucessiva, pois as quantidades

pesadas permitiam boa precisdo (Tabela V.12).

Tabela V.8: Solugdes de estoque dos peralogenados para o método de
padrio interno.

Solugdo Composto Preparagédo Conc. + EDP (mg/mL)
1 CBr, 101,6 mg diluido a 10,03 mL 10,13 +0,01
2 CBr, 1,00 mL sol.1 diluido a 10,03 mL. 1,01 *0,01
3 C,Bry 35,0 mg diluido a 10,03 mL 3,49 +0,01
4 C,Br, 7,50 mg diluido a 10,03 mL 0,748 + 0,001
5 C.ClL 22,0 mg diluido a 10,03 mL 2,193 + 0,003
6 C.Cly 2,00 mL sol. 5 diluidoa 10,03 mL 0,44 +0,01
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Tabela V.9: CBr, - Solugdes para o método de Pl

Solugdo Diluigéo CBr, CHCL,

mg/mL. EDP _ mg/mlL__EDP

11 20mLem10,03mL 2,02 002 1159 02
12 15mLem10,03mL 1,51 0,01 1156 02
13 10mLem10,03mL 1,01 0,01 1153 0,2
14 05mLem10,03mL 051 001 1157 02
21 20mLem10,03mL 0201 0,001 1159 02
22 10mLem10,03mL 0,101 0001 1159 02
23  05mLem10,03mL 0,050 0,001 1158 0,2

Tabela V.10: C,Br4 - Solugdes para o método de PL

Solugdo Diluigao C,Br4 CHCl;

mg/ml. EDP __ mg/mL_EDP

3.1 2,0mL em 10,03 mL 0,70 0,01 1153 02
3.2 1,5mL em 10,03 ml. 0,52 0,01 1151 0,2
3.3 1,0 mL em 10,03 mL 0,35 0,01 1159 0,2
4.1 2,0mLem 10,03 mL 0,149 0,004 1156 02
4.2 1,0 mL em 10,03 mL 0,075 0,001 1157 0,2
4.3 0,5mLem 10,03 mL  0,0373 0,001 1154 0,2

Tabela V.11: C,Cl; - Solugdes para o método de PL.

Solugdo Diluicdo C.CL CHCL

mg/ml. EDP __ mg/mL_EDP

51 20mLem10,03mL 0437 0,003  102,1 0,1
52 15mLem10,03mL 0328 0,003 1022 0,1
53 10mLem10,03mL 0219 0,003 1021 0,
54 05mLem10,03mL 0,109 0,003 1025 0,1
6.1 20mLem10,03mL 0088 0001 1028 0,1
62 10mLem10,03mL 0044 0001  103,0 0,1
63 05mLem10,03mL 0,022 0001 1027 0,1
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Tabela V.12: CCl; - Solugdes para o método de PI.

CCl, CHCL,

mg/mL EDP _ mg/mL EDP
41,7 0,06 115,66 02
31,50 0,04 1159 02
26,00 0,04 1159 02
13,78 0,02 1148 0,2

9,08 0,01 1159 0,2

1,000 0,003 1155 02

0,770 0,001 1161 0.2

V.2.3- Resultados e discussido das curvas analiticas usando PI

As soluges preparadas dos compostos com o padrio interno foram injetadas

em triplicata no cromatdgrafo. Foram feitas medidas de altura e largura a meia altura

em milimetros. As areas obtidas eram corrigidas para a atenuagdo 0,01UA e

expressadas em cm’. A reprodutibilidade das 4reas foi estudada pela sua estimativa

de desvio padrio como em V.1.4. Nas Tabelas V.13 a V.16 encontram-se os

dados e resultados usados na construgio das curvas analiticas, como area corrigida

(Acor.m) para os compostos peralogenados, drea do padro intemo (A PI), razdo

de dreas (Ra = Acorm / A PI), razio de massas (Rm = massa composto

peralogenado/massa do PI).

