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Resumo

VIDA, A. C. F. Novas abordagens para exploracdo de reacdes quinsceelativamente
lentas em sistemas de analises em fluxdplicacdes a amostras de relevancia agronémica e
ambiental. 2015. 105 f. Tese (Doutorado) — CentoEshergia Nuclear na Agricultura,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2015.

Diferentes estratégias foram projetadas e desedasl\para sistemas de analises em fluxo
envolvendo reacdes quimicas relativamente lentagpri@ionamento da zona da amostra na
bobina de reacdo permite melhorias de sensibiligamemétodos espectrofotométricos em
fluxo envolvendo reacdes cataliticas. Uma carastiesi inerente a esta estratégia € que, de
acordo com as baixas concentracdes do analitoteesse esperadas nas amostras, pode-se
explorar tanto a variagdo do tempo quanto da temtyrer de aquecimento para o0
desenvolvimento reacional. Esta estratégia evitgeeacdo de bolhas de ar quando
temperaturas elevadas sdo empregadas. O aprisiottanee zona da amostra na bobina de
reacdo em sistema de analises por injecdo em fhixaplicado a reacdo de oxidacdo do
reagente Tiron por peroxido de hidrogénio catalisgmbr Co(ll) para determinacgéo
espectrofotométrica de cobalto em gramineas. @nséstapresentou boas figuras de meérito,
tais como repetibilidade [d.p.r. = 0,8% para @¢ggL™ Co(ll), (n = 5)], limite de deteccéo
[0,046 ng L™ Co(ll)], frequéncia de amostragem (19) fe consumo de reagente (32§ de
Tiron por determinacdo). Os dados de recuperac8oammstras de gramineas digeridas
variaram entre 97% e 113%. O aquecimento explorarmarisionamento da zona da amostra
na cubeta de deteccdo mostrou-se promissor palenmaptacédo de reacOes relativamente
lentas sem a geracdo de bolhas de ar, e ndo hitheracBo de bolhas mesmo sob a
temperatura de 95°C. Esta estratégia foi aplicadketarminacdo espectrofotométrica de
vanadio em aguas minerais envolvendo a oxidacgmashesidina por bromato catalisada por
V(V) e ativada por Tiron. Sob temperatura de 9%f8as figuras de mérito foram obtidas, tais
como limite de deteccdo (0,1 pd)l. repetibilidade [d.p.r. = 2,1 % para 5,0 y§ (o = 10)],
frequéncia analitica [25 e consumo de reagente (3,0 mgpeimisidina por determinac&o).
Adicionalmente, foi desenvolvido um procediment@aléico em fluxo para monitoramento
dos residuos de ametrina e atrazina potencialnfizitidveis em solos, envolvendo também
um processo relativamente lento. Um sistema desasgbor injecéo sequencial foi utilizado
para as etapas de dessorcdo dos herbicidas cogds@®1 mol [* CaCh e concentracédo em
fase solida em linha, seguida da eluicdo dessaciesppara a separacdo em uma coluna
monolitica Gg conectada a um cromatdgrafo liquido por meio da vatvula de seis vias. Os
eluatos eram injetados no cromatégrafo por meiarda alca de amostragem de 300 pL
conectada a valvula. Boas figuras de mérito forabtidas, tais como fatores de
enriquecimento de 10,2 e 18,8 e limites de deteded®,016 e 0,015 mg'ipara ametrina e
atrazina, respectivamente, limite de quantificagéd®,05 mg [* para ambos os herbicidas e
repetibilidade estimada como 6,3% e 5,1% para®@%™* (n = 10) para ametrina e atrazina,
respecivamente. Os dados de adicao e recuperagaloeducidas nos extratos de solos em
condicOes de equilibrio se situaram na faixa da 89%.

Palavras-chave: Sistemas de analises em fluxo.8@saquimicas relativamente lentas.
Aprisionamento da zona da amostra. Bioacessib#iddthsaios de dessorcdo em linha.
Extracdo em fase soélida em linha.






Abstract

VIDA, A. C. F. Novel approaches for exploiting relatively slow chmical reactions in flow
analysis systemsApplications to relevant agronomic and environmest@amples. 2015.
105 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia NuateaAgricultura, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba, 2015.

Different approaches to analytical flow systemsoiming relatively slow chemical reactions
were developed. Zone trapping inside the reactmhenables sensitivity improvements in
flow-based spectrophotometric procedures relyingcatalytic reactions. The reaction time
and/or temperature can be increased for the detation of analytes present in the samples
at low concentrations. Exploitation of the strateywids the liberation of air bubbles in the
analytical path when higth temperatures are invlv& flow injection system with zone
trapping in the main reactor was developed forsgectrophotometric determination of cobalt
in grass samples exploiting the oxidation of Tidoy bromate catalised by Co(ll). Good
figures of merit such as repeatability [r.s.d. 8%.for 0.6ug L™ Co(ll), (n = 5)], detection
limit [0.046 pg L™ Co(ll)], sampling frequency [187] and reagent consumption (386 of
Tiron for determination) were attained. Recoveryada grass sample digests varied within
97% e 113%. Zone trapping inside the flow-throughette for exploiting high temperatures
was also promising for relatively slow reactions,reo liberation of air bubbles was noted
even for temperatures as high aS®@5The approach was applied to the spectrophotametr
determination of vanadium in mineral water sampédging on the oxidation gp-anisidine
by bromate catalised by V(V) at 95°C. Good anadytfigures of merit such as repeatability
[r.s.d. = 2.1% for 5.0 ug'tV(V), n = 10], detection limit [0.1 pg L V(V), sample frequency
(25 h™) and reagent consumption (3.0 mgpeénisidine per determination) were attained.
Additionally, an analytical procedure to monitorettpotentially leachable ametryn and
atrazine residues in soil samples was proposede#shing is relatively slow, a sequential
injection system was used to perform the herbieikeactions with 0.01 mol 't CaC} and
in-line solid phase extraction followed by elutimwards a & monolithic column connected
to a liquid chomatograph. To this end, the outfethe column was connected to a 300-pL
six-port valve. Regarding analytical performanceriaghment factors and detection limits
were 10.2 and 18.8 and 0.016 e 0.015 myfdr ametryn andatrazine, respectively,
quantification limits were 0.05 mg“Lfor both herbicides and good repeatability (r.s.d.3
and 5.1 % for 0.05 mgtof ametryn and atrazine, n = 10) were attained:oRery data in
the soil extracts under equilibrium conditions wetthin 85 and 99%.

Keywords: Flow analysis. Relatively slow chemicakactions. Zone trapping.
Bioaccessibility. On-line desorption assays. Irelgolid phase extraction.
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1. INTRODUCAO

Andlises quimicas em sistemas de analises em fRAGATTO et al.,, 2012)
permitem a manipulacao eficiente de solucdes emesmebfechado, evitando a contaminacéo
das amostras, a perda de analitos e a exposic@peatador a reagentes tdxicos. Nesses
sistemas, ha uma reducdo pronunciada no consunmeagentes em comparacdo com 0S
procedimentos em batelada, ndo sendo necessangirati equilibrio quimico para a
determinacdo dos analitos de interesse. Os reesltabtidos sdo precisos e reprodutiveis,
obtendo-se alta freqiiéncia de amostragem.

Nas andlises quimicas em fluxo, a amostra é insidduem um fluido transportador
que a conduz ao detector, possibilitando as detegtes. A configuracdo mais simples dos
sistemas de analises em fluxo é aquela em linta RUZICKA; HANSEN, 1975), em que
o fluxo transportador da amostra pode ser o propagente. Para a determinacdo dos
analitos de interesse utilizando reagentes cromog@gnessa configuracdo tem como
caracteristica o alto consumo de reagente e ai@edia de mistura, pois 0 reagente nao
atinge o centro da zona de amostra de maneir@mgciEste aspecto € mais pronunciado para
grandes volumes de amostra, podendo levar a olotelecicos duplos.

Na configuracdo em que o reagente € adicionadocpofluéncia (BERGAMIN-
FILHO; REIS; ZAGATTO, 1988), a amostra é injetada am fluxo transportador inerte e
cada porcdo da amostra recebe o reagente, obtenuelbor eficiéncia de mistura. Dessa
forma, podem-se utilizar volumes grandes da amostan o objetivo de melhorar a
sensibilidade. Como a vazdo do fluxo reagente @lmente menor do que a do fluxo
transportador da amostra, essa condicdo represemtenenor consumo de reagentes, em
comparagao com o sistema de analises em fluxondra linica.

Ainda com relacdo a reducdo do consumo de reagem®s estratégias foram
propostas, destacando-se aquelas explorando fiu@omitente e zonas coalescentes (REIS,
1996). Na primeira, o reagente retorna ao frascoriem durante a etapa de amostragem,
possibilitando a reducdo do seu consumo, sendasgoendo ocorre quando O reagente €
adicionado por confluéncia. Na segunda estratédiiquotas da amostra e do reagente sao
inseridas em fluxos transportadores inertes eeaagéo entre elas ocorre pela convergéncia
entre os fluxos. A razdo entre as aliguotas da maesdo reagente € proporcional a vazao
dos seus respectivos transportadores, e o reagestsmsumido apenas em presenca da

amostra.
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Em sistemas de andlises em fluxo envolvendo reagdascas relativamente lentas, o
aumento do tempo de residéncia é um recurso amptamampregado, principalmente
guando a sensibilidade € critica. Nesse sentidojas estratégias, tais como diminui¢cdo de
vaz0es, aumento do percurso analitico, aprisionamaanzona da amostra, parada de fluxos,
etc, podem também ser exploradas (KOLEV; McKEL\MIB0Q8; ZAGATTO et al., 2012).

A parada de fluxos e o aprisionamento da zona des@atém sido empregados para
aumentar o tempo de residéncia sem alterar as va@zégercurso analitico. Essas estratégias
tém tido ampla aplicacdo, inclusive em ensaios ne@itzcos (PFEIFFER, 1992), em
procedimentos envolvendo difusdo gasosa (HENRIQUHEZRSTKOTTE; CERDA, 2013),
extracdo liquido-liquido (ANTHEMIDIS; THEMELIS; STARTIS, 2001), em estudos
cinéticos (SASAKI et al., 2012) bem como em estudedixiviacdo (BUANUAM, 2006;
CHOMCHOEI, 2005).

1.1 Parada de fluxo

A parada de fluxo € uma estratégia para o0 aumenterdpo de residéncia da amostra
no percurso analitico (RUZICKA; HANSEN, 1979). Orioglo de tempo disponivel para o
desenvolvimento das reacdes é aumentado pelo alegligo da bomba, ou em outras
palavras, pela parada de fluxo. Toda a zona datear®snantida no percurso analitico, e este
aspecto é critico em procedimentos analiticos diligam volumes grandes da amostra,
podendo ocorrer o efeito de memdria e diminuiregdéncia de amostragem, devido a um
maior tempo despendido com a limpeza do percuraiitian.

Sistemas de analises por injecdo sequencial (Stplpeindo parada de fluxos tém
sido propostos para a determinacdo de dois analiisando o0 mesmo reagente e deteccao
espectrofotomeétrica. Nesse caso, explora-se aaandiferencial (SASAKI, 2012). A parada
de fluxos é uma estratégia seletiva para a reag@osq desenvolve mais lentamente. O
principio foi aplicado para a determinacéo de aaié de ciclohexilamina, pois ambas reagem
a diferentes velocidades com o reagente 1,2-naftoga-4-sulfonato (SAURINA;
HERNANDEZ-CASSOU, 1999). Na primeira etapa do pdieento, a amostra era injetada
para a determinacéo seletiva da anilina em pHedyba parada de fluxos. Na segunda etapa,
0 meio reacional era ajustado a pH 10,0 e a amestranjetada visando a determinacao de
ciclohexilamina, com a parada da zona da amost@bata. A concentracdo da anilina era
calculada diretamente através da curva de calibr&¢#@ segunda etapa, a absorbancia gerada

era referente a ambos os analitos. Sendo assineneertracdo da ciclohexilamina era
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calculada pela diferenga entre as absorbéanciasenéés a ambos os analitos. Os limites de
deteccdo foram estimados como 3,8 x°1@ 1,1 x 10° mol L' para anilina e
ciclohexilamina, respectivamente.

Sistemas com parada de fluxos tém sido empregadgsr@cedimentos envolvendo
etapas de difusdo gasosa. Como um exemplo dedsacapl, um sistema de analises em
fluxo envolvendo multiseringas foi proposto pardederminacdo condutométrica de aménio
em aguas naturais (HENRIQUEZ; HORSTKOTTE; CERDAL30 A amostra era injetada e
misturada com a solucéo alcalina no primeiro repéoa se obter amonia, que € uma espécie
volatil. A aménia se difundia através de uma memdrsemipermeavel em dire¢cdo a uma
solucdo aceptora acidificada. ApGs a coleta, obtsé novamente o ion amonio que era
detectado. A parada de fluxos era feita na faspta@e permitindo o enriquecimento do
analito e, consequentemente, melhorando a sedsitbdi O limite de deteccéo utilizando essa
estratégia foi estimado como 45 i§ ¢ a frequéncia de amostragem como 10 h

Ensaios de lixiviagdo em sistemas SIA foram prapostara a extragdo de fosfato
(BUANUAM et al., 2006) e de metais (CHOMCHOEI et, #005) em solos. As solucdes
extratoras eram individualmente aspiradas atrave@suma valvula multi-portas e, apdés
reversdo do sentido do fluxo, entravam em contatn e amostra sdlida contida em um
cartucho conectado a uma das portas da valvula. &dana continha filtros em ambas as
extremidades para reter o material particuladogrenjtia a passagem da solucédo extratora
com o analito de interesse. A estratégia da patadhuxos era aplicada no momento em que
a solucdo extratora entrava na coluna com o objekvaumentar a eficiéncia da extracao, a

gual dependia do tempo de contato entre o solextratante.

1.2 Aprisionamento da zona da amostra

O aprisionamento da zona da amostra é outra agagbd@ra aumentar o tempo de
residéncia da amostra no percurso analitico, poogpmando uma melhora na sensibilidade
nos sistemas de analises em fluxo (ZAGATTO et2012). Esta estratégia foi proposta
originalmente para a determinacdo espectrofotocaétde amonio em aguas naturais
(KRUG et al., 1983). A porcao da amostra era apmesila em uma bobina de reacdo aquecida
a 38°C. A sensibilidade foi melhorada e o limitedd¢eccdo foi estimado como 5 pg.L
No entanto, este sistema foi desenvolvido sem adagem de zonas coalescentes,
levando a um alto consumo de reagente, o qual @renoamente descartado durante o

periodo de aprisionamento. Este aspecto justifipeoposta de desenvolvimento de sistemas
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de andlises em fluxo envolvendo a combinacdo disiapamento da zona da amostra com
zonas coalescentes.

Com o aprisionamento da zona da amostra aliadmaszooalescentes, uma reducéo
pronunciada no consumo de reagentes é obtida. f\sistemas, as aliquotas da amostra e do
reagente séo inseridas em fluxos transportadoreseogentes e as por¢gdes mais concentradas
da zona amostra/reagente sdo aprisionadas no oeat@ cubeta de fluxo. Durante o periodo
de aprisionamento, um desenvolvimento reacionat reampleto € obtido, proporcionando
uma melhora na sensibilidade. O percurso contesgmigdes nao aprisionadas da amostra é
limpo rapidamente. Este aspecto é importante, ipahoente para grandes volumes inseridos
da amostra.

Um sistema aliando o aprisionamento da zona datemesextracdo liquido-liquido
foi proposto para a determinacdo espectrofotonsétte paladio em materiais particulados
suspensos no ar (ANTHEMIDIS; THEMELIS; STRATIS, 200A amostra e o reagente
cromogénico fluiam em direcdo ao reator e, quangorgdo mais concentrada da zona de
amostra estava passando pelo reator, uma valvuaateposi¢cdes era acionada, aprisionando
esta porcdo durante um periodo de tempo pré-detadmipara o desenvolvimento da reacao.
Enquanto isso, o reagente e o fluxo transportadandostra fluiam em dire¢cdo ao detector.
Apbs esse periodo de tempo, a valvula era aciopa@dasua posicao original e o produto da
reacao era direcionado para uma bobina de extragiivendo as fases organica e aquosa.
ApOs passar por essa bobina, a amostra fluia pacmpartimento de separacédo das fases,
onde a fase orgéanica enriquecida era separadaeladaosa através de uma membrana e, em
seguida, detectada espectrofotometricamente. Aaalapextracdo liquido-liquido tornou o
método mais seletivo, sem a necessidade do usgetiéea mascarantes. O limite de deteccao

e a velocidade analitica foram estimados como @PT* Pd e 20 H, respectivamente.

1.3 Procedimentos analiticos com parada de fluxo oaprisionamento da zona da

amostra em reatores multiplos

Os procedimentos analiticos podem utilizar reataredtiplos para melhorar a
sensibilidade para rea¢cdes quimicas lentas e tasnandlises mais rapidas. Geralmente, esses
procedimentos sdo desenvolvidos para a determirtcéin ou dois analitos, em sistemas de

analises por injecdo em fluxo, por injecdo sequmei por multicomutacao.



23

Um sistema de andlises em fluxo com multicomutac@mpreendendo reatores
multiplos foi proposto para a determinacdo espfatobmétrica de boro em plantas
(TUMANG et al.,, 1998). Como a reacdo envolvida Emata, o aumento do tempo de
residéncia para o desenvolvimento da reacdo eess&@io, 0 que foi obtido aprisionando-se
as zonas da amostra em trés reatores. Nesse pnectdj a amostra e 0s reagentes eram
aspirados para o primeiro reator onde eram apadios e, em seguida, as amostras fluiam
para o segundo e terceiro reatores. Enquanto &jpairmona da amostra fluia para a deteccao,
as outras duas permaneciam aprisionadas. O empitegesa abordagem aumentou a
frequéncia de amostragem sem perdas de sensikili@atimite de deteccéo, a frequéncia de
amostragem e o consumo de reagentes foram estiraatd017 mg I* B, 35 h' e 0,5 mg de
Azometina-H por determinacao, respectivamente.

Um sistema de andlises em fluxo com multicomutagi@olvendo dois detectores
fotométricos foi proposto para a determinacéo simela de amonio e fosfato em amostras de
aguas de rio (FERNANDES; REIS, 2002). A sensibd&lara critica, ja que as concentracdes
desses analitos nas amostras ndo ultrapassavang 10.pAs reacdes envolvidas para a
determinacdo desses analitos sdo lentas, sendo myéerido o aumento do tempo de
residéncia. Para tal fim, a estratégia de aprisi@mao da zona de amostra foi implementada.
A zona de amostra era dividida em duas porc¢depjais fluiam em dois percursos analiticos,
referentes as determinacdes de aménio e de fo§fatta percurso compreendia dois reatores
dispostos em paralelo, e os aprisionamentos dasteamceram feitos de forma anéloga ao
sistema proposto para a determinacdo de borontitedi de deteccao foram estimados como
7,0 e 17,0 pg t para amoénio e fosfato, respectivamente. A fregaéde amostragem
erade 1121h

Um sistema de analises quimicas por injecdo se@lefm proposto para o
monitoramento de amonia e fosfato em areas cost@iRANK, 2006). Este sistema era
operado automaticamente a bordo de um navio, sesdonostras bombeadas a 1,20 m de
profundidade, filtradas em linha, e inseridas naluh® de analises. Para tanto, uma valvula
multi-portas era utilizada para gerenciar as irgsgda amostra e de reagentes. Este sistema
era composto por dois percursos analiticos, cors doalades de deteccédo por fluorescéncia.
O percurso referente a determinagdo de aménio @mngia trés reatores dispostos em
paralelo e imersos em um banho termostatizado@, 88 percurso referente a determinacao
de fosfato apresentava um unico reator, 0 qualendaquecido. Como 0 sub-sistema para
determinacdo de aménio envolvia aquecimento, acgerde bolhas era inevitavel. Nesse

sentido, um *“software” para acionamento da seriftgadesenvolvido visando acelerar a
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vazdo do transporte da amostra da bobina de rem€do detector, desacelerando-a em
seguida para a deteccdo e novamente acelerand@zapdanpeza rapida das bobinas de
reacdo e do detector. Os limites de deteccédo festimados como 0,3 umollde fosfato e
1,0 umol ! de aménia. A freqiiéncia de amostragem era de 320 h

A determinagé@o automatizada dos agucares provesiéass hidrolises enzimaticas de
xilanase, amilase e protease (PFEIFFER, 1992) pedetambém mencionada. O fluxo
contendo a enzima e o substrato era direcionadgsswamente para trés reatores conectados
a uma valvula rotatoria de seis vias, onde permameaprisionados por um periodo de tempo
pré-estabelecido. A cada 5 min, um dos reatorec@nactado ao detector e os acucares
redutores confluiam com o fluxo do reagente pattaravatizagéo adicionado em confluéncia,
sendo a seguir detectados espectrofotometricam&rdaracteristica mais interessante dessa
inovacéo € que varios tempos de aprisionamentapoder implementados, de acordo com
as velocidades das reacdes hidroliticas das diesyemzimas.

Como acima mencionado, a estratégia de aprisiortanta zona da amostra em
sistemas de analises por injecdo em fluxo foi afeente proposta para a determinacao de
amonio em aguas naturais. A proposta central dessalho de tese foi justamente propor a
estratégia de aprisionamento com zonas coalescesigsando tanto reduzir o consumo de
reagente, quanto a melhoria de sensibilidade ermegmmentos analiticos que envolvem
reacoes relativamente lentas. As vantagens coafepdr essa proposta foram inicialmente
demonstradas na determinacédo do nitrito pela rede&@riess modificada, em comparacéo
com a estratégia de parada do fluxo na cubeta teg@® (VIDA et al., 2011). Grandes
volumes da amostra puderam ser injetados, visamtloonar a sensibilidade sem, no entanto,
diminuir a frequéncia de amostragem, uma vez qim@eza do percurso analitico era feita

durante o intervalo de tempo do desenvolvimentoioeal.

1.4 Estratégias para evitar a geracdo de bolhas @& em sistemas de andlises em fluxo

com aquecimento

A presenca de bolhas de ar no percurso analitioerénte aos sistemas de analises
em fluxo segmentado e monossegmentado, pois € stnaégia utilizada para a melhoria de
sensibilidade devido a diminuigdo da dispersdoaitea zla amostra e melhoria das condicdes
de mistura. As bolhas de ar geralmente sdo dedeartaomo fluxo de saida de um
desborbulhador, o qual é posicionado imediatamentees do detector (PASQUINI;
OLIVEIRA, 1985).
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Nos sistemas ndo segmentados de analises em fiuxaresenca de bolhas é
indesejavel, pois afeta a deteccdo. A fase gasmimge originar nas seguintes situacoes: falta
de vedacao nos conectores (REIS et al., 1994rdmtle ar no percurso analitico durante a
troca de amostras, presenca de gases dissolvidosohagdes envolvidas e aquecimento do
ambiente reacional.

Para se evitar a formacdo de bolhas durante o gsag®nto da zona de amostra, 0
aumento de pressao no sistema pode ser utilizada.ifto, adiciona-se uma bobina restritora
apos o detector, geralmente constituida de tubolég@ya e fina. Com este recurso, altas
temperaturas (até 140°C) foram empregadas (HIRAZA; OHASHI, 1980) utilizando uma
bobina restritora de 10 m de comprimento com 0,3 @endiametro interno sem causar a
liberacdo de bolhas de ar. Na determinacéo detsuwdfa aguas naturais (KONDO; MIYAT,;
TOEI, 1982), as bolhas no percurso analitico tamliémam evitadas utilizando-se uma
bobina restritora de 10 m de comprimento e 0,5 rardidmetro interno. Entretanto, para os
sistemas de analises em fluxo que exploram aquatimp®r meio de imersdo dos reatores
em banhos termostéticos, esta bobina pode nadisent, uma vez que a pressao gerada
pode ser alta a ponto de romper as conexdes. Dwssa, a implementacdo de um sistema
pressurizado e isento da presenca de bolhas eemasstem fluxos € de grande valia para o
seu aprimoramento.

O aprisionamento da zona da amostra na cubeta tigade aquecida (VIDA,
ZAGATTO, 2014) é uma estratégia promissora paraeasprrizacdo nos sistemas em fluxo,
nao originando bolhas de ar. A amostra e o reag&tanseridos em fluxos transportadores
convergentes e as zonas estabelecidas coalescem apato de confluéncia, sendo a seguir
mantidas sob condi¢fes estaticas no detector. €rtdeté removido do percurso analitico,
aprisionando parte da zona de amostra durante tewaho de tempo pré-definido para
promover um maior desenvolvimento racional, resdibaem melhoria da sensibilidade.
Durante o periodo de aprisionamento, altas temyrasatdo conseguidas, resultando em um
aumento pronunciado da presséo hidrodinamica, eematao de bolhas.

Em funcdo das vantagens conferidas pela estrati&giaprisionamento da zona da
amostra com zonas coalescentes, a primeira pagesdente trabalho (item 3.3.1) teve como
objetivo desenvolver um sistema de andlises pecdag em fluxo com aprisionamento da
zona da amostra na bobina de reacdo e com zonbesam@es para a determinacdo de
cobalto em gramineas utilizando a reacdo catalitecaxidacdo de Tiron por peroxido de

hidrogénio.
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Cobalto € um micronutriente essencial para a girtasitamina B e requerido pelos
organismos para 0 metabolismo de carboidratosldgs e proteinas (KOZYRAKI; CASES,
2013). Este elemento néo é essencial as plantase mssencial ao gado e, na sua deficiéncia,
ha reducéo na producéo de leite. Portanto, a detacao do teor de cobalto em gramineas é
um indicativo da necessidade de se adicionar coleaft fertilizantes e/ou na ragdo animal
(PLAVNIKA; SKLAN, 1996).

Na segunda parte do trabalho (item 3.3.2), o ofgefoi propor um sistema de
analises por injecdo em fluxo com aprisionamentaaiea da amostra na bobina de reacao ou
na cubeta de detecgdo para a determinacdo de vasradaguas minerais. A necessidade de
determinar vanadio em amostras de agua para consumano se deve principalmente a sua
importancia associada a reducao dos niveis desglino sangue em portadores de diabetes, e
este aspecto vem sendo investigado para elucidao esse processo ocorre (WILLSKY et
al., 2011; HALEVAS, 2015). Alguns estudos relatassee efeito benéfico a saide humana
com o consumo de aguas contendo aproximadamenpg 85 de vanadio (KITTA et al.,
2003). Dessa forma, se justifica o desenvolvimeigtgrocedimentos analiticos envolvendo
reacOes cataliticas para a determinacdo de vamadimcentraces de pg'lem aguas de
consumo humano. A melhoria da sensibilidade patatarminacédo de V(V) foi conseguida
aliando-se o0 aumento do tempo de aprisionamentaota da amostra ao aumento da
temperatura até 95°C, sem a geracao de bolhas de ar

Na terceira parte do trabalho (item 3.3.3), um guounento analitico em fluxo foi
proposto para ensaios de dessorcao dos herbidrdagia e ametrina presentes nas amostras
de solos em condicbes ambientalmente simuladass Hexbicidas tém sido aplicados em
culturas de cana-de-acucar e de milho para o dentit® pragas. A presente proposta se
fundamentou no conceito de bioacessibilidade (ROFENMIRO, 2013), em que a extracao
nao exaustiva foi empregada para se determinaneentracdo maxima de cada herbicida
disponivel a ser assimilada pela biota ou, em sytedavras, a maxima concentracdo dos
herbicidas potencialmente lixiviaveis (FEDOTOV kt 2012). Nesse sentido, tendo em vista
o tema central reacfes quimicas relativamentedeateinética de extracao desses herbicidas

em amostras de solos foi investigada.



27

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Métodos cataliticos

Métodos cataliticos tém sido bastante empregads geterminacdo de analitos a
concentracdes de ng'lou pg L* porque séo bastante sensiveis. Em geral, esprotragtria
UV-Vis, fluorimetria ou quimiluminescéncia tém sidempregadas como técnicas de
deteccdo. As reacOes cataliticas em geral, sddegale oxidacdo e reducdo; normalmente
um ion metélico € o catalisador e 0 seu estadxidgio muda de forma ciclica, conforme
as equacoes abaixo (KAWASHIMA; NAKANO, 1992):

R+ (™D — p 4" (1)

™+ 0 — " Q 2

R+O —> P+Q 3

onde: R = redutor, | = ion catalisador, P = prod@e oxidante , Q = produto, n = nimero de
oxidagao.

A oxidacdo de R a P (Eqg. 1) € lenta, sendo o pooBumais rapidamente formado na
presenca do catalisaddf*P*, o qual é reduzido ao estado de oxida¢doQuando " é
novamente oxidado d"1V* (Eq. 2), a reacdo 1 é novamente catalisada {dt".| Dessa
forma, a concentracéo do catalisador é mantidat@ates em funcéo da regeneracao e
pelo oxidante. Nessas reacBes, baixas concentragbesitalisador, na ordem de nd,L
conseguem converter R em P. Como a concentrac&atdiisador € proporcional a taxa de
formacdo do produto, pode-se determinar a sua nbmgéo. Os catalisadores sao
comumente metais, tais como Fe(ll e IlI), Mn(11(@), Co(ll), V(IV e V), Cr(lll), Se(lV),
etc. Os redutores podem ser um composto organicooganico e os oxidantes comumente
utilizados séo peréxido de hidrogénio, cloratonteito, periodato, oxigénio, persulfato, etc.

Ativadores tém sido amplamente empregados paraonaella seletividade dos
métodos cataliticos, tornando-as mais especifickteaminados metais, mas nao catalisam a
reacao. Esses ativadores podem favorecer a intedacéatalisador com o substrato, atuar na
regeneracdo do catalisador ou atuar indiretameat@racesso catalitico. Os compostos

citrato, tartarato, EDTA e Tiron sédo ativadores nomnte empregados.
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2.2 Determinacao de cobalto
2.2.1 Métodos nao cataliticos

Os métodos oficiais para a determinacdo de colgtmlvem ICP-MS, ICP-OES,
FAAS e GFAAS, cujos limites de deteccdo foram eatios em 7 ug 't 0,7 mg L
0,06 mg [* e 1 pg [}, respectivamente (KEITH, 1996). Em amostras derdésse
agrondmico e/ou ambiental, tais como aguas najueaisatos de solos, tecidos vegetais,
cobalto se apresenta em baixas concentracdes, demode ng ' ou pg L. Os
procedimentos analiticos em sistemas de analisesflexn envolvem entdo a pré-
concentracdo desse analito, geralmente em miniras)le a deteccdo por uma das técnicas
acima mencionadas.

Nesse sentido, um procedimento analitico envolvesigtema de analises por inje¢do
em fluxo foi desenvolvido para a determinacdo dmalto em 4guas de torneira com deteccao
em GFAAS (BENKHEDDA et al.,, 2000). Nesse proceditoerb,0 mL da amostra eram
injetados no fluxo transportador e o cobalto eraceatrado em linha em um reator enovelado
com um reagente complexante imobilizado, e eluidon 55 pL de metanol puro,
promovendo melhoria na sensibilidade. O limite deedcéo foi estimado em 5 ni Co e a
frequéncia analitica foi de 17*h

Nessa mesma vertente, outro procedimento parasanddi aguas naturais envolveu
um sistema de analises em fluxo em linha Unica etapa de pré-concentracdo em mini-
coluna de hidroxiquinolina imobilizada e detecc&o EAAS (KARADAS; KARA, 2013).
Inicialmente, a mini-coluna era condicionada comawsulugcéo tampé&o. A seguir, 10 mL da
amostra eram bombeados para a concentracdo emdnicabalto, e este era eluido com
HNO;3; e direcionado ao nebulizador do FAAS. O limite deteccdo foi estimado
de 0,70 pg L* Co.

Um procedimento de andlises por injecdo em fluxm cw®teccdo por ICP-MS foi
desenvolvido para a determinacéo de cobalto emsagatrais (TRUJILLO et al., 2012).
Uma aliquota de 2,1 mL da amostra era injetadaistensa e o cobalto era concentrado em
linha explorando-se mini-coluna com a resina quelale sulfofenil. A seguir, 1,4 mL de
acido nitrico eram empregados para eluir o analitodirecdo ao nebulizador. O limite de

deteccéo foi estimado como 0,002 |itelo sistema analisava 5 amostras por hora.
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Os procedimentos analiticos para a determinac@ectsfotométrica de cobalto
envolvem tanto reacdes cataliticas quanto ndoittedgsl Os métodos ndo cataliticos se
baseiam na complexacdo do cobalto com um reageateogénico que absorve em um
determinado comprimento de onda caracteristico.

Como exemplo dessa vertente, um sistema de anplisesjecdo em fluxo em linha
Unica foi desenvolvido para a determinacéo espettrmétrica de cobalto em aguas naturais
(ANDAC et al., 2001). Nesse procedimento, 10 pladsostra eram injetadas em um fluxo
transportador composto pelo reagente cromogénia@mneentrada em uma mini-coluna
catibnica. Apoés eluicdo, o complexo colorido eranittyado a 640 nm. O limite de deteccao
foi estimado em 0,1 pgle a frequéncia de amostragem foi de 0 h

2.2.2 Métodos cataliticos em sistemas de analisdtugo

Geralmente, os métodos cataliticos descritos eaalitra para a determinacdo do
cobalto envolvem a oxidacdo dos reagemtgsvioleta de pirocatecol, acido protocatecuico,
fenilenodiamina, luminol, acido galico e Tiron. &danto, o perdxido de hidrogénio € o
oxidante comumente empregado.

Um sistema de analises por injecdo em fluxo envoloea oxidacdo de violeta de
pirocatecol por peréxido de hidrogénio catalisada @o(ll) em meio alcalino foi proposto
por Deguchi, Higashi e Sanemasa (1986). A amostrangetada em um fluxo transportador e
direcionada até a bobina de reacéo imersa em lianhostatizado a 33°C onde se misturava
com o0s reagentes adicionados por confluéncia. Odupwo colorido era detectado
espectrofotometricamente a 585 nm. O sistema detavan 60 amostras por hora, na faixa de
concentracdes de Co(ll) entre 1,0 e 20 jig L

Um procedimento analitico foi desenvolvido paraetedninacdo de cobalto em aguas
naturais envolvendo a concentracdo em linha em eohaa de quinolinol, seguida pela
separacao dos interferentes por uma resina caigidMANE; WATANABE; MOTTOLA,
1988). Um volume de 50 mL de amostra era utilizag@ etapa de concentracdo. Co(ll) era
eluido da coluna com 200 puL do eluente, passava pdina para a separacdao dos
interferentes, e catalisava a oxidacao do acidtopatecuico por peréxido de hidrogénio em
meio alcalino. A absorbancia dessa reacao era anadd espectrofotometricamente a 480

nm. O limite de detecc&o foi estimado de 5,0 X 4§ mL* e cada anélise despendia 35 min.
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Um sistema de andlises em fluxo foi empregado padeterminacdo de Co(ll) em
aguas naturais empregando a reacado cataliticaidacéep-fenilenodiamina por peréxido de
hidrogénio na presenca de Tiron como ativador emo nadcalino (MALAHOFF;
KOLOTYRKINA; SHPIGUN, 1996). Nesse procedimentoamostra era injetada no fluxo
transportador, recebia os reagentes por confluéadiaia através de uma bobina de reacéo
imersa em banho termostatico a 30°C, A deteccaofata espectrofotometricamente
a 554 nm. O limite de deteccdo foi estimado de rigOL* e o sistema determinava
50 amostras por hora.

Um procedimento envolvendo sistema de andlises ip@gdo em fluxo foi
desenvolvido para a determinacdo de Co(ll) envalwenm método quimioluminescente,
baseado na acao catalitica de Co(ll) na oxidacdondmol por periodato de potassio (LIN et
al., 1993). Os reagentes eram adicionados poruwgamila e fluiam para a cubeta de fluxo, que
era um tubo transparente em um formato espiratjpmsida proxima da fotomultiplicadora,
possibilitando a medida da intensidade da luz dmipela reag&o. O limite de detecgao foi
estimado como 0,01 ng riile a frequiéncia de amostragem foi de 70 h

Outros procedimentos analiticos em sistemas deisasakem fluxo envolvendo
concentracdo em linha, reagbes quimioluminescergtgizadas por Co(ll), e utilizando a
fotomultiplicadora como detector foram recentemeastgstos (WORSFOLD et al., 2013).
Como um exemplo dessa vertente, a pré-concentidgdoo(ll) era feita em coluna com
quinolinol imobilizado em gel de silica e eluidorcddCl diluido em direcdo a bobina de
reacao aquecida a 60°C, onde ocorria a misturaedmentes acido galico e o peréxido de
hidrogénio adicionados por confluéncia. O limitedé¢eccao foi estimado em 0,62 g é o
sistema determinava 7 amostras por hora (HIRAT#.e1996).

Um procedimento analitico para a determinacdo d@éI)Ctmi desenvolvido em
sistema de analises por injecdo em fluxo e se basea oxidacdo dos reagentes
3-metil-2-benzotiazolinona  hidrazona (MBTH) eN-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)
-3,5-dimetoxianilina (DAOS) por peroxido de hidroge catalisada por Co(ll) (FUJIMOTO
et al., 1999). O reagente Tiron era utilizado catieador dessa reacao, devido a formacao do
complexo ativador-metal-substrato. Nesse procedimesn amostra era injetada no fluxo
transportador, confluia com os reagentes, eraidimada para a bobina de reacdo de 7 m
termostatizada a 70 °C, sendo em seguida, resfi@$8C em uma segunda bobina de 1,5 m
também termostatizada, para posterior deteccactesfmométrica a 525 nm. O limite de
deteccdo foi estimado de 5 pg the a freqiiéncia de amostragem era de 30 amostras po

hora.
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Cobalto esta presente na composi¢cdo da cobalgwitaanina B,) e procedimentos
analiticos em fluxo determinam o cobalto relacialtao diretamente com a concentracéo da
cobalamina presente na amostra. Como exemplo diss@rocedimento analitico em fluxo
utilizava uma plataforma miniaturizada para a deieacdo do Co(ll) (OK et al., 2012) A
reacdo quimiluminescente envolvia a reagdo lumpeobxido catalisada por Co(ll) em meio
alcalino. Nesse sistema, multisseringas eram adiizg para propelir as amostras e 0s
reagentes para 0s microcanais integrados em unmrdohip”, permitindo a mistura dos
reagentes. O cobalto complexado na vitaminanAo catalisava a reacao. Para que a reagao
ocorresse, a cobalamina era acidificada em linbayadndo Co(ll). A seguir, NaOH era
adicionada para tornar o meio reacional alcalirssaEmistura era conduzida ao microreator,
juntamente com o luminol e o peroxido. A cela diedgho era composta por microcanais em
espiral e a intensidade da luz emitida pela reacé@aetectada por uma fotomultiplicadora. O
limite de deteccao foi de 0,368 pg thL

Outro procedimento automatizado em sistema desanéin fluxo com multisseringa

foi desenvolvido para a determinacao de cobalteitaanina B, (CHAPARRO et al., 2015).
A oxidacéo da alizarina por peroxido de hidrogératalizada por Co(ll) gerava o produto
por descolorimetria, ocorrendo em meio alcalino queaido a 67°C. A deteccéo
espectrofotométrica era feita a 465 nm, empregamada célula de longo (1,0 m) caminho
éptico. O limite de deteccao foi de 0,3 pigé o sistema analisava 30 amostras por hora.

Oxidacao de Tiron por peréxido de hidrogénio

Esta oxidacdo é catalisada por Co(ll) em meio ialealoriginando o radical
semiquinona, o qual apresenta absorcdo maxima ima te 400 a 450 nm (OTTO;
WERNER, 1983). Esta reacdo € tanto catalisada pagtl)Cquanto por Mn(ll), sendo

esquematizada abaixo:

O O
o OH F e}
| Co? |
2 . + HzOz —% 2 S +2 Hzo
0sS SO, O3S SO,
| I

Figura 1 - Reacéao catalitica de oxidag&o do Tifprgérando o radical semiquinona (11)
Fonte: Otto e Werner (1983).
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Um procedimento analitico para a determinacdootialto envolvendo a oxidagéo do
Tiron por peréxido de hidrogénio foi desenvolvidor dsshiki e Nakayama (1987) que
empregaram o sistema de analises em fluxo segneeiadsantagens desses sistemas € que
a dispersao da zona da amostra é minimizada emotdmresidéncia € longo, caracteristicas
gue melhoram a sensibilidade para métodos exploreeatdes lentas. Nesse procedimento, a
amostra era inserida em um fluxo transportador tavago alcalino e fluia em direcdo ao
primeiro reator, onde se misturava com peroxidoi@nT Apds esse reator, um fluxo
segmentado de ar era adicionado em direcdo ao degeator de 12 m, termostatizado a
30°C, juntamente com a mistura da amostra e dgeméss. O ar era retirado do percurso
analitico por um desborbulhador posicionado naadatrda cubeta de fluxo. A faixa de
concentracdes analisada era de 0,003 — 5,0 ny ena freqiiéncia de amostragem era de
40 amostras por hora.

Um procedimento analitico utilizando o sistemaadélises por injecdo em fluxo foi
desenvolvido por NOGUEIRA e colaboradores (1998p pa determinacao de Co(ll) em
fezes de bovinos e equinos. A amostra era injetadéuxo transportador e os reagentes eram
bombeados até um ponto de confluéncia, onde ocarpameira mistura e fluiam para a
bobina de reagdo de 150 cm. O sinal transienteneratorado espectrofotometricamente a
416 nm. O limite de deteccao foi estimado em 0,2Ji@ o sistema analisava 65 amostras
por hora.

2.3 Determinacao catalitica de vanadio

Os métodos cataliticos para a determinacdo do i@néch geral contemplam os
estados de oxidacao (IV) e (V) e utilizam bromato kO, como agente oxidante de
reagentes organicos (PYRK®KA, 2005). Procedimentos analiticos envolvendades
cataliticas para essa determinacdo tém sido dds&losem batelada e em fluxo (KOLEV;
McKELVIE, 2008), atingindo baixos limites de det&o¢csem a necessidade de etapas de pré-
concentracao.