Figuras V.15 a V.22,

Tabela V.13: Resultados para CBr, usando CHCl; como PIL

As curvas correspondentes estio mostradas

nas

Solugio Acor.m EDP A(PI) EDP Ra EDP Rm  EDP
(cm®) (em’)
1.1 1580 04 784 04 2,02 0,01 0,0174  0,0001
1.2 120,3 0,7 787 03 1,53 0,01 0,0131  0,0001
1.3 750 0,3 779 02 0,963 0,005  0,0088 0,0001
1.4 4520 0,07 809 0,1 0,559 0,001  0,0043  0,0001
2.1 17,40 0,04 849 0,1 0,205 0,001  0,00173 0,00001
2.2 820 0,03 76,6 0,6 0,107 0,001  0,00087 0,00001
2.3 4,60 0,00 752 08 0,061 0,001 000043 0,00001
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Figura V.16: Ra x Rm para CBr..
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Tabela V.14 : Resultados para o CCls, usando CHCl; como PI.

Acorm EDP A (P} EDP Ra EDP Rm EDP
(sz) (cmz)

172,00 0,00 72,7 0,0 2,366 0,000 0,361 0,001
1325 0,1 71,9 0,1 1843 0,003 0272 0,001
1163 05 751 03 1,549 0,009 0,224 0,001
67,50 0,00 773 0,0 0874 0,000 0,1200 0,0003
22 02 72 1 0,586 0,009 0,0783  0,0002
10,69 0,01 80,0 05 0,134 0,001 0,01645 0,00004
43 03 790 05 0054 0,004 0,00663 0,00001
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Figura V.17: Curva analitica para o CCl; usando CHCly como PI,
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Figura V.18: Ra x Rm para o CCL

Tabela V.15: Resultados para o C,Bry4, usando CHCl; como PL

Solugio Acorm EDP A (PI) EDP Ra EDP Rm EDP
(cm?) (cm?)

3.1 210,1 0,2 78,7 0,2 267 0,01 0,00607 0,00004
32 166,5 0,4 784 0,2 2,12 0,01 0,00452 0,00004
3.3 110,50 0,02 77,87 0,06 1,419 0,001 0,00302 0,00004
4.1 486 0,1 77,80 0,08 0,625 0,001 0,00129 0,00003
4.2 26,7 0.1 7791 0,05 0,343 0,001 0,00065 0,00001
4.3 13,60 0,02 77,12 0,08 0,1763 0,0003 0,00032 0,00001
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Figura V.19: Curva analitica para o C;Brs usando CHCl; como PL
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Figura V.20: RaxRm para o C:Bra.
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Tabela V.16: Resultados para o C,Cly, usando CHCl; como PL.

Solugio Acorm EDP A (PI) EDP Ra EDP Rm EDP
(cm®) (cm’)
5.1 131,8 0,3 69,7 0,5 1,89 0,01 0,00428 0,00003
5.2 101,7 0,2 69,67 0,06 1,460 0,003 0,00321 0,00003
53 69,2 0,1 68,8 0,2 1,006 0,003 0,00214 0,00003
54 33,79 0,09 69,12 0,08 0,489 0,001 0,00106 0,00003
6.1 28,64 0,07 69,37 0,09 0,413 0,001 0,00086 0,00001
6.2 14,07 0,05 70,56 0,08 0,199 0,001 0,00043 0,00001
6.3 7,17 0,04 70,20 0,08 0,102 0,001 0,00021 0,00001
20+
o 15
1
£
3 Acotm/A (Pl)=4340xC +0020
0,5 R =0,9995
N=7
0'0 1 1 T 1
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Figura V.21: Curva analitica para o C:Cls usando CHCl; como PI.
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Figura V.22 : Ra x Rm para o C:Cly.

Os graficos de Ra x Rm serfio uma reta, se a resposta do detector for similar
para a amostra e o padrio interno. Como o padrdo interno usado (CHCls) nfo era
um composto peralogenado, foram tragadas as curvas Ra x Rm para verificar este
efeito. Ra sdo valores que sé dependem da exatiddo com que se preparam as
solucdes padrdes, podendo ser controladas de forma a variarem linearmente com as
dilui¢des. Rm sdo dependentes das areas obtidas nos cromatogramas que dependem

do detector e se relacionam com a quantidade da amostra.