Com relacdo a procedimentos classicos, foi proppsteterminacéo de V(V) baseada
na oxidacdo de diaminonaftaleno por bromato em rédeido sob temperatura ambiente,
catalizada pelo V(V), tendo Tiron como ativador (GAt al., 2002). O produto da reacédo era
determinado espectrofluorimetricamenitg & 356 NnmAem = 439 nm), apos 5,0 min a partir

do inicio da reacdo. O método mostrou-se bastent\sel, com limite de deteccéo de 0,0088

ng L
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Outro procedimento analitico em batelada envolaianétodo catalitico seletivo para
a determinacdo de V(IV) na presenca de V(V) (SAFA¥Ial., 2000). A espécie V(IV)
catalisava a reacao de oxidacdo do azul de amifimaneio acido a 30°C. A descoloracao do
reagente na presenca de V(IV) era espectrofotaragtente monitorada a 591 nm apos
5,0 min a partir do inicio da reagdo. O procedirmgmbposto apresentou boa recuperacao de
V(IV) mesmo na presenca de V(V), na faixa de 93%a0tom o limite de deteccdo de
0,002 pg -

Um procedimento analitico utilizando o sistema dl&liaes por injecdo em fluxo para
a determinacdo de V(V) em aguas naturais tinha cetaqea inicial a concentracdo/separacao
do analito seguida por sua determinagdo cataltra deteccdo fotométrica do produto
colorido a 430 nm (YAMANE; OSADA; SUZUKI, 1998). icialmente, 1,0 mL da amostra
era injetado e V(V) era adsorvido em uma colunah8ggx 25 (70 x 4,0 mm) e
posteriormente eluido com 0,5 mL de 0,010 mdl D V(V) eluido interagia com &cido
cromotropico e bromato, ambos adicionados por wénflia. Esta mistura e a reacgdo
catalitica ocorriam na bobina de reacdo de 20 mrsemem um banho termostaticamente
controlado a 35°C. Para evitar a formacédo de balkaa no detector, uma bobina restritora
(10 m, 0,5 mm i.d.) era adicionada ao sistema fasia cela de fluxo. As interferéncias de
Fe(lll) e Cu(ll) foram suprimidas com a separacéiciente de V(V) dessas espécies pela
coluna. O limite de deteccéo foi estimado em 0§2 |

Em outro procedimento analitico utilizando o sisiathe analises por injecdo em fluxo
para a determinacéo de V(V) (SHIOBARA et al., 199®9)a aliquota de 287 uL da amostra
contendo V(V) era injetada em um fluxo transportagor uma valvula de seis vias. Os
reagentes sulfopropil-tetrametilbenzidina e bromatam adicionados ao sistema por
confluéncia. A oxidacdo do sulfopropil-tetrametila@lina por bromato era catalizada pelo
V(V) na bobina de reacdo de 5,0 m imersa em um dastmostaticamente controlado a
60°C. O acido sulfosalicilico também era adicionado sistema por confluéncia
como ativador da reacdo. O produto colorido formfada para outra bobina de 1,0 m imersa
em outro banho termostaticamente controlado a 25#&ddo resfriado e determinado
espectrofotometricamente a 460 nm. O limite de cgéie foi determinado como sendo
0,01 ng ml*, e o sistema analisava 15 amostras por hora.

A determinagdo automatizada de vanadio em aguasasalor quimiluminescéncia foi
também proposta (WASEEM; YAQOOB; NABI, 2010). Nessecedimento, uma aliquota
da amostra de 300 pL era injetada em um fluxo p@msdor, passando por uma coluna

redutora de zinco. O método envolvia a reducaondeoa V(V) e V(IV) a V(Ill), e esta
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espécie catalisava a oxidagédo do formaldeido pongreganato de potassio em meio acido,
sendo a intensidade da luz emitida detectada par fatomultiplicadora com uma cela de
fluxo em espiral. O limite de deteccéo foi deteradio como sendo 8,0 x T®mol L™ e o
sistema analisava 100 amostras por hora.

Outro procedimento analitico por injecdo em fluxa tlesenvolvido para esta
determinacdo (KEYVANFARD; ABEDI, 2011), o qual saseava na oxidagao do reagente
verde de malaquita pelo bromato, catalisada por)\W meio micelar e acido. Nesse
procedimento, uma aliquota da amostra de 200 pltecdo V(V) era injetada por uma
valvula de 6 vias e se misturava com os reagertele de malaquita e bromato adicionados
por confluéncia em uma bobina de reacdo de 10 mmeéo micelar favorecia o
desenvolvimento da reacdo, pelo aumento da taxaotisbes entre os reagentes e o
catalisador. O limite de deteccdo foi estimado e Bg mL' e o sistema analisava
20 amostras por hora.

Um procedimento analitico utilizando multisseringsa acoplado a uma plataforma
microfluidica para a determinacdo de V(V) pela eg@ib de 6xido galico com bromato e
catalisada por V(V) a 40°C (ABOUHIAT et al., 201#8s medidas das intensidades das
absorbancias eram feitas espectrofotometricamed®d am. Esta plataforma integrava todos
0S componentes presentes nos sistemas de anatiskse, tais como pontos de confluéncia,
bobinas de reacdo e cela de deteccdo de 3 cm dehcadptico e estava sob uma camara
termostatizada para o controle da temperatura. betaude fluxo era colocada na saida da
bobina e conectada a cabos de fibra Optica paemsmisséo da luz da fonte de radiacdo até o
detector. A propulsédo das solucdes era feita atitip trés seringas, sendo que uma aliquota
de 80 pL da amostra no fluxo transportador se magéucom oS reagentes na bobina de
reacdo. O limite de deteccéo e a frequéncia asftiram estimados em 0,24 ud & 30 A",

A estratégia “stopped-in-loop” proposta em sisted® analise em fluxo foi
eficientemente empregada para a determinacdo d¢ ®ifV amostras de aguas minerais
(TESHIMA et al., 2009). Esse procedimento se basaieeacao catalitica de oxidacaopee
anisidina pelo bromato em meio acido e aquecido, produto colorido era determinado
espectrofotometricamente a 510 nm. O intervaloedgb para o desenvolvimento reacional
utilizado era de 3 min e, com isso, possibilitougee a faixa 0,1 — 2,0 pg'lde V(V) fosse
guantificada.

O desenvolvimento de procedimentos analiticos @ewolo o aprisionamento na cela
de deteccdo aquecida é interessante no que digiteesp melhorias de sensibilidade para

reacOes cataliticas sem a geragdo de bolhas. Cemondtracdo da viabilidade desta nova
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proposta, foi selecionada a determinacdo catalitec®/(V) em aguas minerais utilizando a

reacdo catalitica acima descrita.
2.4 Herbicidas
2.4.1 Caracteristicas

Triazinas se constituem em uma classe de herbieitg® sido aplicadas no solo para
o controle de pragas agricolas, podendo contaromambientes aquaticos. Esses herbicidas
sdo toxicos as plantas devido a inibicdo da fotdtssé e podem afetar a saude humana
atraves das dietas alimentares (SILVA et al., 2013)

Dentre as triazinas, a atrazina (2-cloro-4-etila¥rAisopropilamina-s-triazina) e a
ametrina (2-etilamina-4-isopropilamina-6-metiltidr@zina) tém sido utilizadas para o
controle de pragas em varias culturas, tais confiwonei cana-de-acucar (SILVA et al., 2013).
A dose de campo recomendada para esses herbieiddtsia na faixa de 1,0 e 3,25 kg'ha
(AMADORI et al., 2013).

A atrazina é classificada como medianamente toxicdem sido associada a
contaminagdo de aguas subterrdneas e de organigiwoslvo devido a sua toxicidade,
persisténcia, mobilidade e acimulo no ambiente (BRI, 1999). Os estudos relacionados a
persisténcia desse herbicida no ambiente se refarelaterminacdo da sua concentracao
empregando a extracdo exaustiva em amostras de agticolas. Como exemplo dessa
vertente, um estudo realizado em campo para antieggdo da concentracdo residual da
atrazina (TANDON; SINGH, 2015), a dose de 2,0 kg fua aplicada em solo argiloso, na
faixa de profundidade de 0 — 15 cm. Com o0 métodexti@cao exaustiva, verificou-se que a
concentracao residual apds 100 dias de aplicagédeed,075 pgY sendo o tempo de meia
vida desse herbicida de 16,4 dias. Apés 160 diaaptieacdo desse herbicida, ndo foram
observados residuos nas amostras dos solos aaalisad

A ametrina é classificada como moderadamente tqktHiRLEY; HILL; WHITING,
1998), sendo altamente persistente e bioacumuladaambiente, causando impactos
significativos no ecossistema. Nesse sentido, undespara a determinacéo residual desse
herbicida utilizando extragdo exaustiva foi realzasob condicbes de campo (VIVIAN
et al., 2007). Com a aplicacdo de 200 [* Ha ametrina em solo argiloso na profundidade 0 —
20 cm verificou-se a presenca de residuos aposlia88e aplicacdo desse herbicida, o que

significa que ele é considerado altamente persesten ambiente. A maxima concentragdo
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residual, apds 18 dias de aplicacéo era equivaieft85 mg kg e a quantidade minima era
de 0,05 mg kg ap6s 198 dias de aplicacéo.

Os processos afetando a persisténcia da ametret@gaeina nos solos incluem a
fotodegradacao (XU; CHU; GRAHAM, 2014), a biodegradio (WACKETT et al., 2002), a
adsorcdo e a dessorcao (BAILEY; WHITE, 1970). Ocpsso de adsorcao (SCHMIDT;
SALTON; SCORZA-JUNIOR, 2015) dos herbicidas no sélaefinindo como a retencéo
desses compostos nas particulas do solo, ndo edapbniveis em solucdo. Com isso, ndo
se dissipam pela superficie do solo para serenegiadados e também nao se lixiviam. A
retencdo dos herbicidas no solo é influenciada pelp &rea superficial, teor de matéria
organica, presenca de outras espécies, tamanhpatsulas e porosidade (MUDHOO;
GARG, 2011). O processo de dessorcao também se gefdoacessibilidade, o que significa
gue esses compostos estdo presentes em solugipaesdcialmente lixiviaveis (SCHMIDT;
SALTON; SCORZA-JUNIOR, 2015).

2.4.2 Estudos cinéticos de bioacessibilidade dbibelas em solos

Bioacessibilidade é definida como “a méaxima frapétencialmente disponivel das
espécies alvo para a biota em condigdes ambiesitaidadas” (ROSENDE; MIRO, 2013).
Nesse sentido, h4 um grande interesse no desemenito de metodologias para ensaios de
extracdo para o acesso dos contaminantes orgatiggiveis no ambiente (FEDOTOV et
al., 2012).

Normalmente, os métodos de extragdo dos herbieidasolos empregam a extracédo
exaustiva (VILLAVERDE et al., 2013), a qual envolealeterminacdo da concentracao total
do contaminante, ndo necessariamente reflete &owacao potencialmente disponivel a ser
assimilada no ambiente. E necessario consideraraguentrar em contato com a matriz do
solo, os herbicidas sdo permeaveis aos seus pgrodeen se ligar de forma irreversivel aos
seus componentes, tornando-se menos disponives @adegradacdo microbiana ou
assimilacao pelas plantas. Dessa forma, a fragiacéssivel de um herbicida no solo pode
decair ao longo do tempo, em funcdo dos proceseosiatlegradacdo, fotodegradacéao e
lixiviacdo. Vale ressaltar que os fatores que afetados esses processos incluem as
caracteristicas de composicéo dos saag {eor de carbono organico, porcentagem de argila,
textura do solo e pH), pluviosidade, temperatutarenosidade.

Nesse sentido, a extracdo ndo exaustiva dos cordates organicos de forma a

monitorar a sua disponibilidade a serem assimiladoambiente, é realizada com solu¢des
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salinas diluidas, dentre elas 0,01 mdlCaCh, 0,1 mol ! Ca(NQ), 1,0 mol L} NH,OAc

ou 1,0 mol ' (NH4),SOs. Tais estudos sdo de principal relevancia pareelemionar os
contaminantes potencialmente disponiveis no anienoin os estudos dos mecanismos de
assimilacdo desses contaminates pelos organismvms (EDOTOV et al., 2012).

Para os estudos de adsorcdo e dessor¢gédo de cam#mirorganicos em solos
geralmente empregam métodos de extracdo em batetamdorme a OECD 106
(Organizacao para a Cooperacao Econémica e Des@neolto). Esse mesmo procedimento
€ utilizado para os estudos de adsorcdo e dessdedoazinas e metabdlitos no solo
(MERSIE; SEYBOLD, 1996; ABATE et al., 2004). Initi@ente, a mistura contendo o solo,
os herbicidas e a solucdo extratante (0,01 modé CaCj) é agitada em mesa agitadora
durante 24h para que haja a adsorcao desses cosypastolo. Apos esse periodo, a parte
sélida é separada do sobrenadante por 15 min defuwgacdo, sendo entdo coletado, filtrado
e analisado por HPLC. Para os estudos de dessarcéugterial sélido remanescente é
considerado. Para tanto, a solucéo de 0,01 MdCaC) é adicionada a esse material e essa
mistura novamente é mantida sob agitacao por 24 h.

Os meétodos classicos para os estudos de adsorgabeducidas no solo utilizam
intervalos de tempo muito longos.¢ 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20 e 24h) para a adsorcacA(AB
et al., 2004). Para a avaliacdo da dessorcao, &isesdos extratos sdo feitas apds 24h de
contato entre a solugdo de Ca@ amostra de solo e os herbicidas (ABATE et241Q4;
JABLONOWSKI et al., 2008).

Os procedimentos para os ensaios de dessorcdo gampreempos de extracdo
predefinidos sem um estudo cinético prévio (FEDOT@WV al., 2012), sendo este de
fundamental importancia para ajustar o tempo déisenalependendo da cinética que pode
ser rapida, lenta ou muito lenta. Dessa forma, goitante que os procedimentos analiticos
incluam um estudo cinético prévio de dessorcadhédsicidas do solo para 0 monitoramento
desses contaminantes potencialmente lixiviaveiambiente, de acordo com o conceito de
bioacessibilidade. Isto justifica a proposta de prmcedimento analitico em fluxo que
envolva as etapas de extracdo, concentracado eas@&pailos herbicidas atrazina e ametrina

presentes nas amostras de solos.

2.4.3Procedimentos para a concentragao e separacantendbs herbicidas

2.4.3.1 Acoplamento da concentracdo em linha conseparacdo das triazinas por
cromatografia liquida



38

Os protocolos para a SPE tradicional (BECEIRO-GONFA et al., 2014) requerem
grandes volumes de solvente para o condicionanmeento longo tempo para a secagem do
cartucho, seja através de um sistema a vacuo ouumoifluxo de nitrogénio liquido.
ApoOs a eluicdo, o extrato organico é seco pela@agio com o fluxo de nitrogénio, o
volume é reconstituido com o solvente e o compaissolvido € entdo injetado no
cromatografo. Todo esse processo torna os procathsenais demorados e laboriosos.

O acoplamento SPE-LC (HYOTYLAINEN, 2007) comumemevolve o uso de
valvulas multiportas e uma ou mais bombas parssfeeain o extrato para o cromatografo
(Figura 2). Nesse caso, o procedimento analitica padeterminacdo dos compostos de
interesse integra tanto o processo de pré-concé@otiguanto a separacao desses compostos,
encurtando a etapa do preparo da amostra, e tarnamdanalises mais rapidas e sem

contaminacdo, pois todo o procedimento ocorre emsistema fechado.
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Figura 2 - Acoplamento SPE - LC. S = amostra; Wescdrte; V1 e V2 = valvulas de 6 vias;
SPE = extracdo em fase soélidg;4.alca de amostragem. Adaptada de Hyotylainen
(2007).

A hifenacdo SPE em linha (HYOTYLAINEN, 2007) com lt€én sido utilizada para
as separacfes dos compostos pela maior frequéeciamdstragem e reprodutibilidade
dos dados. Em comparacdo com a deteccdo “off-lib@dp o volume do extrato €&
injetado em LC. Tipicamente a SPE é feita em mioitas com dimensdes entre (10-20mm
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x 1,0 — 4,6 mm d.i.), a0 passo que o sistema SPiatmfizado utiliza minicolunas (10-40
mm x 50 um — 1mm d.i.). Em ambas as situacdes) tetapa de concentragcdo quanto a de
“cleanup” do sorbente ocorrem, sendo que o mesmieste pode ser reutilizado para varias
amostras.

Os sorbentes utilizados para SPE (ZARPON et ab6PBomumente sdo os de fase
reversa Gg, materiais de troca idnica, imunosorbentes, natede acesso restrito (RAM) e
polimeros molecularmente impressos (MIP). RAM téama caracteristica principal, a

seletividade, excluindo as macromoléculas na etagaé-concentracao (Figura 3).

Aplicacéo Lavagem do Eluicdo do composto
da amostra sorbente de interesse
lécul q Compostos permanecem Ndcleo livre para a
M~O eculas grandes ligados no nucleo hidrofobico préxima aplicacao
ndo acessam 0s pori.s
Vi _ ’*;" .i.*[_‘_‘“ ' . Di
Composto /' &F 1 A/ W
de interesse G- ¥ - ¥ k%
> A >
\ Y
Camada hidrofilica =¥ P
permite a transferéncia do .
COMposto para 0s poros
Descarte das moléculas grandes

Figura 3 - Sorbente composto por material de acestoto para a concentracao em linha de
herbicidas. Adaptada de Agilent (2011).

2.4.3.2 Estratégia “heart cut”

Em amostras com matrizes complexas, quando o ‘iggad laborioso, consumindo
muito tempo para o preparo dessas amostras na @teya as separacdes cromatograficas,
utiliza-se a estratégia “heart cut” (ERNL, 1981InAlmga a "zone sampling” (REIS et al.,
1981). Nessa estratégia, a amostra pode ser coetadaua porcao frontal (“front cut”),
central (“heart cut”) ou final (*end cut”), selec@ando uma parte da amostra contendo as
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espécies de interesse a serem separadas em L(podsoser conseguido com a técnica
denominada “column switching” com a utilizacéo dexslvalvulas de 6 vias, sendo que cada
valvula contém uma coluna conectada. A amostrge¢aota na primeira coluna, e a porcao
contendo as espécies de interesse € selecionadaapaegunda coluna, onde ocorre a
separacdo dos compostos correspondentes. A pougdpejmaneceu na primeira coluna é
descartada. Na primeira coluna, ha a tendénciaaier mobreposi¢cdo de picos, devido a um
maior numero de espécies presentes, sendo esteaBnuado na segunda coluna, devido ao
corte realizado.

“Heart cut” é frequentemente utilizado para tormaprocedimento mais seletivo,
sendo realizado ap0s a etapa de concentracéo leen(@LIFEROVA et al., 2005), conforme
se observa na Figura 4. Nesse caso, esses sistamiaém compreendem duas valvulas,
sendo que na primeira, uma coluna € conectadagpatapa de concentracdo e “cleanup”.
A segunda contém a alca de amostragem por ondeeanfavel € bombeada, injetando os

compostos de interesse na coluna cromatogréfica.

descarte

SPE
. ’§ .ﬁ —&I—@—»descarte
mostra
/

. E — alca de amostragem

— fase movel

Figura 4 - Configuracao utilizada para o “heart’ @ids a concentracdo para a injecado da
amostra na coluna cromatografica. V1 e V2 = valvala 6 vias. SPE = coluna de
extracdo em fase solida. C = coluna cromatograiicadetector.

Essa estratégia assemelha-se aquela de aprisicioati@enona da amostra, no sentido
de que a porcao central, mais concentrada da zmreandstra é injetada no cromatografo.
Nesse sentido, a por¢cdo mais concentrada dos ctospesinteresse € selecionada de acordo
com o volume do eluente contendo esses compos@®em injetados na coluna. No entanto,
0 “heart cut” ndo é utilizado para a melhoria desg®lidade, pois ndo envolve nenhum tipo
de desenvolvimento reacional, tal como ocorre nosceuimentos propostos para a
determinacao de Co(ll) (item 3.3.1) e V(V) (iter3.2).
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2.4.3.3 Colunas para separacao das triazinas

As colunas para separacao de triazinas em geramsfacotadas (do inglés “packed")
ou monoliticas. As colunas monoliticas possuem pdtosidade (Figura 5), sendo mais
permedveis do que as empacotadas, que sdo memsRPIKEGAMI; TANAKA, 2004).

As particulas das colunas empacotadas em geralasacterizadas por tamanho do poro na
faixa de 6 até 30 nm, enquanto que as colunas migael apresentam mesoporos de
aproximadamente 10 nm e macroporos de 10 pum deeti@n{SILVA et al., 2004).
Consequentemente, menor pressao é requerida pepa@cao desses compostos.

A separacdo dos compostos sob alta presséo étmasenolunas empacotadas. Sendo
assim, baixas vazfes sdo empregadas para compsasagfeito, 0 que aumenta o tempo de
analise. Devido a alta permeabilidade das colurasoliticas, vazées mais elevadas podem

ser empregadas, reduzindo o tempo requerido ppaassgEio dos compostos de interesse.

Figura 5 - Colunas de silica monolitica (esqueildajrando os poros, e empacotada (direita).
Adaptada de Ikegami e Tanaka (2004, esquerda) @nder, Skudas e Schulte
(2008, direita).

Tanto as colunas empacotadas quanto as colunaslitivagsopodem ter a fase
estacionaria reversa com a adicdo de grupos omgmipolares, tais como octil Cou
octadecil (Gg) ligados diretamente ao atomo de silicio. Bealeotboradores (2010)
relataram que a eficiéncia de separacdo em LC tambdéde ser obtida com colunas
monoliticas de fase reversag@m comparac¢do com as colunas empacotadas deetased,
tendo como vantagem, menores tempos de retencims mhzOes podem ser utilizadas,
tornando as analises mais rapidas. Nesse sentrdis y@rocedimentos empregando colunas
monoliticas com fase estacionariags @ram propostos no Brasil para a determinacdo das
triazinas e dos seus metabdlitos (SANTOS; INFANWEASINI, 2009; INFANTE; URIO;
MASINI, 2011; URIO; INFANTE; MASINI, 2013; URIO; MAINI, 2015).
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Como a fase estacionaria reversa é menos polapaagdo dos compostos utiliza a
fase mdvel mais polar, ao contrario do que ocoaraitlizacdo da fase estacionaria normal.
As principais vantagens da exploracédo da faseiesta@ reversa € a utilizacdo de solventes
organicos menos toxicos, rapidez nas analises ecpetibilidade nos tempos de retencédo dos
compostos (TONHI et al., 2002).

2.4.3.4 Ensaios de adsorcao-dessorcao e separacawatografica de herbicidas

Conforme acima mencionado, a literatura relata geeestudos de adsorgcéo e
dessorcgdo das triazinas e metabdlitos em solos QMERSEYBOLD, 1996; ABATE et al.,
2004) envolvem procedimentos em batelada, os equmap@egam intervalos de tempo muito
longos, desconsiderando a cinética de adsorcéa¢éxtrpara cada composto. Além disso,
para a separacdo dos herbicidas e seus metabali®sjcdo por gradiente € comumente
utilizada, resultando em longos tempos de eluigia pada corrida completa,g 18 min
(ABATE et al., 2004) e 30 min (BECEIRO-GONZALEZ, Pf). Dessa forma, os intervalos
de tempo utilizados tanto para o preparo da amapianto para a separacdo desses
compostos séo longos e o procedimento completoritsm.

A automatizacdo desses processos € interessagigeorna as analises mais rapidas,
e permite que 0s processos requeridos ocorram ebie@® fechado, diminuindo a
interferéncia do operador e evitando contaminad¢desmelhor controle do tempo é obtido, e
com isso maior repetibilidade é alcancada. Nesstdse os sistemas de analises em fluxo
(CLAVIJO et al., 2015) apresentam a vantagem degnar tanto o processo de preparo da
amostra quanto a separacdo dos herbicidas utibzaotunas cromatograficas, com as
vantagens de simples operacéo, baixo custo e parggéo de residuos.

Nos sistemas SIA (RUZICKA; MARSHALL, 1990), a soég; transportadora, a
amostra e 0s reagentes sao aspirados sequencelmdéinem através de tubos conectados
perifericamente a uma valvula multiportas paralain®coletora, a qual é conectada a por¢éo
central da valvula. A seguir, o sentido do fluximéertido, permitindo que a mistura entre as
solucbes aspiradas ocorra e conflua para outropaimentos, tais como bobina de reacéao,
minicolunas contendo o sorbente apropriado pa@aentracdo em linha dos compostos de
interesse, detector, etc.
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A determinacdo dos herbicidas potencialmente Exigis em solos utlizando o
sistema SIA afigura-se como promissora para o aoughto com LC visando a separacdo
desses compostos. Com isso, é possivel realizamdaramento desse processo ao longo do
tempo a partir do instante de aplicacdo dos heldscem campo. Ainda, é possivel integrar
uma minicoluna contendo o sorbente apropriado pareoncentracdo dos herbicidas e
“cleanup” em linha, com eluicdo direta para a calaromatogréfica em LC para a separacao
desses compostos. Nesse caso, uma valvula deadnggg@® vias € utilizada como uma
interface e o volume do eluato injetado € defirpeta alca de amostragem conectada a essa

valvula.

3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Equipamentos e acessorios
3.1.1 Determinacdes de Co(ll) e V(V)

Um espectrofotdbmetro multicanal modelo USB 2000 \U¥'{Ocean Optics, Flérida,
Estados Unidos) conectado a um microcomputadoutdizado para a deteccdo dos sinais.
A fonte de radiacdo era uma lampada tungsténiagBalo e os cabos de fibra Optica foram
utilizados para o transporte da radiacdo da lampada a cubeta de fluxo Hellma modelo
178-0S, apresentando caminho Optico = 10 mm e wlimterno = 80 pL. A aquisicdo dos
dados era realizada com o “software” fornecido pefgprio fabricante.

Um injetor-comutador construido em acrilico e uromnba peristaltica de oito canais
(Ismatec-IPC, Wertheim, Alemanha) eram utilizadds.alcas de amostragem e os reatores
eram construidos com tubos de polietileno com di@riaterno de 0,8 mm; conectores de
PEEK também eram utilizados.

A bobina de reacdo (Figura 6a) era confeccionada gm tubo de polietileno de
200 cm de comprimento enrolado em uma haste deimlunimersa em um banho
termostatico (Figura 6b) em forma cilindrica (rd7 cm; altura = 10 cm) preenchido com
glicerina. A cubeta de fluxo (Figura 6c) era coadata um bloco de aluminio termostatizado
(Figura 6d) para que a reacdo catalitica se deb@&®s® em meio aquecido. Este era
construido na forma de um bloco de 6 cm de altu@n de largura e 6 cm de comprimento,
com um encaixe interno da mesma medida para aaudeetiuxo e com dois orificios para
conexdo de fibras Opticas para a transmissdo de@dte o detector, uma resisténcia tipo

cartucho de Alta Carga Dennex 1/4” de 100W, 220Mme termostato digital Full Gauge
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modelo TIC-17RGTi. Para se evitarem perdas de ,calbloco de aluminio era recoberto por
cortica.

Figura 6 - Componentes dos sistemas com zonassceales e o aprisionamento da zona de
amostra no reator aquecido (a, b) ou na cubetluxie 4&quecida (c, d). A bobina de
reacdo (a) era de 200 cm de comprimento e enr@adama haste de aluminio
aquecida a 80°C, sendo inserido em um banho teitimastpreenchido com
glicerina (b). A cubeta de fluxo (c) era inseriga em bloco de aluminio aquecido
a 95°C, o qual continha orificios para insercdosdasor de temperatura, da
resisténcia e das fibras Gpticas (d).
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3.1.2. Determinagéo dos herbicidas

O sistema SIA (FIAlab Instruments, Bellevue, Wagton) era composto por uma
bomba de émbolo de uma seringa de vidro com cadeide 5,0 mL para aspiracdo e
propulsdo das solucdes. A seringa continha umaulgélde trés vias para a aspiracao e
dispensa da solucéo transportadora, e esse comgumtmonectado a uma bobina coletora de
polietileno (5,0 mL volume; 1,5 mm d.i.). Essa bwbiera conectada a por¢cao central da
valvula seletora de oito portas.

Para a separacdo dos herbicidas, um cromatogmgficdddi (Waters Techologies,
Mildford MA) era utilizado, o qual compreendia urasgiaseificador a vacuo, uma bomba de
alta pressao, um termostato e um detector UV/Vis aoanjo de fotodiodos (modelo 2996,
Milford MA, USA). A aquisicao dos dados era feitant o “software” fornecido pelo proprio
fabricante.

Filtros de Nylon (13 mm de diametro, poros de Qu#% Fluoropore, Millipore) eram
utilizados para a aspiracdo dos extratos das amsadtrsolo contendo os herbicidas.

Uma ponteira de 10 mL de polipropileno transliciclanectada a valvula seletora do
SIA, era utilizada como reator para a mistura divagx contendo os herbicidas e o padréo
interno.

Tubos de polietileno de diametro interno de 0,8 ponectados a valvula seletora
eram utilizados para a aspiracdo das solu¢cdes anastras.

Um agitador magnético (Agimatic-N, Selecta, BarnaloEspanha) era utilizado para
a homogeinizacdo das amostras de solo e a solug@boea de herbicidas acondicionadas e
um recipiente de vidro escuro de 60 mL de capaeidad

Para a concentracdo em linha dos herbicidas, fotdizados o sorbente Oasis HLB
(Hydrophilic-Lipophilic-Balanced, Waters, Mildfor#1A), composto pelo co-polimero de
divinilbenzeno vinil pirrolidona e o sorbente apolRlexa, composto pelo polimero
divinilbenzeno (Agilent Bond Elut Plexa, Waters,|dfiord MA).

Cada sorbente era acondicionado individualmenterma mini-coluna confeccionada
para SPE. Esta coluna era feita cortando-se umagaedescartavel nas dimensdes de
8,0 x 4,6 mm d.i. Para reter o sorbente em condie8#ticas, as saidas da mini-coluna eram
delimitadas por duas fritas de 10 um (Mo Bi Tectti@gen, Alemanha). Um adaptador com
o0 mesmo didmetro dessa mini-coluna era conectagksea aparato e um conector de rosca
conectava esse adaptador a entrada do tubo dalpobeTodo esse conjunto era conectado a

valvula seletora do sistema SIA.
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Para os ensaios de separacao das triazinas, alpn& &g de fase reversa (Kromosil
Cis, 5um, 5,0 x 4,6 mm, Scharlab, Barcelona, Espanhad@plada a cada uma das colunas
testadas:

- Coluna monolitica de silica de fase reversa (€00 x 4,6 mm) (Phenomenex, Inc.,
Torrance, CA, EUA), com mesoporos de 13 nm e macogpde 2 pm.

- Coluna empacotada de silica hibrida de fase sa @50 x 3,9 mm, poros de 3,5 um)
(X- Terra, Waters Corporation, Milford MA). A cadeés grupos silandis, um grupo era
substituido por um grupo metil.

- Coluna empacotada de silica de fase reversél60 x 4,6 mm) (Kromosil 1004g;
3,5um, Scharlab, Barcelona, Espanha).

O sistema SIA era hifenado com o cromatografo digupor meio da valvula de 6
portas (Valco Instruments Company Inc.), a qualfieeada em um maédulo da Crison (Alella,
Espanha). A alca de amostragem de 300 pL era @ateeatvalvula de injecéo e era composta
do polimero PEEK (150 cm comprimento; 0,5 mm d.i.).

Tanto o SIA quanto o modulo da Crison eram contimdapelo “software” CocoSoft
(COCOVI-SOLBERG; MIRO, 2015), e a transmissdo dmaodos do microcomputador para
ambos os instrumentos era realizada via USB. O atagrafo e o sistema SIA funcionavam
automaticamente e de forma integrada, através deneoanismo “feedback”. A vazado da
fase movel, o controle da temperatura da colunaeg@racdo e a aquisicdo dos espectros

eram feitos utilizando o “software” do proprio cratdgrafo.

3.2 Reagentes e solugdes

Todas as solucbes foram preparadas com reagentgsadeanalitico e com agua
desionizada (condutancia especifica < @SLcm®) obtida em sistema Milli-Q (Synthesis
A10, Millipore, Billerica, MA).

3.2.1 Determinacao espectrofotométrica de Co(ll)

A solucdo-padrdo estoque (10,00 mg ICo(ll)) era preparada dissolvendo-se
23,85 mg CoSQ7H,0O em 400 ml de agua, adicionando-se 5 mL de umac&ol de
0,01 mol ! HNO; e completado-se o volume até 500 mL com agua. Asdes-padrdo de
trabalho eram preparadas em 0,25 mdl HCIO,, na faixa de concentracbes entre 0,0
e 1,0ug L™ Co(ll).
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A solucdo 0,005 mol Tt de Tiron (dihidroxibenzeno dissulfonato dissédico,
M = 332,22) era diariamente preparada, dissolvessad0;166 g do reagente em 100 mL de
agua.

A solucdo 0,2 mol £ de pirofosfato de sédio (M&0;.10H,0, M = 446,06) era
diariamente preparada, dissolvendo-se 8,92 g dené@aem 100 mL de agua.

A solucéio 0,005 mol t peréxido de hidrogénio (30% v/v) era diariamenepprada,
dissolvendo-se 100 pL do reagente em 200 mL de agua

A solucdo 2,0 mol £ NaOH era preparada diluindo-se 8,0 g do reagenté@® mL
de agua.

As amostras de gramineas eram digeridas com o®saciidrico e perclérico,
pesando-se 0,5 g da massa seca e moida, adicies@agd ml de HN@e 1,3 ml de HCIQe
completando-se o volume com &gua a 50 ml. A adittetia das amostras era de 0,25 mbl L
de HCIQ, (KRUG et al., 1977).

3.2.2 Determinacao espectrofotométrica de V(V)

A solucdo-padrdo estoque [1000 mg' LV(V)] era preparada pesando-se
0,8925 g \Os, dissolvendo em 20 mL de solugcao 50% (v/v) HCbegletando-se o volume
para 500 mL com agua. As solugbes-padrdo de tmbalam preparadas em
0,01mol L* HNO;, na faixa de concentracdes entre 0,0 a 6,0 g(V).

A solucdo estoque, 0,25 mol*lde p-anisidina, era preparada dissolvendo 6,16 g do
reagente (M = 123,16) em 200 mL de uma solucaen®j0L™* HCI. A solucéo 0,1 mol tde
p-anisidina era diariamente preparada a partir dac&o estoque, sendo tamponada com
0,1 mol L* glicina (pH 2,5). O pH da solucdo era ajustado somcédo 10 mol £ NaOH.

A solucdo mascarante, 0,3 mol' INHsF era preparada dissolvendo 0,55 g, NHem
50 mL de agua. A solucdo oxidante, 0,05 mdi hromato, era diariamente preparada
dissolvendo-se 0,418 g KBg@m 50 mL de agua. A solucdo de 0,1 mdlde Tiron era
diariamente preparada dissolvendo 1,66 g de Tino5@ mL de agua.

As amostras de agua mineral foram adquiridas emaderocal.

3.2.3 Avaliacdo da seletividade nas reacdes dasaipara Co(ll) e V(V)

As solucdes estoque, 1000 mg L(I = espécie quimica potencialmente interferente

eram preparadas individualmente para cada |, pessasnéd massa do composto envolvido,
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diluindo-se em aproximadamente 400 mL de aguajaa@indo-se uma aliquota de solugéo
acida e completando-se o volume para 500 mL cora,amunforme indicado na Tabela 1. A
solucéo estoque de Ti(IV), feita a partir de ¢¥HiFs, foi adquirida na Sigma-Aldrich.

Tabela 1 - Preparo das solucdes estoque utilizadesestudos de seletividade. | = espécie
guimica potencialmente interferente.

Composto Massa Volume adicionado
Utilizado (9) de solucéo acida

Mg(ll) MgSO,.7H,0 (M = 246,5) 5,07 10 mL (50% v/v) HNQ

Al(ll AICI 3.6H,0 (M = 241,43) 4,47 10 mL (50% v/v) HNO
V(V) V,05 (M = 181,88) 0,89 20 mL (50% v/v) HCI

Ni(11) NiSO..6H,0 (M = 262,85) 2,24 10 mL (50% v/v) HNO
Mn(I1) MnSO.H,O (M = 169,02) 1,54 10 mL (50% v/v) HNO
cu(ll) CuSQ.5H,0 (M =249,69) 1,97 10 mL (50% v/v) HNO
Ca(ll) CaCQ (M =100,09) 1,25 10 mL (50% v/v) HNO
Fe(lll) FeOs (M = 159,69) 0,72 20 mL (50% v/v) HCIO
Cr(VI) K,Cr,07 (M = 294,18) 1,41 10 mL (50% v/v) HNO
Co(ll) CoSQ (M = 154,99) 1,31 10 mL (50% v/v) HNO
Pb(ll) Pb(NQ), (M =331,2) 0,80 10 mL (50% v/v) HNO
Si(IV) NaSiO; (M = 122,06) 2,18 10 mL (50% v/v) HNO
Zn(ll) ZnO (M = 81,37) 0,62 10 mL (50% v/v) HNO

3.2.4 Determinacao dos herbicidas

Os padrbes da atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-ispif@mina-s-triazina), ametrina
(2-etilamina-4-isopropilamina-6-metiltio-s-triazin@ prometon (2,4-bis (isopropilamina)-6-
metoxi-s-triazina), o qual era utilizado como padir&terno, foram obtidos na Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany).

As solucBes-padrdo estoque de 500 mg das triazinas foram preparadas

dissolvendo-se 5,0 mg de cada composto individuainetanol puro. Todas as solu¢cdes eram
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mantidas no escuro a 4°C e diluidas em 0,01 MdC&C} (Sigma-Aldrich, M = 110,98) até
as concentracOes desejadas para a preparacaad@eseopadrao de trabalho.

Os solventes metanat ©9,9%) e acetonitrila>(99,9%) utilizados em HPLC e &cido
aceético £ 99,7%) foram obtidos pela Sigma-Aldrich.

A fase movel 40,0:59,6:0,4 (v/v/v) acetonitrila/atacido acético era preparada em
baldo volumétrico de 1L, adicionando-se 400 mL a&anitrila e 4,0 mL de 4cido acético e
completando-se o volume com agua. A fase moévelfitrada com filtro de nylon de
0,45 um.

3.3 Procedimentos

3.3.1 Determinacado de cobalto em gramineas empieggrisionamento da zona da amostra

na bobina de reacéao

3.3.1.1. Operacao do sistema

A Figura 7 representa o diagrama do sistema deses&m fluxo na configuracéo
com aprisionamento da zona da amostra na bobinaresgdo. Uma solucao
0,25 mol L* HCIO, a 3,0 mL miff, e 4gua a 0,6 ml minforam empregadas como fluxos
transportadores da amostra e do reagenie (G1). Como reagentes, foram empregadas as
solucbes R — R, fluindo a 0,6 mL miit, de composicdo 0,005 mol*Lde Tiron;

0,2 mol L'* NayP,0O7; 0,005 mol [* H,0, e 0,5 mol [ NaOH, respectivamente. As alcas para
amostra e reagenteg b Lr;, eram de 70 e 40 cm, e os comprimentos dos reafeiee R,

eram de 50 e 100 cm. A bobina de reacdq)(&a conectada a porcéo central do injetor.
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RC,  ——=oR;
M

RC,

Figura 7 - Diagrama de fluxos do sistema anali@iogpregando aprisionamento da zona da
amostra na bobina de reagdo para a determinacacoluto. IC = injetor-
comutadorLs e Lry = alcas de amostragem (70 e 40 cm,350 e 20QuL); Cs e
Cr: = fluxos transportadores (3,0 e 0,6 mL MinR, R, R; e R, = Tiron,
NasP,0;7, H,0, e NaOH (0,6 mL mif); Rc1 e Re, = reatores (50 e 100 cm); T =
linha de transmissao (15 cm); W = descarte; D ealet; area tracejada = posi¢do
alternativa do IC.

Quando o injetor-comutador permanecia na condicijpedificada (posicdo de
aprisionamento), as solucdes da amostra e do preenchiam as suas alcas correspondentes
e a bobina de reacdqRera deslocada para fora do percurso analiticgdseaédo de injecao,
as aliguotas da amostra e do reagente eram irsegidaseus fluxos transportadores e
direcionadas a bobina de reacéo, a qual era iaseddoercurso analitico. Nesta posicéo, 0s
tubos de k e Lrs eram retirados dos frascos da amostra e do regagera que nao houvesse
desperdicios. Imediatamente apds a inje¢cdo da eanastreagente Rera adicionado por
confluéncia, para mascaramento dos interferentss.zédnas da amostra e do reagente
confluiam e os outros reagentes @ R;) anteriormente misturados eram acrescentados. A
oxidacao de Tiron por peroxido de hidrogénio emanadcalino ocorria na bobina de reacao
Rci, originando o radical colorido semiquinona (OTTW/ERNER, 1983) detectado
espectrofotometricamente a 426 nm.
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Quando a porgédo mais concentrada da amostraaatngiator principal, o injetor era
deslocado novamente para a posicdo especificaddiguaa 7. A porcdo da amostra era
aprisionada e as alcas; B Lg; eram novamente preenchidas. E importante resspltaro
preenchimento das alcas & Lr; era feito poucos segundos antes de terminar odmede
aprisionamento da zona da amostra, para que naessem desperdicios. Apds o periodo de
aprisionamento pré-selecionado, o injetor era daslo novamente, inserindo a proxima
amostra e o Tiron nos fluxos transportadores cporedentes, e reinserindo a bobina de
reacdo R. no percurso analitico. No instante da injecdo,tuss de k e Lg; eram
novamente retirados dos frascos da amostra e denea A por¢cdo da amostra aprisionada
no reator era liberada e percorria a linha de tngssao T (15 cm) até o detector.

3.3.1.2. Influéncia dos principais parametros emidns

Volumes da amostra e do reagente

Como o sistema empregava zonas coalescentes, @vgame garantir a sobreposicao
das porcbes mais concentradas das zonas da amakireeagente na bobina de reacdg R
Para tanto, a abordagem “dye approach” (RUZICKA;N$EN, 1988) foi utilizada para
selecionar os volumes da amostra e reagente ingtadtambém determinar o tempo de
injecdo em que a absorbancia do pico registradmérama.

Os volumes inseridos da amostra e reagente foraestigados entre 250 — 900 uL
(50 < Ls < 180 cm) e 50 — 350L (10 < Lg; < 70 cm), respectivamente. O comprimento da
bobina de reacdodr (50 cm) foi selecionado tdo curto quanto posspah minimizar a
dispersdo da zona da amostra e longo o suficiest@ permitir condigdes suficientes de

mistura.