Os resultados obtidos para o método de padronizagdo interna para CCly,

CBry, C>Cly, CsBry apresentaram comportamento linear para as curvas de Ra x
Rm.
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As curvas de Rax C foram satisfatérias, indicando a possibilidade de

interpolacdio grafica na faixa de concentragdo usada para 0s compostos.

O CBr, apresenta boa regularidade, suas curvas Ra x Rm e Ra x C,
correlacionaram-se bem na faixa de concentragdo 2,032 - 0,051 mg/mL. A faixa

de linearidade encontrada foi de 40 unidades de concentragdo.

O CCl, também apresentou comportamento linear para as curvas de Ra x Rm
e Ra x C. Encontrou-se a maior faixa linear, cerca de 50 unidades de concentragdo
(41 - 0,77 mg/mL), porém, € o COmpoSt0 MEnos sensivel ao detector de
UV/Visivel, seu limite de detecgdo foi de 4 mg/mL.

Para o C,Br, encontrou-se uma faixa linear de cerca de 18 unidades de

concentragdo (0,70 - 0,038 mg/ml). As curvas d¢ Ra x Rme Ra x C foram

satisfatorias.

O C,ClL, é o composto de menor limite de detecgdo (0,9 mg/mL). Sua faixa
linear de concentraco estd em torno de 20 unidades de concentragdo (0,44 - 0,022
mg/mL).

Nas condiges experimentais obtidas, os compostos podem  ser

quantificados seguramente pelo método de padronizagdo interna.
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VI - CONCLUSOES

Compostos peralogenados do tipo C,Br,Cl, (onde x =1ou2;y+z=4ou 6)
podem ser separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia empregando-se
sisternas com fase estacionéria C-18, do tipo reversa, e fase mével polar, mistura de
metanol/agua com diferentes polaridades, devido & grande diferenca de polaridade

entre estes compostos peralogenados estudados.

Nas condi¢des experimentais utilizadas, com o detector de UV/Visivel, néo
foi possivel trabalhar na faixa de microgramas, usando o método de calculo manual

de 4reas por triangulag@o.

Observou-se desvio de linearidade para os compostos peralogenados nas

concentragdes acima de:
CBrs > 1,5 mg/mL
CCL > 40 mg/mL
C,Bry > 1,00 mg/mL
C,Cly> 0,50 mg/mL

Todas as curvas analiticas obtidas permitiram interpolagdes de areas
corrigidas com reprodutibilidade menor que 5% na faixa de concentragdo em que a

resposta do detector ¢ linear.

O método de calculo manual de 4rea por triangulacio foi adequado,
apresentando bons niveis de reprodutibilidade, porém, sendo inferior aos obtidos

por integrac¢do eletronica.
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Os limites inferiores confidveis de detec¢do usando o detector de UV/Visivel,
em concentracio de solugdo do halogenado em metanol e atenuagdo de 0,01 UA,
sdo:

CBr; = 0,035 mg/mL,
CCL = 1,0 mg/mL,
C,Bry= 0,010 mg/mL,
C,Cly = 0,010 mg/mL.

O método de quantificagio usando o padrio interno, quando aplicado aos
compostos peralogeandos, do tipo estudado, parece ser mais adequado do que o
método de calibragio externa, pelo fato desses compostos ndo apresentarem
estabilidade por longo periodo em solugdes de metanol/agua, assim ndo € necessério
fazer-se a curva analitica com freqtiéncia. Além disto, usando-se o método por
padronizacdo interna, sdo corrigidos efeitos de volume e de resposta do detector.
Este método é considerado um dos melhores para quantificagio de substincias,
apesar de ser um dos mais trabalhosos. Nio foi feito nenhum estudo que definisse o
espaco de tempo de confiabilidade das curvas analiticas, ja que as solugdes dos

padrdes ndio se mantinham estiveis por vrios dias, mesmo sob refrigeracdo.

O uso de sistemas de detecgdo mais sensiveis, ou sistemas com microcolunas
para a CLAE, pode melhorar a sensibilidade de detecgdo, pois os componentes
da amostra sdo eluidos em bandas mais estreitas devido a menor quantidade

requerida para a analise.
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