Tempo de injegcéo

O tempo de injecdo é definido como sendo o temgorddo ao mover o injetor da
posicdo de amostragem para a posicao de injec@ueata porcao central da zona da amostra
atingisse a bobina de reacdo. Para a determinagde garametro em tempo real, a bobina de
reacdo R; foi substituida pela cubeta de deteccéo. As sehig@ verde bromocresol (BCG)
a 50 mg [* e de 0,01 mol t NaB40; foram utilizadas para simular a amostra e o reagen
R:. Neste ensaio, a solucdo transportadora era umgéso0,01 mol ! NaB.0; e o

comprimento de onda utilizado era de 612 nm.
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Concentragdes dos reagentes

Os efeitos das concentracdes dos reagentes (bemdmtempo de aprisionamento da
zona da amostra e da seletividade do método) festodados injetando-se um volume de
350 pL da solucdo-padrdo 1,0 ug Co(ll) preparada em 0,01 mol*lHNO; e 200 pL do
reagente Tiron, no sistema de aprisionamento calimansdes descritas na Figura 7.

A influéncia da concentracdo do oxidante,Opl foi estudada na faixa
0,0005 - 0,01 mol E, fixando-se as concentracdes de Tiron e NaOH ém @®,0,5 mol L,
respectivamente. A concentracdo de Tiron foi estade faixa de 0,001 - 0,01 mof,Lcom
a concentracdo fixa de 0,005 mof IH,0,. A influéncia da concentracdo de NaOH foi
avaliada na faixa de 0,1 — 4,0 mof,Lfixando-se as concentracdes de Tiron ©Hem
0,005 mol .

Tempo de aprisionamento
O tempo de aprisionamento da zona da amostra tiedaso de 0,0 a 6,0 min, e as
concentracdes dos reagentes utilizadas foram 66,0006 e 0,005 molt.de Tiron, NaOH e

H,O,, respectivamente.

3.3.1.3 Desempenho do sistema

Avaliacao do efeito de memaria na bobina de reacao

Os experimentos com a solucdo de BCG também fomarduzidos para verificar a
ocorréncia do efeito de memoria devido a sobreposde zonas na bobina de reacdo. O
tempo de limpeza da bobina de reac@efBi visualmente estimado para verificar se erasmai
curto do que o tempo de injecdo da amostra seguinte

Para a comprovacao de que esse efeito ndo eravatbsetrés réplicas do branco
foram injetadas no sistema, seguidas de trés aéptla solucdo-padréo 1,0 ug Co(ll) e,
novamente, por mais trés réplicas do branco. Pa@ experimento, o tempo de injecdo era

de 11 s e o tempo de aprisionamento, de 3,0 mangaata amostra injetada.

Avaliacao da seletividade

Neste experimento, inseriram-se solugbes contendo eapécies quimicas
potencialmente interferentes (Tabela 1), preparadagaixas das concentracdes de 1,0 g L
a 100 mg [* Fe(lll), Mn(ll), Cu(ll), Zn(ll), Mg(ll), Ca(ll), N(I), V(V) e Cr(VI).
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Para cada interferente, a maior concentracao testadifestou uma variacdo maior que 10%
na altura do pico registrado em relacdo a solug@odo de 1,Qg L™ Co(ll).

Caracteristicas analiticas

Apés projeto e dimensionamento do sistema, o mdeimaplicado as determinacdes
de cobalto em gramineas, e as principais figuragndeto analitico foram estimadas
(ZAGATTO et al., 2012). Experimentos envolvendocadirecuperacdo do analito foram
conduzidos para obtencdo das porcentagens de racépe um indicador de exatidao

analitica.

3.3.2 Determinacédo de vanadio em aguas mineraisegiaupdo aprisionamento da zona da

amostra no detector aquecido

3.3.2.1. Operacéao do sistema

Inicialmente, dimensionou-se o sistema com o apr&nento da zona da amostra na
bobina de reacéo (Figura 8a) para os experimergagtichizacdo das condi¢gbes reacionais,
considerando os principais parametros, tais comome de amostra injetado, tempo de
injecdo da amostra, tempo de aprisionamento, teatyyar pH e concentracdes dos reagentes.

O comprimento de R foi selecionado em 50 cm para se evitar a sobrefosie
zonas de amostragem ergsRminimizando efeito de memdéria. O comprimento etor R
(100 cm)néo era critico, pois estava fora do percurso t&@liO comprimento da linha de
transmissao T foi mantido como o mais curto posgii® cm). A bobina restritora P de
150 cm, d. i. 0,5 mm era utilizada para aumenfaeasao interna no sistema, possibilitando o
desenvolvimento da reacdo a uma temperatura coastar80°C sem a liberacéao de bolhas.

Na situagcdo especificada na Figura 8, a amostraeagentep-anisidina (R) eram
aspiradas para preencher as suas respectivas eal&as era mantido fora do percurso
analitico. Quando o injetor-comutador (IC) era maio, os volumes injetados da amostra e
de R confluiam e a zona complexa era transportada paeator Rs. O reagente Rera
adicionado a amostra para mascarar as interfegrec@s reagentes bromatg)(B Tiron (R,)
eram adicionados por confluéncia, promovendo aagé@d dap-anisidina catalisada por
V(V). Esta ocorria em &, originado o radicaN-(4-etoxifenil)-quinoneimina (TESHIMA;
OHNO; SAKAI, 2007) monitorado espectrofotometricanteea 503 nm.
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Figura 8 - Diagramas dos sistemas em fluxo conmsi@mamento da zona da amostra com
zonas coalescentes na bobina de reacdo (a) oubetaade fluxo (b) aquecidos
para a determinacdo de vanadio. IC = injetor-coduntd s e Lg; = algas de
amostragem (150 e 50 cieg. 750 e 25QuL); Cs e Gry = fluxos transportadores
0,01 mol * HNOs e 4gua, respectivamente (3,0 e 0,75 mLiRy, R, Rse R
= p-anisidina, mascarante, bromato e Tiron (0,4, 0,8,e 0,4 mL mif); Rc: e
Rc2 = reatores (50 e 100 cm);cR= bobina de reagao (200 cm); T = linha de
transmissao (15 cm); FC = cubeta de fluxo8) P = bobina restritora (0,5 mm
d.i., 150 cm); W = descarte; area tracejada = posidternativa do IC.
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Quando a porgdo mais concentrada da zona da anflos&rem R3, IC era deslocado
para a posicdo especificada na Figura 8a, apristttnassa por¢do sob condi¢coes de
aquecimento. Apos um periodo pré-selecionado, ECnewamente deslocado, e a porcéo
aquecida contendo o produto da reacdo era reiasandpercurso analitico e fluia até o
detector através da linha de transmisséo T. Omresgtritor P (d.i. = 0,5 mm, comprimento =
150 cm) era colocado na saida da cubeta de flueoguamentar a pressao interna do sistema,
reduzindo assim a formacdo de bolhas. A passagempratiuto da reacdo pela cubeta
resultava em um sinal transiente e a altura do nggistrado era proporcional a concentracao
de V(V) na amostra.

A viabilidade do aprisionamento da zona da amosinacubeta de fluxo foi
demonstrada empregando-se o sistema da Figurari@at@ R foi substituido pela cubeta e
a bobina restritora (P) foi removida, pois ndo mi@s necessaria devido a pressao interna
gerada pelo aprisionamento da zona da amostra lmetacuCom isso, a complexidade do
sistema foi reduzida.

Similarmente ao sistema da Figura 8a, quando gapanais concentrada da zona da
amostra fluia através da cubeta, IC era deslo@isionando esta por¢cdo sob condigbes de
aquecimento (Figura 8b). Durante o periodo de iapasnento, 0 aumento continuo da
absorbancia era monitorado e a absorbancia redasti@ final desse periodo era proporcional
a concentragdo de V(V) na amostra. PosteriorméDtera novamente deslocado e o produto

da reacéo era descartado.
3.3.2.2 Influéncia dos principais parametros eniduog

A influéncia dos principais parametros envolvides aeterminacdo de V(V) foi
investigada injetando-se 750 pL da solucdo-padi@qé L*V(V) preparada em 0,01mol'L
HNOse 250 pL de solucédo 0,08 mof ldep-anisidina. As concentracées dos reagentes eram
de 0,1 e 0,05 mol L para Tiron e bromato, respectivamente, e a teriparéoi fixada em
80°C. Com excecéo dos experimentos para o estudceito db tempo de injecido, os demais
estudos foram feitos com o tempo de injecéo fixawho25 s. Todos os experimentos foram
desenvolvidos com o tempo de aprisionamento denfhPexceto o experimento envolvendo

esse estudo.
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Tempo de injecao
O tempo de injecao foi avaliado entre 5,0 e 55¢&8d0 que a contagem do tempo era

cronometrada a cada 5,0 s.

Comprimento do reator tubulardr
Para se evitar o efeito de memoéria durante os empetos referentes a determinacgéo
de V(V), o reator B; foi adicionado previamente a bobina de reacacc(ieta) (Figura 8).

Para tanto, diferentes comprimentos deste reat@5(®0, 100 e 150 cm) foram testados.

Tempo de aprisionamento
Os experimentos para o estudo do efeito de apasiento foram realizados com o

aprisionamento na bobina de reacao e o intervaterdpo avaliado era de 1,0 — 6,0 min.

Temperatura
O intervalo da temperatura foi estudado entre de- Z5°C e as intensidades das

absorbancias medidas eram registradas a cada 5°C.

pH
O ajuste do pH da solucdo de 0,1 mdldlicina era feito pipetando-se a solucdo de
10 mol L'* NaOH. A faixa de pH estudada foi de 1,5 a 3,5.

Concentragfes de p-anisidina, bromato e Tiron
Os intervalos das concentracbes avaliados forar2500 0,2 mol [* Tiron,
0,01 — 0,2 mol ! dep-anisidina e 0,01 — 0,1 mol'ide bromato.

3.3.2.3. Desempenho do sistema

Avaliacéo da seletividade

ApOs os experimentos de otimizacao, a seletividlenétodo catalitico foi avaliada
injetando-se solugdes 5;0y L™ V(V) contendo um dos potenciais interferentes IBe(l
Mn(ll), Cu(ll), Zn(I1), Ni(), Co(ll), Al(ll), Pb(l), Ti(IV) e Si(IV) que podem estar
presentes nas amostras de aguas minerais (REHMAAL.,e2011). Para cada espécie
interferente, a maior concentracao testada foilagyee causou um desvio > 10% na altura

do pico registrado em relac&o & solucdo-padraqiegd ™ V(V).



Validagdo do procedimento analitico proposto

determinacdo de V(V) em &guas minerais foi reafizamnpregando-se o sistema de
aprisionamento da zona de amostra na cubeta decdetéFigura 8b). Para a validacao do
sistema proposto, as determinagfes de V(V) em aasode dguas minerais foram também

realizadas utilizando ICP-MS/MS (Agilent 8800, TaguJdapao), cujas condi¢cdes estao

listadas na tabela 2.

3.3.3 Determinacdo dos herbicidas ametrina e aagotencialmente lixiviaveis em solo

Apés a otimizagdo do sistema e a avaliacdo daisdite do método proposto, a

Tabela 2 - ParAmetros operacionais para a detegaarde vanadio

Parametro ICP-MS/MS
Poténcia (kW) 1,55
Vazao do gés argonio do plasma (L Hin 15,0
Vaz&o do gas argdnio auxiliar (L rin 1,8
Numero de replicatas 3,0
Vazao de @introduzido no sistema (L nif 0,5
Temperatura da camara de nebulizacéo (°C) 2,0
Fluxo do gas argdnio de nebulizac&o (L Hin 1,05
Camara de nebulizacao Tipo Scott
Nebulizador Conceéntrico
Raz6es m/z selecionadas em Q Shy*
Razées m/z selecionadas em Q Sly/1eo*

explorando o acoplamento SIA-LC

3.3.3.1 Amostras de solo

Coleta

Paulo, Brazil. Esses solos ndo possuem historia@plieacdo de herbicidas. Amostras de 1,0

kg dos solos classificados como arenoso e argitoson coletadas na faixa de profundidade

de 0-20 cm.

As amostras de solo foram coletadas na area rorahumicipio de Piracicaba, Séao
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Caracterizacao

Apés a coleta das amostras, 0s solos foram secosstifa a uma temperatura de
45°C, homogeneizados, peneirados (malha = 2,0 mng seguir, fisico-quimicamente
analisados. O valor do pH de 3,8 era determinada ambos os solos com a solucdo de
0,01 mol L'* de CaCl (ISO 10390). O teor de carbono total era deterdurzor titulometria
(SILVA, 1999) e era de 0,8% e 2,1% para os solesaso e argiloso, respectivamente. A
classificacdo dos solos era determinada por grareifa (DIETRICH, 2005), sendo que o
solo arenoso continha 92,0% de areia (0,05 — 2,0, i2/9% de silte (2-50 um), e 6,0% de
argila (<2 um), enquanto que o solo argiloso ctwtif6,0% de areia, 9,0% de silte e 65,0%
de argila.

Fortificacdo das amostras

Ametrina e atrazina foram adicionados a 50,0 gae, de forma a se obter uma
concentracéo final de 5,0 mgkAMADORI et al., 2013) de acordo com a dose de @amp
recomendada. As concentracdes das triazinas bgiaesseram determinadas apos quatro
semanas, a partir da fortificacdo das amostrasa. tBato, uma solucdo com volume de 25 mL
era preparada adicionando-se os padrées ametdtrazna a 10,0 mgte 12,5 mg do sal
NaNs. A adicdo do sal era necessaria para se evitdodedradacdo das triazinas. Essa
solucdo era adicionada para cobrir completamentgpaasculas do solo e gentilmente
misturada até a completa homogeinizacdo. As ansodiasolos fortificadas eram secas a
temperatura ambiente no escuro por quatro semamégiamente aos ensaios de
bioacessibilidade.

Para esses ensaios, 2,0 g dos solos fortificadms pesados em um frasco escuro de
60,0 mL de capacidade, o qual permanecia tapadopag®l aluminio. A extracéo era feita
com 50,0 mL de uma solucdo 0,01 métl CaCh de acordo com as normas da OECD 106
(OECD, 2000).

3.3.3.2 Operacéao do sistema

O recipiente contendo a amostra de solo e a sokxéatora era mantido sob agitacéo
magnética durante todo o experimento (Figura 9¢xfato de solo era aspirado através de
um filtro conectado ao tubo de polietileno fixo parta 3 da valvula seletora. O extrato
aspirado fluia para a bobina coletora e, entdodispensado para a porta 8 onde a pipeta de

10 mL estava conectada para a mistura dos herbicaa o padréo interno.
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Na sequéncia, o0 extrato era aspirado para a bobietora e dispensado para a porta
2, onde estava conectada a minicoluna contendog3@arsorbente para a concentracdo em
linha e “clean up”. As outras portas da valvulees®h eram utilizadas para aspiracéo de ar
(porta 1), metanol (porta 4), prometon (porta Hra@pulsado dos residuos em direcdo ao lixo
(porta 7). O funcionamento da valvula da seringamendia duas posi¢cdes, sendo que na
posicdo IN, a seringa aspirava a solucdo trangpmda A posicdo OUT da vélvula era
utilizada tanto para aspirar a amostra e os reagguara a bobina coletora quanto para

dispensa-los da bobina para outros compartimentos.

descarte Posicéao 1

descarte

al¢a de amostragem

Fase movel

coluna D
monolitica

bombade peOH
seringa
filtro

| solo em 0,01 mol L-! CaCl,

agitador magnético

Figura 9 - Sistema automatizado para ensaios dedssibilidade para a determinacédo dos

herbicidas ametrina e atrazina potencialmenteifixais. V1 = véalvula da seringa,
V2 = valvula seletora de 8 portas, V3 = valvula Glevias para a injecdo dos
herbicidas para a coluna cromatografica. PosicaddV1 = aspiracdo da solucéo
transportadora para o preenchimento da sering&cdo09UT = direcionamento da
solugéo transportadora para a bobina coletora (BEE = concentracdo em fase
sélida. MeOH = metanol a 99%. P = prometon (padné&rno). Fase movel =
40,0:59,6:0,4 (v/v/v) acetonitrila/agua/acido amgtiAlgca da amostra = 300 pL. R
= recipiente de 10 mL a mistura do padréo intelwm os herbicidas. D = detector
UV (220 nm).

A saida da minicoluna para concentracdo em linl@a cenectada a valvula de
6 portas por um tubo de polietileno. Essa valvigarava em duas posicoes: (Figura 10).
Na posicéo 1, a alca de amostragem era preenabimdas herbicidas eluidos da minicoluna.

Na posicéo 2, o eluato era bombeado para a cokisamghracdo. A bomba do cromatografo e
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a coluna cromatografica eram conectadas a valmEulsionando a fase movel através

dessa valvula para a coluna, em ambas as posicoes.

Posigcédo 1 Posicéo 2
descarte descarte
amostr alca de amostragem Mot alca de amostragem
fase movel fase movel
Coluna cromatografica Coluna cromatografica

Figura 10 - Valvula de 6 vias ilustrando as poss¢de preenchimento (1) da algca da amostra
e de injecdo (2) dos compostos de interesse naaawmatografica. Alca de
amostragem = 300 pL.

Os herbicidas eram separados por eluicdo isocratiq@egando-se a fase movel de
composicdo de 40,0:59,6:0,4 (v/v/v) acetonitrila&gcido acético a uma vazao de 1,0 mL
min™. A coluna era pré-condicionada 60 min antes dndrdos experimentos e a temperatura
da coluna era mantida constante a 24°C.

O comprimento de onda utilizado para quantificahedicidas dos extratos dos solos
foi o de 220 nm, que apresentava maximo coeficiete absortividade molar e
consequentemente, resultava em maéaxima sensibilid@de espectros de absor¢cdo dos
herbicidas eram monitorados no comprimento de amaldaixa de 200 — 400 nm e a
identificacdo desses compostos era feita com basemparacdo do formato dos espectros e
dos tempos de retencdo das solu¢des-padréo. Alfipgagéto dos herbicidas era feita através
da curva de calibracdo tendo prometon como o padtémo: as &reas de picos referentes a

ametrina e atrazina eram divididas pela area dorgilerente a prometon.
3.3.3.2.1 Concentrag&o em linha com detecg¢éo eno rfadtiline”

Com o objetivo de selecionar o sorbente mais adkgpara a concentracdo em linha

dos herbicidas, foram realizados experimentosrpnetires com detec¢cdo em modo off-line.
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Para tanto, as fra¢fes eluidas da mini-coluna ecdetadas em frascos escuros e injetadas no
cromatégrafo liquido para a separacdo e quantfficagas triazinas. Esse procedimento
também foi utilizado para os estudos cinéticos xteagdo dos herbicidas com a solucéo
0,01 mol L' CaCh.

Apods esses estudos, o procedimento em fluxo autzadatcontemplava os ensaios de
extracdo, concentracdo, separacdo e determinagénialanas em um Unico sistema, com o

acoplamento do sistema SIA com a cromatografiadéqu

Preenchimento dos tubos da amostra e dos reagentes

Antes das etapas de concentracdo e eluicado dositlagh os tubos eram preenchidos
com metanol 99% e com a solucéo-padrdo de 250’ idalametrina e da atrazina. O metanol
99% era utilizado para evitar a geracdo de bollasistema. A solucéo 0,01 mof ICaCh
era utilizada como fluxo transportador. A bobindetara era limpa para eliminar possiveis
residuos antes da SPE. Neste sentido, a seringavasp,0 mL da solucdo transportadora
(posicdo IN) a 100 pLspara a bobina coletora e todo o volume era digmenpara o lixo
(porta 7, posicdo OUT), esvaziando a seringa. pa@ncher os tubos com metanol (porta 4,
posicdo OUT) e a solucdo-padrao (porta 3, posicdd)O300 pL eram aspirados para a
bobina coletora, a 80 ul*sA seguir, a bobina coletora era limpa quandoriage (posicao
IN) aspirava 3,0 mL a 100 pl's dispensava todo esse volume para o lixo (popasicdo
OuT).

SPE em linha

Para a realizagdo da SPE das solugbes-padrédo ddscitlas, o sorbente
era inicialmente limpo. Para tanto, a seringa (a&wsilN) aspirava 400 pL da solucéo
0,01 mol L* CaC} a 100 pL &, seguida pela aspiracdo de 600 uL de metanol pa¥ta(4,
posicdo OUT) a 80 pL'yara a bobina coletora. O volume de 1,0 mL coletadbobina era
dispensado para a SPE (porta 2, posicao OUT). made 5,0 mL da solugéo contendo os
padrdes de 250 pg'idas triazinas em 0,01 mot'lCaCl era aspirado através do tubo sem o
filtro (porta 3, posicdo OUT) a 50 pL[*para a bobina e dispensado a 17 hipara a SPE
(porta 2, posicdo OUT). Apds esse processo, agsefjposicdo IN) aspirava 600 pL da
solucdo 0,01 mol £ CaC} e dispensava esse volume para a SPE (porta 2ApodiUT) a
20 pL s'. Para secar o sorbente, 1,5 mL de ar era asfjpad@ 1, posicdo OUT) a 50 pul*s

para a bobina coletora e dispensado para a mimadporta 2, posicdo OUT) a 17 it s
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Eluicdo das triazinas e anélises em cromatogrdfjaita

A eluicdo das triazinas era feita em quatro frag@ajo intuito era selecionar a fragcéo
mais concentrada de acordo com a porcentagem dameiperada com o menor volume de
eluente para realizar o “heart cut” no sistema BTA-Inicialmente, 150 pL de ar eram
aspirados (porta 1, posi¢cdo OUT) a 50 [lipara a bobina coletora para evitar a dispersdo do
metanol. Em seguida, 125 pL de metanol 99% eramnaags (porta 4, posicdo OUT) para a
bobina a 50 pL§ A primeira fracéo era coletada ap6s a eluicdmdoi275 pL de metanol e
ar eram dispensados na minicoluna (porta 2, pos@dd) a 17 pL <. Para a eluicdo
completa da fracdo, 500 pL de ar eram aspiradoga(fioposicdo OUT) a 50 pl's 500 pL
eram dispensados (porta 2, posicdo OUT) a 17 1ilAs trés fragdes remanescentes eram
eluidas empregando-se o mesmo procedimento. Pamalige e quantificacdo das triazinas,

40 de 125 pL dos eluatos eram injetados em LC.
3.3.3.2.2 Acoplamento “on-line” SPE-LC

Preenchimento dos tubos e limpeza da minicoluna S&E

Inicialmente, os tubos da amostra e do reagenteSldo eram preenchidos e a
minicoluna de SPE era limpa antes do procedimeatextracdo. O procedimento completo
era feito a uma vazéo de 5,0 mL fhifPara tanto, a seringa (posicéo IN) aspirava 2,@lan
solucdo 0,01 mol t CaChe dispensava 1,0 mL dessa solucéo para umidedaodiorta 3,
posicdo OUT) que estava fora do recipiente contemdmostra de solo com a solucdo
extratora. Este volume foi selecionado de formaxeed@er o volume interno do filtro
(650 pL). Um volume de 3,5 mL de metanol 99% eta®@aspirado (porta 4, posicdo OUT)
para a bobina coletora e, em seguida, 200 pL degion (porta 5, posicdo OUT) eram
aspirados para a bobina. Para a limpeza da bobida enini-coluna, todo o volume

remanescente na seringa era dispensado (portgaigdp®UT) para descarte.

Extracdo das triazinas das amostras de solos

No inicio desse procedimento, 2,0 g de solo feedb com ametrina e atrazina e
50 mL da solucdo 0,01 mol*LCaC} estavam contidos no recipiente escuro (volume de
60 mL) e mantidos sob agitacdo magnésapassos seguintes eram realizados a uma vazéao
de 5,0 mL miff. Inicialmente, a seringa aspirava 1,0 mL da sau@®1 mol [* CaCh
(posicao IN). O filtro era introduzido no recipienpara a extracdo. Simultaneamente, um

volume de 2,0 mL do extrato bruto era aspiradot§®r posicdo OUT) através do filtro para
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a bobina coletora. O intervalo de tempo decorridedd o inicio desse procedimento até a
aspiracao completa do primeiro extrato era de 1endfis. Em seguida, um volume de 1,0 mL
do extrato era dispensado para o recipiente (j@on@sicdo OUT) para ser misturado com o
prometon. A seringa era entdo esvaziada, dispeosarid mL do volume remanescente
através do filtro (porta 3, posicdo OUT). Este pams realizado para ndo obstruir o filtro,
bem como para manter o volume constante de 50,0dankolucdo 0,01 mol L CaCh.

Em seguida, o volume de 2,0 mL de ar era aspirpdda 1, posicdo OUT) e 100 uL de
250 pg L de prometon (porta 5, posicdo OUT) eram aspiradoa a bobina coletora. A
seringa era esvaziada, dispensando 2,1 mL (portpoSicdo OUT) a 50,0 mL nifn
misturando as triazinas com o padréo interno nipiste externo.

Para a etapa SPE e limpeza da minicoluna, iniciglena seringa aspirava 1,0 mL de
solucdo 0,01 mol t CaC} (posicéo IN) a 5,0 mL mih O volume de 1,1 mL do extrato e do
prometon eram aspirados desde o recipiente ex{porta 8, posicdo OUT) para a bobina
coletora. A seringa era esvaziada, dispensandduoneode 2,1 mL para a minicoluna de SPE
(porta 2, posicdo OUT) a 2,0 mL rfinEste volume era dispensado para o descarte daa/al

de injecéo.

Eluicéo, “heart cut” e separacgdo dos herbicidas

A seringa aspirava 1,0 mL da solug&o 0,01 mbQaCh (posicdo IN) a 5,0 mL mih
e, posteriormente, 2,0 mL de metanol 99% (portaosicdo OUT) eram aspirados para a
bobina coletora. Para a eluicdo das triazinas artheut”, 450 puL de metanol eram
dispensados para a minicoluna de SPE (porta 2;§m€)UT), preenchendo a al¢ca da amostra
de 300 pL com as triazinas (valvula de injecédo o&igdo 1) com o eluato. Com a mudanca
da posicéo da valvula para a posicdo 2, 300 plLnuzsta eram injetados no cromatografo
liquido. Ap6s esse processo, a seringa era esweaaiad mL miit, limpando o sorbente para
a concentracdo do proximo extrato de solo. O tetopal despendido para a separacao
cromatografica era de 6,0 min. Quando o tempo garagédo era de 2,0 min, o préximo
extrato de solo era aspirado para a prOxima coragd, o que significa que o
funcionamento do sistema era continuo. Vale ressailte, quando a amostra era injetada na

coluna cromatogréfica, a separacdo da amostrdatrjtetinha sido completada.
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3.3.3.3 Fator de enriquecimento

Os calculos dos fatores de enriquecimento parargraet atrazina foram feitos pela
relacdo entre os coeficientes angulares da cunealdwacao da injecdo das solucdes-padrao
com a etapa de concentracdo no SIA acoplado adaCcarva de calibragcdo apos injecdo das
solugbes-padréo diretamente em LC sem a etapanderdoacdo em linha.

Para esse experimento, 40 pL das solu¢des-pad@® 00,5 — 1,0 e 3,0 mg'L
preparadas em MeOH 99%) eram injetadas diretaneenteC. E, para o sistema SIA-LC, a

curva de calibracdo das solucées-padréo era Q125 — 0,05 — 0,1 — 0,2 — 0,3 mg L
3.3.3.4 Procedimento manual para os ensaios ciogtile bioacessibilidade

Os testes preliminares para monitorar a cinéteeaxdracdo dos herbicidas nos solos
foram realizados manualmente. Nesse sentido, o mé&#no utilizado no sistema SIA era
encaixado na extremidade de uma seringa descad@v€) mL, sendo que 2,0 mL do extrato
eram aspirados pela seringa e, em seguida, 1,0oneixtdato era devolvido para o frasco sob
agitacao para nao obstruir o filtro. O volume d&rhl remanescente na seringa era coletado
em um frasco escuro para ser concentrado em lHdra. manter a concentragéo das triazinas
constante durante os intervalos de tempo do esfinético, o volume de 1,0 mL da solucao
0,01 mol L* CaC} era adicionado ao recipiente a cada aspiracdsalesna, o volume total
de 50,0 mL de 0,01 mol™ CaC}h era mantido constante durante todo o estudo. Neste
procedimento manual, o mesmo filtro era utilizadotedo o processo e era substituido para
cada réplica para se evitar o efeito de memdriandsmo modo como era proposto para o
sistema automatizado. A segunda fracdo de 125 pideelpela minicoluna da SPE era
coletada em frascos escuros e o0 volume de 40 pélwdo era injetado no cromatografo
liquido. De acordo com esses testes preliminaesytervalos de tempo foram definidos para
0 monitoramento da cinética de extragdo utiliza@theLC.

3.3.3.5 Caracteristicas analiticas

O sistema proposto foi aplicado para os ensaiagedsorcdo dos herbicidas ametrina
e atrazina em amostras de solos, e as caractasiati@liticas foram estimadas (ZAGATTO et
al, 2012). Para a validacdo do procedimento acalitproposto, experimentos de

adicao/recuperacgao foram realizados.



65

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacao de cobalto em gramineas empregandprisionamento da zona da

amostra na bobina de reacao

4.1.1 Influéncia dos principais parametros envalsid

4.1.1.1 Volumes da amostra e do reagente

Os experimentos envolvendo a solucédo verde de lm@so demonstraram que a
variacdo do volume injetado de amostra de 250 a |BBOresultou em um aumento
significativo da absorbancia registrada. Quandaimels da amostra acima de 350 pL eram
injetados, a absorbéncia pouco variou, pois 95%alsorbancia maxima ja teriam sido
atingidos. Dessa forma, o volume injetado da arao$ti selecionado de 35QiL,
correspondendo a uma alca de amostragem de 70 énje¢@o da solucdo BCG viaslou
Lr1 permitiu que a sobreposi¢cdo entre as zonas maceotadas da amostra e do reagente
fosse obtida com um volume de reagente de 200 pgueocorresponde a uma algg lde

comprimento igual a 40 cm (Figura 11).
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Figura 11 - Sobreposicéo das zonas da amostraeadente. A figura se refere ao sistema de
andlises em fluxo sem aprisionamento, especificedbig. 7. A solucao 50,0 mg
L™ BCG era injetada viad(—) ou L1 (- -). O injetor ndo era comutado apos a
injegéo da amostra ou do reagente.
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4.1.1.2 Tempo de injecao

O tempo de injecdo € aqui considerado como sernaieiwalo de tempo decorrido ao
mover o injetor da posicdo de amostragem para ggmwsle injecdo até que a zona da
amostra atinja a bobina de reacdo. Nos experimeathzados para selecdo deste tempo, a
bobina de reacgdo foi substituida pela cubeta decg@d, de forma que a absorbancia medida
fosse monitorada em tempo real. O tempo de injecdocronometrado até que a maxima
absorbancia fosse atingida. Isto ocorreu para nmpdede 11 s, valor selecionado no presente
trabalho.

O emprego de injetor-comutador manualmente openadgrejudicou 0 desempenho
do sistema, pois tanto a zona da amostra quama@agente eram suficientemente largas. A
precisdo do tempo de injecdo seria necessaria,esass zonas fossem mais estreitas e, neste
caso, um controle rigido da temporizacdo seriagsée®, 0 que implicaria no emprego de

um injetor-comutador temporizado.

4.1.1.3 Concentracfes dos reagentes

A reacdo catalitica para a determinacdo de Coigln o reagente Tiron como
substrato para a oxidagdo paiQd e é catalisada pelo Co(ll) em meio alcalino (iéh2). O
radical colorido, semiquinona, provém do Tiron esabéancia medida € proporcional a
concentracdo de Co(ll) no meio reacional e, corsggmente, na amostra.

A velocidade da reacdo é influenciada pelas coragids dos reagentes (OTTO;
WERNER, 1983). De acordo com a literatura, na aédade Tiron por kD, catalisada pelo
Co(ll), a concentracdo do radical semiquinona ataeontinuamente com o aumento da
concentracdo de J,, desde que esta concentracdo seja igual ou inferoncentracao de
Tiron. Quando a concentracdo deQh supera a do Tiron, o radical colorido formado é
oxidado a um produto incolor pelo peréxido em egzoesausando um decréscimo na
absorbancia registrada.

Os experimentos envolvendo variacdes nas concéesalps reagentes revelaram que
a absorbancia registrada aumentou proporcionalmamtencremento da concentracdo de
H,O, em toda a faixa de concentracdo considerada @i@@), devido ao excesso de
Tiron utilizado. Houve um aumento mais pronunciadcabsorbancia para a concentracéo de

0,005 mol [* H,0,. Dessa forma essa concentracao foi selecionada.
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Figura 12 - Efeito da concentracdo dgokina reagao catalisada)(e n&o catalisadad) por
Co(ll). A figura se refere & solucao-padrdo depgd* Co(ll).
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Figura 13 - Efeito da concentrac&o de Tiron (mbina reacéo catalisada)(e néo catalisada
(o) por Co(ll). A figura se refere a solucdo padrédld pg > Co(ll).

A influéncia da concentracdo de Tiron é especificad Figura 13. A estequiometria
dessa reacdo se d& na proporcdo 2:1 de TironGCe, l¢ os resultados obtidos estdo de
acordo com a literatura. As andlises destes remdtpermitem concluir que a utilizacao de
0,005 mol [* de Tiron é suficiente para garantir a sensibikddd sistema proposto para a
determinacdo de Co(ll) em amostras de gramineaso@s concentracdes de 0,005 mol L
de Tiron e de peréxido foram suficientes para garansensibilidade analitica requerida,

essas concentragdes foram selecionadas.
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A alcalinidade € um parametro importante na reagdauestédo, devido ao ganho de
sensibilidade quando a concentracdo de NaOH er@rgada em até 0,5 mol‘L Acima
desse valor, entretanto, uma perda em sensibilidaddservada, devido as condicdes menos
favoraveis para o progresso da reacdo catalitidém Adisso, o efeito “Schlieren” foi
observado devido a geragdo dos gradientes de inddiceefracdo formados quando altas
concentraces de NaOH confluiam com o transpor@elaomposicéo distinta. Dessa forma,

a concentracdo 0,5 mol'lNaOH foi selecionada para o reagente R
4.1.1.4 Tempo de aprisionamento

Relativamente ao periodo de tempo durante o gaaha de amostra foi aprisionada
(2,0 — 6,0 min), observou-se que o sinal analitwonentou significativamente com o
aumento deste parametro (Figura 14). Como compsonastre sensibilidade e frequéncia de
amostragem, este tempo foi selecionado como 3,0pawia a determinacdo de Co(ll) em
amostras de gramineas.

Uma caracteristica importante é que a sensibilidadalitica pode ser ajustada

redimensionando-se este parametro, dependendmdarntmcéo esperada do analito.
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Figura 14 - Efeito do tempo de aprisionamento @agde ndo catalisada)(e catalisadad
por Co(ll). A figura se refere & solucdo-padrao @4 Co(ll).
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4.1.2. Desempenho do sistema

4.1.2.1 Avaliacédo do efeito de memoria na bobina de reacao

Em sistemas de andlises em fluxo, o efeito de marmMICENTE et al., 2001) ocorre
quando o percurso analitico ndo € completamenteolirmontaminando a amostra posterior.
Em sistemas explorando aprisionamento de zonahiad de reacdo, efeito de memoria
pode também ocorrer quando a distancia entre @pmlntnjecdo e a bobina de rea¢do nao é
suficientemente longa, e a zona de amostra estidieelse sobrepde a zona anterior recém-
liberada da bobina de aprisionamento.

Os experimentos envolvendo solucdo BCG permitiragnifigar que o percurso
analitico era completamente limpo antes da injef@@mostra seguinte, pois a bobina de
reagcdo era completamente limpa em menos de 1ldaAsnsoma das vazdes dos fluxos dos
transportadores e dos reagentes (5,4 mijréna alta o suficiente para uma limpeza eficiente
da bobina de reacéo.

Para a comprovacao de que o efeito de memoria ee&dnmao ocorria, trés repeticdes
do branco foram analisadas, seguidas por trésigépstda solucéo-padrdo de 1,0 u§ L
Co(ll), e novamente por mais trés repeticbes dadaraOs sinais analiticos referentes as
replicas da primeira solucédo-padrédo foram iguatseesi e 0os sinais analiticos referentes as
solugdes-branco também foram iguais entre si, oferslo, portanto, efeito mensuravel de
memodria.

Uma caracteristica intrinseca do sistema propostguet durante o periodo de
aprisionamento da por¢cdo mais concentrada da zananwstra na bobina de reacao, o
percurso analitico € completamente limpo, pois E&mw remanescente é continuamente

descartada, evitando, portanto, o efeito de memoéria
4.1.2.2 Avaliacao da seletividade

Para avaliar a seletividade do procedimento propasida solu¢cdo contendo uma das
possiveis espécies interferentes foram injetadageretes mascarantes nao foram inicialmente
empregados. As espécies Ca(ll) e Fe(lll) presesmtesoncentracdes iguais ou maiores que
10 mg L* se constituiram como os principais interferentasdeterminacdo de Co(ll),
conforme se depreende da Figura 15.
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Figura 15 - Espécies potencialmente interferensedaterminacéo de Co(ll). 1 = 1,0 pg L
Co(ll), 2 = 10,0 mg * zn(ll), 3 = 10,0 mg > Mg(ll), 4 = 10,0 mg C*Al(Ill), 5 =
10,0 mg *V(V), 6 = 1,0 mg * Cr(VI), 7 = 1,0 mg > Ni(ll), 8 = 1,0 mg L
Mn(ll), 9 = 10,0 mg [* Cu(ll), 10 = 10,0 mg L Ca(ll), 11 = 10,0 mg t Fe(lll).
Em a = as solucées com os interferentes néo camirih0 pg [* Co(ll). Em b — f
= as solu¢Bes continham cada interferente + 1,0°u@o(ll). Agentes mascarantes
dicionados em confluéncia: a = sem mascarantesitvrato de amonio, ¢ = tartarato
de sédio e potassio, d = trietalonamina, e = p#fafto de sbédio, f = oxalato de
potassio. Barras acima das colunas do histogrameettezas, estimadas apos trés

repeticoes.
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Para suprimir essas interferéncias, diferentescéel mascarantes (0,2 mol*lde
pirofosfato de sédio, 0,01 mol L de trietanolamina, 0,01 mol 't de citrato de aménio,
0,01 mol ! de tartarato de sédio e potassio, 0,2 molde oxalato de sédio e 0,1 mot'lde
acido ascorbico) foram sucessivamente adicionamtas & (Figura 7).

As adicdes de citrato, tartarato ou trietanolanméa foram efetivas para suprimir as
interferéncias (Figura 15). Além disso, as adigdas correspondentes solugbes levaram a
uma queda na sensibilidade, por complexarem Cé&(l§dicdo de oxalato foi menos efetiva,
ndo reduzindo as interferéncias. A adicdo de aasbdrbico ndo é recomendada: embora a
interferéncia de Fe(lll) fosse suprimida, os sinaisaliticos sofreram uma reducéo
pronunciada. De fato, esta é espécie potencialmeetitora, diminuindo tanto a
concentracdo de Fe(lll) [conversdo a Fe(ll)] comooacentracdo de J@, [conversdo a
H,0)] prejudicando a oxidacéao de Tiron. Pirofosfateffetivo na reducéo das interferéncias,

tornando o procedimento mais seletivo.

4.1.2.3 Caracteristicas analiticas

O registro dos sinais analiticos para o sistemapdisionamento da zona da amostra
na bobina de reagéo esta representado na Figur@sléinais analiticos correspondentes a
solu¢do do branco refletiam o desenvolvimento @dg&e ndo catalitica. Os demais sinais
refletiam a oxidacdo do Tiron pelo peroxido catales pelo Co(ll). A curva analitica para o
sistema com aprisionamento era:

A =0,088 + 0,63 [CO] (r=0,998; n =6)
Onde, A = absorbancia registrada; [Co] = conceatrate Co(ll) em pg'L; coeficiente linear
emA L pgt

O sistema de aprisionamento da zona da amostraaoas coalescentes permitiu que
0 consumo do reagentq ®sse limitado ao volume da al¢a;L.sendo que apenas 339 de
Tiron eram consumidos por determinacdo. Durantgeodos de aprisionamento, (situacao
especificada na Figura 7), as alcas do reagenteanastra eram mantidas fora dos frascos
para que nao houvesse desperdicios (item 3.3Q.Xeagente ndo foi reutilizado, pois o
mesmo era preparado diariamente para ndo aumeabsogbancia do branco e, dessa forma,
nao deteriorar o limite de detecgao.
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Figura 16 - Sinais analiticos obtidos com o sistpno@osto para a determinacao de cobalto.
Condicées experimentais: 0,005 maf lde Tiron; 0,005 mol T* H,O, e 0,5 mol
L™* NaOH. Os picos se referem a 0,0; 0,20; 0,40; @@ e 1,0 pg t Co(ll).

Resultados repetitivos foram sempre obtidos, poislesvio-padrédo relativo dos
mesmos foi estimado como 0,8% processando-se tijggdes consecutivas de uma solugéo
0,6 ung L™ Co(ll). A freqiiéncia de amostragem foi de 19 los limites de deteccdo e
quantificacédo foram estimados em 0,g46L™ Co(ll) e 0,15ug L™ Co(ll), baseando-se nos
critérios 3%/m e 10%/m, respectivamente, sendg & desvio padrdo do branco e m € o
coeficiente angular (SKOOG et al., 2006).

O sistema analitico proposto foi aplicado a deteagéo de Co(ll) em gramineas. Para
os ensaios de adicdo e recuperacdo, a solucdm3,d Co(ll) era adicionada a 5,0 mL das
amostras digeridas e o volume completado a 10 miuwma solucéo 0,25 mol'tHCIO,. Os
dados de recuperacédo variaram entre 97% e 113%l@rap) demonstrando a potencialidade

do procedimento proposto para a determinacao dato@n gramineas.
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Tabela 3 - Dados de adicédo e recuperacdo de CO@ldados se referem as concentracdes
das amostras digeridas, antes e ap6s a adicAmmi g3 g Lt Co(ll). Incertezas
entre parénteses expressas em %, estimadas agueti8des.

Amostra sem adicao com adicao % recuperacao
1 0,12 (5,6) 0,48 (2,7) 113
2 1,03 (2,4) 1,29 (4,8) 97
3 0,88 (2,1) 1,23 (2,8) 104
4 1,09 (0,2) 1,47 (3,1) 105
5 1,30 (4,9) 1,66 (3,0) 104
6 1,25 (6,3) 1,75 (6,1) 112

4.2 Determinacao catalitica de V(V) de aguas mineisa empregando a estratégia de

aprisionamento com aquecimento

A oxidacgdo do reagenfeanisidina por bromato € considerada lenta (TESHiAAL.,
2009). Em presenca de V(V), ocorre a formacdo doptexo entre V(V) ep-anisidina,
ocorrendo uma transferéncia do elétron para V(¥Uhvertendo essa espécie para V(IV). O
V(IV) é regenerado ciclicamente a V(V) pelo bromateiniciando a reacdo catalitica. O
radical N-(4-etoxifenil)-quinoneimina colorido origina-se daanisidina apds a reacao
oxidativa, e a taxa da sua formagéo é proporciar@ncentracdo de V(V) presente no meio
reacional.

O espectro de absorcdo do radid&(4-etoxifenil)-quinoneimina (Figura 17) foi
obtido injetando-se 750 uL da solucéo-padrdo 5,0 1iyy(V) no sistema representado na
Figura 8a, sem o reagente mascarante por 25 &jrg@ a bobina de reacdo aquecida a 80°C.
Nesse instante, o injetor foi deslocado para acfosile amostragem, aprisionando a zona de
amostra na bobina durante 3 min. Apds esse peroitgetor era novamente deslocado para
a posicéo de injecdo, e o espectro do produto egistrado durante a passagem da zona
colorida pelo detector. O comprimento de onda egfter & maxima absor¢ao foi o de 503 nm,
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o qual foi selecionado. Nota-se que a banda derglis@ relativamente larga (Figura 17) e

este aspecto é positivo no que se refere a robdstpmcedimento.

15
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Figura 17 - Espectro de absorcdo do produto deéioedkfigura se refere a 5,0 ug V(V);
0,1 mol L* de p-anisidina tamponado com glicina (pH 2,5); 0,1 dl Tiron;
0,05 mol L* bromato; temperatura = 80°C; tempo de injecdo =;2®8mpo de
reacao = 3,0 min.

4.2.1 Aprisionamento da zona da amostra na bol@maatao aquecida

InvestigacBes referentes a esta estratégia desiammento foram conduzidas
empregando-se o sistema de andlises em fluxo daaFRp, e a influéncia dos principais

parametros envolvidos é discutida a seguir.

4.2.1.1 Tempo de injecao

Os resultados experimentais indicaram que a maxdbsorbancia era observada
guando o injetor-comutador permanecia de 20,0 @ 85a posicdo de injecdo da amostra e
do reagente. Essa faixa larga de tempos de ingpague maxima sensibilidade era obtida se
deve a utilizacdo das zonas largas da amostraread@nte. E sabido que a temporizagéo
realizada por um injetor manual ndo é estritampngéeisa como a realizada por um injetor
temporizado. No entanto, quando se utilizam zomagat da amostra e do reagente, 0
desempenho do sistema ndo é prejudicado pela terag@o no modo manual.

Para a comprovagcdo de que a repetibilidade dasndetegdes de V(V) ndo era
afetada por essa caracteristica, foram feitas j@das da solucdo-padrdo 5,0 Uy W(V),
obtendo-se um desvio padrao relativo das medid@s88é. A injecdo de zonas mais estreitas

da amostra e do reagente implicaria necessariamaniélizacédo de um injetor temporizado
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para que a temporizagédo ocorresse de forma mais@réara as determinagdes de V(V) em
adguas minerais, o tempo de injecao de 25 s fotiselado.

4.2.1.2 Comprimento do reatoeR

Entre duas amostragens consecutivas pode ocorsebr@posicdo de zonas, se 0
percurso analitico entre o ponto de injecdo da amesa bobina de reagéo (ou cubeta) nao
for suficientemente longo, originando o efeito denmdria Para minimizar este efeito, o
reator R; foi adicionado previamente a bobina de reacaoc(deta) (Figura 8). Diferentes
comprimentos deste reator (10 - 150 cm) foram destando sendo observado o efeito de
mem©aria para reatores com comprimentos maioresuéo5q cm, sendo este comprimento
selecionado. Quando reatores de 100 e 150 cm fatdimados, houve um decréscimo na
absorbancia registrada, pois a dispersdo da zoramdatra era maior em decorréncia do

percurso analitico ser mais longo.

4.2.1.3 Tempo de aprisionamento

Os resultados referentes a influéncia do tempopdisieanamento da amostra e do
reagentegp-anisidina no reator principal sdo apresentadobkigara 18a. Verificou-se que a
absorbancia medida aumentou significativamente coaumento deste parametro. Como
compromisso entre sensibilidade, frequéncia aoaléi concentracbes de V(V) esperada nas
amostras de aguas minerais, este parametro foi@edelo como 2,0 min. Uma caracteristica
importante é que a sensibilidade pode ser ajustadduncdo deste parametro, o que se
constitui em aspecto positivo para a aplicabilidatte procedimento proposto a outras

matrizes.

4.2.1.4 Temperatura

Para temperaturas do banho termostatico menorequdo40°C (Figura 18b), o
desenvolvimento da reacdo era negligivel, indepgedente da presenca ou nao do
catalisadorO aumento da temperatura acima de 60°C levou gagee bolhas, distorcendo
0s sinais analiticos. Para eliminar este problenmbina restritora (150 cm de comprimento
e 0,5 mm d.i.) era adicionada ao sistema na sadd@utteta de deteccdo. Este reator
aumentava a pressao do sistema, inibindo a formaghdolhas com o aumento da
temperatura. Dessa forma, foi possivel avaliareit@fda temperatura entre 25 e 90°C. No

entanto, observou-se a formacdo de pequenas bothastema quando a temperatura era
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maior do que 80 °C. Esta temperatura foi entdocieslada para a realizagcdo dos

experimentos no sistema com o aprisionamento da dammostra na bobina reacional.
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Figura 18 - Influéncia do tempo de aprisionametdmperatura, pH da solucdo descartada e
concentragdo dp-anisidina. A figura se refere ao sistema de agsksn fluxo da
Figura 8a com reator aquecido a 80°C. As letragdpg (d) se referem ao branco
e a solucdo padrdo de 5,0 g Y(V), e a letra (b) se refere & solugcédo-padréo de
10,0 pg L V(V).

4.2.1.5 pH do meio reacional

O efeito do pH (Figura 18c) no desenvolvimentoreacao catalitica foi estudado
medindo-se os pHs na solucdo descartada (W — FR)urBstes valores séo similares aos
valores de pH da solucéo fluindo pela bobina reedjgois o meio reacional era tamponado.
Como a absorbancia foi relativamente constante p&ra pH < 2,7, o pH da solugao-tampao
de glicina foi ajustado para 2,5, obtendo-se o pEH2d7 na solucdo descartada. Estes
resultados condizem com aqueles apresentados pbmiaal. (2009), os quais demonstram

gue o desenvolvimento da reacao catalitica é faidena faixa de pH entre 2,7 e 3,0.
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4.2.1.6 ConcentracOes dos reagentes

P-anisidina

O efeito da concentracdo deste reagente foi awalisEdrementando-se esta
concentracdo entre 0,01 e 0,2 mof, Le a resposta da reacdo catalitica aumentou
significativamente até a concentracdo de 0,1 nmigldo passo que a reacdo ndo catalisada
teve uma leve resposta (Figura 18d). Isso porqu@easidade da absorbancia medida &
devida a formacdo do radical coloridd-(4-etoxifenil)-quinoneimina, proveniente da
p-anisidina, e € proporcional a concentracdo dessgente. Assim, a concentracdo
0,1 mol L* dep-anisidina foi selecionada para a determinacdo (¥ ¥m amostras de aguas
minerais. Estes resultados condizem com a liteaattfESHIMA et al., 2009) que
consideraram a faixa de concentracéo de 0,04 -2, e relataram que a sensibilidade

méxima para essa reacao era obtida quando 0,0B hu# p-anisidina foi utilizada.

Bromato

O efeito da concentracdo de bromato foi analizadéaixa de 0,01 a 0,1 mol'L Os
resultados foram analogos aos verificados com iag&y da concentracdo genisidina, ou
seja, a resposta da reagdo catalitica aumentouficaimamente com o0 aumento da
concentracdo do reagente até 0,05 mibl & que demonstra que a lei de acdo das massas
alterando a cinética reacional é o principal agpeovolvido. Este efeito € menos efetivo em
relacdo a reacdo nao-catalisada, uma vez que agdaddap-anisidina por bromato na
auséncia de V(V) é lenta. Desta forma, a concedrde 0,05 mol T foi selecionada. Estes
resultados também sao condizentes com trabalho@arfEESHIMA et al., 2009).

Tiron

O uso de ativadores em reacOes cataliticas levageral a uma melhoria na
sensibilidade e/ou seletividade dos métodos. Algatinadores tém sido reportados para as
reacOes catalisadas por vanadio: oxina, acidoscoxaitrico e sulfosalicilico, tartarato e
Tiron (BONTCHEV, 1972). O efeito da concentracdo Toon na resposta da reacao
catalitica foi avaliado na faixa de 0,025 a 0,2 Iid] sendo que a sensibilidade maxima foi
atingida quando a concentracédo de Tiron foi denflLL™. Esses resultados s&o condizentes
com relatos de Teshima et al. (2009) que verifrbarmaxima sensibilidade quando a
concentracéo 0,15 mol’Lde Tiron era utilizada. Dessa forma, a concentralgg0,1 mol [*

de Tiron foi selecionada para a determinacdo de ¥ amostras de aguas minerais.
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4.2.2 Estudos de seletividade

As concentragfes das espécies interferentes emcpatéoram preparadas com a
solucdo-padrdo 5,0 pg™LV(V) em 0,01 mol ! HNO; (Tabela 1). Fe(lll) e Ni(ll) em
concentracdes acima de 2,5 e 1,0 my tespectivamente, se manifestaram como 0s
principais interferentes quimicos (Figura 19). Paraar o método mais seletivo, diferentes
agentes mascarantes, tais como tartarato, citt@@cetamida, trietanolamina, tiocianato,
pirofosfato, oxalato e fluoreto a diferentes condes (0,003 — 0,3 mol'). foram testadas
como reagente RFigura 8a). O reagente mascarante era adiciogradoonfluéncia no ponto
de amostragem, onde ocorria a complexacdo dasiespéerferentes presentes na amostra
com o mascarante, impedindo que essas espéciesefiuiaté a bobina de reagédo (ou cubeta
de deteccdo). Considerando o efeito de diluicAosamdmu pela alta vazdo dos fluxos
transportadores da amostra e do reagente (3,7 mit) nai concentracéo de 0,3 mot NH4F

foi selecionada, pois suprimiu essas interferéncias

1,2

Absorbéancia
o
00
H

b
b
H
H
H
H
H
H
H
H

o
£

0 5 10 15 20 25
interferentes

Figura 19 - Espécies interferentes na reacao satkipor V(V)A figura se refere ao sistema
da Figura 8a sem adicdo de mascarante. 0 gcbl0' V(V); 1-3 = 25, 250, 2500
ng L Fe(lll); 4 = 10 pg * Co(ll); 5-6 = 50, 500 pgt Cu(ll), 7-10 = 10, 100,
1000, 10000 pg EAI(II); 11-12 = 50, 500 ug L Zn(Il); 13-14 = 10, 100 ugt
Cr(VI); 15-17 = 10, 100, 1000 pg*LNi(ll); 18-19 = 10, 100 pg L Pb(ll); 20—
21 = 25, 250 ug t Ti(IV); 22—25 = 10, 100, 1000, 10 000 ug Mn(ll); 26—29 =
10, 100, 1000, 10000 ug'Si(IV).
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4.2.3 Aprisionamento da zona da amostra na culgetecala

4.2.3.1 Projeto do sistema

Apbs o estudo dos principais parametros analitcassstema de analises em fluxo da
Figura 8a foi modificado para que o aprisionamel@@ona da amostra ocorresse na cubeta
aquecida, resultando no sistema apresentado naaFRu A bobina restritora (P) foi
removida, uma vez que essa configuracdo ndo parangeracao de bolhas com o aumento da
temperatura. Este aspecto benéfico se deve adoaprisento da zona de amostra em um
ambiente estanque, o que dificultava a liberacadbabas de ar, possibilitando que a
temperatura do sistema pudesse ser elevada até BSS€ sistema foi utilizado para a

determinacao de V(V) em aguas minerais.

4.2.3.2 Caracteristicas analiticas

Efeito Schlieren

Em sistemas de andlises em fluxo, o efeito Schli¢&Z&AGATTO et al., 2012) se
caracteriza como o espalhamento da radiacdo dexadgradiente dos indices de refracdo
quando a amostra € inserida em um fluxo transpartde diferente composi¢do. Ou entéo,
quando as condicbes de mistura entre os reagditemeficientes, levando a presenca de
pequenas lentes e espelhos liquidos que causanpath&wmento da radiacdo. Nessas
condigdes, os sinais analiticos registrados sdordidos, deteriorando o limite de deteccao.

Nos procedimentos analiticos que empregam o ageatinma bobina reacional pode
ocorrer o Schlieren térmico, devido a formacaoetaels e espelhos liquidos causada pelos
diferentes indices de refracdo devidos a diferedlgasemperatura entre o0 meio reacional
aquecido e a cubeta de deteccédo, a qual se enoartemperatura ambiente.

Com relagao ao sistema de aprisionamento na bobie&ito Schlieren devido aos
gradientes de concentracfes presentes na bobimeadéo era atenuado, pois durante o
periodo de aprisionamento, havia o efeito de difusd solucéo, eliminando as pequenas
lentes liquidas e as interfaces especulares fosnade causariam o espalhamento da
radiacdo. Os sinais analiticos correspondentesaa@d (Figura 20) apresentaram distor¢cdes
nas alturas maximas dos picos registrados devidSchatieren térmico, porque a zona da
amostra na temperatura ambiente era aprisionadeatar principal a 80°C e fluia em direcao

ao detector, que estava sob temperatura ambiente.
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No sistema com aprisionamento da zona da amostreulneta, o efeito Schlieren
devido as condi¢des ineficientes de mistura enauato, pois a amostra e 0s reagentes eram
previamente misturados no reatq RO efeito Schlieren devido ao gradiente de comagéb
presente na zona da amostra era menos pronunp@idosomente a porgdo central da zona
amostra/reagente era aprisionada na cubeta. OeB&zitérmico foi observado como picos
negativos (Figura 21). Isso porque a zona da amaste estava sob temperatura ambiente
fluia para a cubeta aquecida e ai permanecia pgreuindo determinado onde a absorbancia
era monitorada em tempo real. O aquecimento nadmldeteccdo aliada a estratégia de
aprisionamento garantiu que o desenvolvimento @gdce catalitica e as medidas das
absorbancias se processassem na mesma temperaitiarajo distorgdes nos sinais analiticos

registrados.
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Figura 20 - Sinais analiticos obtidos com o sistexyorando aprisionamentw reator. Da
esquerda para a direita: sinais analiticos emidaifa referentes as solucdes
padrdo 0,0; 2,0; 4,0 e 6,0 pug M(V).

Figuras de mérito
As principais figuras de mérito do sistema proposits como sensibilidade,

repetitividade, limite de deteccédo e frequénciaad®stragem foram comparadas com o
sistema em que 0 aprisionamento ocorria na bobeneeacdo, e os resultados constam da
Tabela 4. O sistema proposto com zonas coalesceetsstiu uma redu¢cdo no consumo do

reagente R para apenas 3,0 mg panisidina por determinagao.
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Figura 21 - Sinais analiticos obtidos com o sistexyalorando aprisionament@a cubeta de
fluxo. Para detalhes, V. legenda da figura 20.

Tabela 4 - Comparacao entre os sistemas envolvaikionamento da zona da amostra na
bobina de reacéo e na cubeta de fluxo

bobina de reacéao cubeta de deteccao

1

Frequéncia de amostragem Yh 24 25
-1
<3 o)
Preciséo (%) para 5,0 ug L 0.8 21
(n=10)
-1

Limite de deteccao (ug L) 0,23 01

-1
Limite de quantificacdo (ug L) 0,77 0,33
Curva analitica A =0,0665 + 0,070 [V(V)]A=0,2403 + 0,151 [V(V)]
Volume aprisionado (uL) 1000 80
T (°C) 80 95

O limite de deteccdo do sistema de aprisionameatoubeta de deteccdo era menor
do que aquele referente ao sistema com aprisiortamenbobina de reacdo, devido a maior
temperatura utilizada para o desenvolvimento dgéieeaNo entanto, brancos mais altos foram

observados. Isso porque, no sistema de aprisionamarbobina de reacédo, havia o efeito de
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disperséo para a reacdo ndo catalitica devidormpramento da bobina (200 cm) e a linha de
transmissao (15 cm), sendo que esses percursosaasantes no sistema de aprisionamento

na cela de deteccéo.

4.2.4 Aplicagéo

O sistema com aprisionamema cubeta foi aplicado a determinacdo de V(V) em
aguas minerais e os resultados obtidos sdo apadssnbha Tabela 5. Para comprovacao da
exatiddo analitica associada a esse sistema,ea festeado foi aplicado para a comparagao
entre as médias dos resultados obtidos com o pgroeetb proposto e com ICP-MS/MS. O
valor t experimental foi determinado como 0,4, menor de gwalort a 95% de confianca
para sete graus de liberdade (2,36). Comprovourdéoeque nao houve diferencas

significativas entre os dois procedimentos.

Tabela 5 - Determinacdo de vanadio em aguas minpedos sistemas de andlises em fluxo
na cubeta de fluxo e por ICP-MS/MS. Dados em fig L

Amostra Cubeta ICP-MS/MS
1° 2,14 + 0,06 2,12 + 0,02

3,00 + 0,03 3,03+ 0,01
3 2,51 +0,09 2,89 + 0,02
4° 5,73 + 0,24 5,59 + 0,01
5° 4,35+0,18 4,13 + 0,04
6 1,72+ 0,02 1,69 + 0,04
7 1,66 + 0,02 1,38 + 0,02
* 3,65 + 0,03 3,73+0,17

@ Amostra previamente diluida 100 vezes com aguaniida e 0,1% HNO

P Amostra previamente diluida 20 vezes com &gua treida e 0,1% HN®

* SRM 1643e Trace Elements in Water NIST diluidovE@es com agua deionizada e 0,1%
HNO3, valor certificado: 37,86 + 0,59 ug'LV.

4.3 Determinacéo dos herbicidas ametrina e atrazinpotencialmente lixiviaveis em solos

explorando o acoplamento SIA-LC
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4.3.1 Selecéo das colunas cromatogréficas

Trés colunas cromatograficas de fase revegiggaoBluna monolitica (1), empacotada
(2), empacotada X-Terra (3)] foram testadas paeciemar a que proporcionava a melhor
separacao das triazinas, sem sobreposicdo de gicos 0 menor tempo de retencdo. Para
avaliar o desempenho das colunas, 40 pL de solug@®sig [ de ametrina, atrazina ou
prometon, preparadas em metanol eram injetadoasé movel (40:60 v/v acetonitrila/agua)
flufa a uma vazao de 1,0 mL rifire a eluicéo era isocratica.

Os critérios para a sele¢do da coluna foram osderdp retencéo e a eficiéncia de
separacao para ambos os analitos, com um menoo tdengeparacdo proporcionado. Para
cada coluna investigada, as triazinas eram indadlidante injetadas e identificadas pelo
espectro e tempo de retencdg €, entdo, injetadas em uma mesma solucéo pafearese
0S picos eram completamente separados.

Para a coluna (1), os tempos de retencéo de ®Z% B,0 min, foram obtidos para
atrazina, prometon e ametrina, respectivamente.trds triazinas eram completamente
separadas com o tempo de separacao de 9,0 minaRafana (2), os picos do prometon e
atrazina ndo eram completamente separados e aev@leram de 5,9, 6,2 e 9,2 min para
prometon, atrazina e ametrina, respectivamente, cé@mpo de separacédo de 10,0 min. Em
relacdo a coluna (3), os valorgetam ainda mais longos (5,7, 11,2 e 11,6 min paaziaa,
prometon e ametrina) com o tempo de separacao denlAlém disso, os picos referentes a
prometon e ametrina ndo eram completamente searado

As triazinas eram totalmente separadas na columelitioa com menores tempos de
retencao e, portanto, um menor tempo de separagd@ecpierido. No entanto, as bandas eram
muito largas, pois esses compostos eram dissoleitiosetanol e a fase mével era composta
por 40,0:60,0 (v/v) acetonitrila/agua. Para mekdfariéncia na separacéo, 0,4% (v/v) de acido
acético foi adicionado a fase movel, agora 40,6:83} (v/v/v) acetonitrila/agua/acido
acético, tornando a fase estacionaria menos pGlamo consequénciag £ 0 tempo de
separacao foram mais curtos em relacédo as condi¢éems sem a adicdo de acido acético.
Além disso, a ordem de eluicdo das triazinas teratla, tempos de retencédo de 2,5, 3,5 e 4,5
min sendo notados para prometon, ametrina e a#raz@spectivamente, com tempo de

separacao de 5,0 min (Figura 22).



84

0,1+

0,0

25 3.0 35 4.0 4,5 5.
minutos

Figura 22 - Cromatograma referente a ametrinaaziaa. 1= 0,25 mg Lprometon (padrao
interno), 2 = 0,1 mg I ametrina, 3 = 0,1 mgtatrazina, ap6s SPE (deteccdo em
modo “off-line”, volume injetado = 40 uL). A = alrb@ncia.

Quando a determinacdo e quantificacdo de um maionero de triazinas e
metabdlitos € desejavel, melhor eficiéncia de s&@ar pode ser conseguida em colunas
maiores (100 — 150 mm), monoliticas ou particuladespladas com HPLC (Tabela 6).
Geralmente, a pré-concentracdo de herbicidas deegse é feita em batelada e, em seguida,
esses compostos séo injetados e separados em KBh@rme mencionado anteriormente,
esse processo é laborioso, com maior consumo gense$. Visando tornar esse processo
mais rapido, sem contaminacdo e/ou perda dos @sal# pré-concentracdo pode ser
eficientemente realizada em linha, obtendo-se kdirutes de deteccéao.

A separacdo desses compostos pode ser feita mmmassde andlises em fluxo, tais
como analise por injecdo em fluxo com multisseringapor inje¢do sequencial (Tabela 6).
Nesses sistemas, colunas mais curtas (25 ou 50 mompliticas ou de nucleo fundido, tém
sido utilizadas e boa eficiéncia de separacao éalguando se almeja separar um menor
namero de compostos. Ainda com relacdo a essesnsist celas de longo caminho Optico
podem ser utilizadas quando se almeja menoree8rde deteccgao.

O interessante da presente proposta foi aliar @éerfiia do processo de pré-
concentracdo em linha utilizando o SIA com a eficié de separacéo proporcionada por uma
coluna monolitica de 10 cm acoplada a HPLC, paatiaava dessorcdo da ametrina e atrazina
em amostras de solos. Apesar de o0 procediment@$tmpoder empregar maiores vazoes
visando maior frequéncia de amostragem, a vazaofeidaumentada, considerando-se a

complexidade da matriz do extrato de solo.
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Tabela 6 - Estratégias de separacao cromatogpiieaandlise de herbicidas. AT: atrazina; AM: amafPROP: propazina, SIM: simazina,
MT: metabdlitos

Herbicida coluna tempo de eluicdo pre- LD volume vazao Deteccéo sistema ref.
retencdo concentracao de (mL min™) (UV-Vis)
(min) amostra
(ML)
AT, MT particulada 9,83 (AT) gradiente - 0,8 g L* 20 1,2 A =220 nm HPLC Abateetal.,
150 x 4,6 (AT) 2004
mm, 3,5 um
AT, particulada 4,14 (AT) isocratica - 0,5mg L* 20 1,0 A =220 nm HPLC Abate,
PROP,MT 150 x 4,6 (AT) Masini,
mm, 3,5 um 2005
AT, particulada 4,19 (AT) isocratica  SPE em 1,9 ug L* 20 1,0 A =220 nm HPLC Zarpon et
PROP, MT 150 x 4,6 batelada (AT) al., 2006
mm, 3,5 um
AT, SIM, monolitica 0,87 (AT)  isocratica - 10 pgk 200 2,4 A =223nm SIC Santos et al.,
PROP (25 x 4,6 (AT) caminho 6ptico = 2009
mm) 40 mm
AT, SIM, monolitica 1,77 (AT) isocratica - 0,7 ugL 500 3,0 A =220 nm HPLC Bealeetal,
hexazinona 50 x 4,6 (AT) 2010
mm
AT, SIM, particulada 14,1 (AT) gradiente  SPE em 0,3 ugL* 1000 1,0 A =220 nm HPLC  Boonjob et
PROP, MT 150 x 4,6 linha (AT) al., 2010
mm, 3,5 um

Continua



Conclusao

Herbicida coluna tempo de eluicdo pre- LD volume vazao Deteccéo sistema ref.
retencdo concentracao de (mL min?) (UV-Vis)
(min) amostra
(ML)
AT, monolitica 7,5 (AT) isocratica SPE em 22,0pglt 3000 0,8 A =210 nm MSC Chéavez-
dicamba, 25x 4,6 linha (AT) caminho optico = Moreno et
2,4-D mm 10 mm al., 2012
AT, SIM, monolitica 5,7 (AT) gradiente - 9,0 ug ! 400 1,8 A =223 nm SIC Urio et al.,
PROP,MT 25x4,6 (AT) caminho 6ptico = 2013
mm 4cm
AM, AT e  particulada 12,0 (AT) gradiente SPE em 0,011pgLl* 20 1,0 A =222,7 nm HPLC Beceiro-
outros 7 150 x 4,6 batelada (AT) Gonzélez et
herbicidas mm, 5,0 um 17,0 (AM) 0,013 ug [* al., 2014
(AM)
AT, SIM, monolitica 3,6 (AT)  gradiente - 24,0 ugt 200 2,1 A=223e238nm SIC Urio,
MT 50 x 4,6 (AT) caminho 6ptico = Masini,
mm 4 cm 2015

AT, SIM, particulada 12,8 (AT) gradiente - 25,0 ug'L 80 0,48 A=223e238nm SIC Urio,
MT 30 x4,6 (AT) caminho optico = Masini,

mm nucleo 4cm 2015

fundido, 2,7

pum



AM, AT

monolitica
100 x 4,6
mm

3,8 (AM)
4,8 (AT)

isocratica

SPE em

linha

0,016 mg [*
(AM)
0,015 mg !
(AT)

1000

1,0

A =220 nm

SIA-
HPLC

Proposto
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4.3.2 Selecao da composicdo do sorbente para SHEhentom deteccgao “off-line”

Os experimentos para selecionar a fracdo eluida cmmicentrada das triazinas com
um menor volume de eluente foram realizados cordatascrito no item 3.3.3.2.1, sendo que
cada fragdo de 125 puL do eluato coletado era adalipor cromatografia liquida. Para tanto,
dois sorbentes, Oasis HLB e Plexa (30,0 e 60,0 foig@n testados, e os resultados sao
apresentados na Figura 23. E importante enfatiper & quatro fracbes eram eluidas
sequencialmente, para que o sorbente fosse comglete limpo, evitando-se assim o efeito
de memodria entre as réplicas.

Para ambas as massas, a segunda fracdo era anwasttada independentemente do
sorbente empregado. Para 30 mg, obtiveram-se reaieceperacfes para o sorbente Plexa,
(71% para ametrina e 62% para atrazina), enquargggra o sorbente Oasis, recuperacdes
de 57% e 52% foram determinadas para ametrina @&zirsdt respectivamente. A
repetibilidade para o sorbente Plexa também ererisup

A obtencédo de resultados mais favoraveis para RIB&GHLENT, 2011) é justificada
pela sua composicao, pois este sorbente é um polope possui superficie hidroxilada polar
€ 0 centro com poros apolares. A superficie hilicafipossibilita a transferéncia do analito
para o nucleo do sorbente, impedindo que molécgtasdes, como proteinas, acidos
nucleicos e substancia humicas nado atinjam o niskrdo entdo descartadas na etapa de
lavagem. Ja o sorbente Oasis (CARABIAS-MARTINEZakt 2002) possui 0 centro mais
polar devido a presenca de grupos hidrofilicogn@d mais os compostos polares do que o
sorbente Plexa. Para a massa de 60 mg, esse aépaotta mais critico, comprometendo a
reprodutibilidade sendo, portanto, necessario umiomavolume de eluente.
Consequentemente, a eficiéncia da pré-concent@géduzida devido ao efeito de diluicdo
do eluato.

Deve-se salientar que a segunda fracdo deverieetitiva para as trés réplicas, pois
continha a porgéo mais concentrada das triazirs®s aelecionada para o “heart cut”. Dessa
forma, o sorbente Plexa (30,0 mg) se mostrou commis apropriado para a concentracao

das triazinas, resultando em melhor repetibilidamtee as réplicas.
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Figura 23 — Recuperacdes (em %) referentes a 026 nde atrazina (a, ® ametringb, d)
obtidas com 30,0 mg (a, b) e 60,0 mg (c, d) dobestes Ez=1) Plexa e L)
Oasis. Os numeros 1 — 4 correspondem as fracoesrsgalmente eluidas.

4.3.3 Acoplamento SPE-LC

4.3.3.1 Otimizacao do “heart cut”

Os experimentos envolvendo o aumento do volumeatjeem LC foram realizados
com o objetivo de avaliar se ocorreria o alargamelet bandas quando grandes volumes das
solugbes-padrédo eram injetados. Para esta finalijdesse estudo envolveu a variagdo do
volume da amostra na faixa de 20-300 pL e a avdiagos cromatogramas obtidos,
injetando-se a solucdo de 0,25 mydas triazinas em metanol diretamente no cromdthgra
sem a etapa de pré-concentracdo. Analise dosadsslrevelou que, mesmo para 0 maior
volume injetado, as triazinas eram completamenparadas sem alteracdo da ordem de
eluicdo.

Para a otimizacdo do “heart cut”, foram considesathnto o volume da alca de
amostragem (300 pL) bem como o volume morto daaoimha da SPE até a alca de
amostragem. Nesse sentido, o efeito do aumentoneotio “heart cut” foi observado na faixa
de 300 - 600 pL. Quando o volume era aumentado4idraiL, as areas dos picos registrados
eram maximas, e correspondiam ao dobro para a iamedr ao triplo para a atrazina

relativamente ao volume de 300 pL.
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4.3.3.2 Validacao do procedimento analitico propost

Estudos preliminares utilizando o sistema SIA foresalizados para verificar se
ocorria a obstrucédo do filtro quando 1,0 mL do &xtera aspirado do recipiente contendo 2,0
g de solo e 50,0 mL de solucdo 0,01 mdlCaCh. Para tanto, 1,0 mL dos extratos de solos
era coletado apos ser aspirados pelo filtro ematibos de 1,5 mL de capacidade. A seguir,
0s microtubos eram pesados e as massas dos exdratoobtidas subtraindo-se as massas
dos tubos cheios pelas massas desses mesmos &zims s aspiracfes consecutivas de 10
extratos, para os dois solos, utilizando um Unilt fpara cada tipo de solo resultaram em
d.p.r. < 1%, indicando que o filtro ndo era obstoué os volumes aspirados eram constantes.

Para validacdo do procedimento proposto para o toramiento dos herbicidas
potencialmente lixiviaveis, testes de adicdo eperacdo foram realizados nas condicdes de
equilibrio, nas quais as maximas concentracfes@tdcidas extraidos eram alcancadas.

No procedimento manual para os estudos cinéticalgrpnares, os extratos do solo
eram aspirados a cada 20 min até 1,0 h e, apopedsdo, a cada hora até 6 h para as trés
réplicas dos solos arenoso e argiloso. Um Unita féra utilizado em cada teste cinético e
substituido para cada réplica, de forma a que nd@edse contaminacao cruzada. Em todos os
intervalos, as concentragdes de ametrina e atrapgaxtratos eram as mesmas e nenhuma
variagdo devida a cinética de extracdo foi obsexv@ssa forma, menores intervalos de
tempo (1, 3, 5, 10, 30 e 60 min) foram seleciongmira 0s ensaios de bioacessibilidade em
ambos os solos. Verificou-se que a maxima conagidralos herbicidas nos extratos era
atingida para 10 min.

Para a validagcdo do sistema proposto, o procedaraegcrito no item 3.3.3.2.2 foi
utilizado. O primeiro extrato era aspirado peltrdilapés 1,5 min de agitacdo e os extratos
seguintes eram aspirados a cada 10 min desdeio duensaio de bioacessibilidade, o que
significa que a aspiracdo de amostra seguinteegeadoncomitantemente com a separagao da
amostra anterior. O tempo utilizado na etapa dacpnéentracdo de 1,0 mL do extrato
contendo os herbicidas era de 1 min, e o tempord@caentre a aspiracdo do metanol para a
bobina coletora e a eluicdo dos herbicidas da nthina era de 40 s.

Relativamente as cinéticas de extracdo dos sokrsosm e argiloso (Figura 24),
méxima concentracdo das triazinas dessorvidas émasode 0,01 mol 't CaCh ja era
obtida nos primeiros 10 min para ambos 0s solos.pdtcentagens extraidas em relacao a
concentracéo fortificada inicial de 5,0 mg*kgara a ametrina foram de 1,4% para ambos os

solos, enquanto que, para atrazina eram de 1,0&0pswlo argiloso e 1,2% para o arenoso,
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respectivamente, apos 4 semanas de fortificacdies Essultados indicam que as triazinas séo
potencialmente lixiviaveis e se movem para o saloselucdo apos a aplicacdo de pesticidas

em um curto intervalo de tempo.
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Figura 24 - Cinética de extracdo de ametrina (acinatrazina (abaixo) em solo arenoso
(esquerda) e em solo argiloso (direita)

Apoés 50 min de agitacdo, a concentracao extraidengdrina era de 0,070 + 0,005 mg
kg' em solo argiloso e 0,070 + 0,010 mg“'kgm solo arenoso, e para a atrazina, a
concentracéo extraida era de 0,050 + 0,003 rifgeky solo argiloso e 0,060 + 0,010 mg'kg
em solo arenoso. Neste tempo de agitacdo, as éasdde equilibrio eram atingidas, o
procedimento analitico proposto foi validado comadicdo e recuperacdo diretamente nas
amostras de solo sob agitacéo.

Dentre as propriedades do solo (textura, teor dglaar matéria organica e
permeabilidade), o teor de carbono organico € or fgue mais influencia a adsorcdo e
mobilidade dos herbicidas no solo (FENOLL et a014). Dessa forma, solos com baixo teor

de carbono organico apresentam baixa capacidadergi@rdar a mobilidade de herbicidas,
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sugerindo, entdo, que esses compostos sdo mdmdate lixiviaveis (MUDHOO; GARG,
2011).

4.3.3.3 Caracteristicas analiticas

No procedimento analitico proposto, foram obsersguerdas parciais das triazinas
pré-concentradas devido ao efeito “heart cut”. Esspectos foram confirmados calculando-
se os fatores de enriquecimento (10,2 e 18,8 paadrima e atrazina, V. Tabela 7). A perda
de massa da ametrina foi maior em relacéo a a&radavido ao “cleanup” do sorbente com
0,01 mol L' CaC} antes da etapa de eluicdo desse herbicida daainic Essa perda
provavelmente se explica devido & maior solubikddd ametrina em agua (1850 md) L
(EPA, 2005) em comparacao a atrazina (33 Mg(EPA, 2006).

Para separacao e quantificacdo das triazinas eradt@fégias de pré-concentracao ou
injecdo de maiores volumes das amostras (Tabetén®)sido utilizadas para melhoria de
sensibilidade, obtendo-se, portanto, menores lémdte deteccédo. Entretanto, a eficiéncia da
etapa de pré-concentracdo em linha foi em partgiggedevido ao “heart-cut”, obtendo-se
limites de deteccdo de 0,016 e 0,015 mypara ametrina e atrazina, respectivamente
(Tabela 7). Oliferova e colaboradores (2005) redawao uso de SPE em linha e posterior
“heart cut” para a determinacdo de hidrocarbonguigiclicos aromaticos, e obtiveram
limites de deteccdo menores, em 1§ Hevido ao maior volume da amostra pré-concentrada
(20 mL).

No presente trabalho, a pré-concentracdo de 1,dardmostra era suficiente para se
detectar as concentracdes bioacessiveis/lixiviayess herbicidas, apos 4 semanas desde a
fortificacdo dos solos na concentracdo de 5,0 my Egimportante destacar que o objetivo
principal dessa proposta € o monitoramento em temglodos ensaios de bioacessibilidade
das triazinas, considerando a cinética de dessde&sges compostos. As etapas de aspiracdo
dos extratos pelo filtro, pré-concentragéo e se@ardos herbicidas na coluna cromatografica
eram realizadas em curto intervalo de tempo, o tquaou possivel a determinacdo das
triazinas dessorvidas a cada 10 min. Dessa forongofsivel determinar as concentracdes
méaximas dessorvidas da ametrina e atrazina pasmsaos de adicdo e recuparacdo para
validar o procedimento proposto.
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Tabela 7 - Caracteristicas analiticas

Herbicida Ametrina Atrazina

Tempo de reteng&o (min) 3,8 4,8

Equacéo da curva de calibratéo Y =0,016 + 2,53 X Y =0,009 + 5,30 X
Coeficiente de correlacéo (n =7) 0,9971 0,9993

Faixa linear (mg 1) 0,01-10,30 0,01-10,30

Fator de enriquecimento 10,2 18,8

Desvio padrao relativo 6,3 5,1

Limite de detecc&qmg L) 0,016 0,015

Limite de quantificagéfo(mg LY 0,054 0,050

a) Y: areas dos picos referentes aos herbicidadidids pela area do pico referente a 0,25 mg
L™ do padré&o interno; X = concentracéo do herbicida.

b) Estimado apés 10 injecdes consecutivas daséEsygadrédo (0,05 mg'therbicidas)

c) Calculados de acordo com: LD = 33/8 and LQ = 10 §/m, respectivamente, ondeg; S
desvios-padrédo de 10 medidas das areas dos brancogoeficiente angular das curvas de
calibracdo (SKOOG et al., 2006).

4.3.3.4 Aplicacao

A identificag@o das triazinas apds a extracdo ddsssera feita considerando-se 0s
tempos de retencdo e 0s espectros com os dos pa@®eromatogramas dos extratos dos
dois tipos de solos eram similares e néo indicaagonesenca de outros compostos (Figura
27).

A investigacdo prévia de possiveis espécies imtarfes apresentando 0s mesmos
tempos de retengdo das triazinas foi conduzida egapdo-se o procedimento analitico
proposto. A analise dos brancos dos dois tiposoltes gevelou a presenca de possiveis
interferentes com 0 mesmo tempo de retencdo daiamatisto que 0s solos ndo apresentam
histérico de aplicacdo desses herbicidas. Dessmaforos resultados anteriormente
apresentados das concentragfes extraidas de amatmirambos os solos foram corrigidos
considerando essa interferéncia, de forma queeas @os picos da ametrina e do interferente
obtidas dos solos contaminados foram subtraidasadsss dos picos do interferente dos

brancos de ambos os solos.
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Figura 25 -Cromatograma referente ao extrato de solo argilése. prometon (padréo
interno), 2 = ametrina, 3 = atrazina. Volume injieta 300 L.

Os ensaios de adicéo e recuperacdo foram realizguliss 50 min de extracdo, nas
condicbes de equilibrio, com as adi¢cdes de 0,1,e0023 mg kg das solucdes-padrdo da
ametrina e da atrazina preparadas em 0,01 h@dC} diretamente no recipiente contendo o
solo sob agitacdo. Esses experimentos foram rdazem duplicata para cada solo (Tabela
8). As recuperacfes da ametrina se situaram na €ExX85 a 96%, ao passo que da atrazina
era de 87 - 99%, em ambos 0s solos. Estes resslltadicam auséncia do efeito de matriz e
confirmam que o procedimento proposto é aplicavaleterminacdo de residuos destes

herbicidas potencialmente lixiviaveis nas amodieadiferentes solos agricolas.

Tabela 8 -Adicéo e recuperacéo das triazinas em extratoslds s

Solo Herbicida Valor inicial Adic&o (mg kd) Média

(mg kg") (%)

0,1 0,2 0,3

Arenosol  Ametrina 0,07 0,166 0,218 0,287 85,3+£10,9
Arenoso 2  Ametrina 0,06 0,135 0,243 0,341 90,945,7
Arenoso 1 Atrazina 0,06 0,155 0,219 0,292 87,418,2
Arenoso 2 Atrazina 0,05 0,168 0,236 0,32 99,2+11,0
Argiloso1  Ametrina 0,065 0,155 0,247 0,315 91,244,
Argiloso 2  Ametrina 0,07 0,168 0,255 0,353 96,1+2,2
Argiloso 1  Atrazina 0,05 0,128 0,233 0,296 87,7+4,6

Argiloso 2 Atrazina 0,046 0,135 0,214 0,334 92,744,
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5. CONCLUSOES

A proposta de um procedimento analitico com apraeento da zona da amostra
mostra-se favoravel para reacfes lentas, obtend@aiges limites de deteccdo, devido ao
maior tempo de residéncia proporcionado, sem aseilmle de se alterarem vazbes ou
comprimento do percurso analitico. A principal teem conferida por essa estratégia é que
tanto o desenvolvimento da reacdo quanto a limp#zapercurso analitico ocorrem
simultaneamente e de forma independente, devidamgpartimentalizacdo intrinseca dessa
configuragéo.

A estratégia proposta envolvendo aquecimento natautle fluxo em sistemas de
analises em fluxo é promissora, principalmente daaa sensibilidade é critica e o0 método
envolve reacBes que sdo aceleradas com o aumemdém@aratura. Bolhas gasosas ndo séo
geradas no sistema, pois 0 aprisionamento da zr@andstra ocorre em ambiente fechado,
aumentando a pressao interna do mesmo. A implegéntdessa inovacgdo resulta em um
modulo de analises mais simples e permite queejteaplicado a qualquer procedimento
analitico em fluxo que exija aquecimento.

O monitoramento rapido dos herbicidas ametrinar&zimia bioacessiveis/lixiviaveis
em amostras de solo é eficientemente realizadoigens de analises em fluxo envolvendo
SPE - LC em linha, levando-se em consideragcdoéicinde extracdo desses compostos. As
caracteristicas inerentes ao sistema de analisesinErdo sequencial permitiram o
gerenciamento automatizado das solucfes sem caovatgdioi e/ou exposicdo do operador. A
separacao das triazinas com eluigdo isocraticaoluma monolitica € r4pida, e este aspecto se
constitui em uma caracteristica favoravel adiciopata a determinacdo dos herbicidas

potencialmente lixiviaveis em solos.
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