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RESUMO

A cromatografia de ions € a técnica analitica mais utilizada para realizar
a determinacdo de ions em amostras ambientais. Mas, atualmente, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com pareamento idnico (ion-pair HPLC)
tem sido usada para fazer este tipo de andlise devido a estabilidade e a
eficiéncia da coluna de fase reversa (FR). ion-pair HPLC é uma técnica mais
complexa que a cromatografia de fase reversa, uma vez que o equilibrio entre
o reagente de pareamento iénico (RPI) e a fase estacionario (FE) é lento, a
separagdo € mais sensivel as variagdes de temperatura e pH. Além disso,
variagdes na concentracdo do RPI também afeta a separacdo do analito. No
ion-pair HPLC, véarios parametros devem ser otimizados tais como: composicao
e pH da fase mével, tipo de RPI (modificacdo permanente ou dindmca da FE) e
concentragado do RPI. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma
metodologia analitica para separagao e quantificagdo dos anions cloreto, nitrito,
nitrato e sulfato em amostras de agua superficial por ion-pair HPLC. O método
de separagdo dos anions foi otimizado utilizando uma coluna de FR
octadecilsilano (C18) com deteccao indireta na regidao do ultravioleta. Durante a
execucdo deste trabalho a composicdo e o fluxo da fase mével por eluicao
isocratica foram estudados, assim com o comprimento de onda de deteccao.
Foram testados quatros RPI diferentes para compor a fase moével. A melhor
condicao de separacao dos ions foi alcangada com a utilizacdo do reagente
brometo de cetiltrimetilamonio com modificagdo permanente da FE. Concluido
0 processo de separagao dos anions a metodologia foi aplicada na analise das
amostras de agua do Rio Paraibuna (Juiz de Fora, MG). O método apresentou
boa exatiddo e boa precisdo. Os niveis de concentracdo encontrados nas
amostras de agua do Rio Paraibuna ficaram a baixo do limite permitido pela
legislacdo brasileira para agua utilizada para consumo humano, indicando

baixos niveis de contaminacao.

Palavras-chave: lon-pair HPLC, anions, agua de rio.



ABSTRACT

The ion chromatography (IC) is the most widely used analytical
technique to perform ion analysis in environmental samples. Nowadays, the ion-
pair high performance liquid chromatography (ion-pair HPLC) has been used to
perform this kind of analysis due to the stability and efficiency of reverse phase
(RP) column. The ion-pair HLPC is more complex than the reverse phase
chromatography, since the equilibrium between the ion-pairing reagent (IPR)
and stationary phase (SP) is slow, the separation is more sensitive to variations
in temperature and pH. A variation in the concentration of IPR also affects the
separation of the analytes. In ion-pair HPLC, several parameters must be
optimized such as: mobile phase (MP) composition, type IPR, the concentration
of the IPR in MP and pH of the MP. The present work aims to develop an
analytical methodology for the separation and quantification of anions (chloride,
nitrite, nitrate and sulfate) in surface water samples from Paraibuna River by
ion-pair HPLC. The method of analysis of anions was optimized using RP
chromatography column octadecylsilane (C18) with indirect detection in the
ultraviolet region (UV). During the execution of this work the composition and
flow rate of the MP for isocratic elution were studied as well with the wavelength
for detection. We tested four different ion-pairing reagents to from the mobile
phase. The best condition for separation of ions was achieved with the use of
reagent cetyltrimethylammonium bromide. Once completed, the process of
separation of anions the methodology was applied in the analyses of water
samples from Paraibuna River. The parameters used for evaluate the accuracy
and precision of method presented satisfactory values. The concentration levels
found for the anions in the samples were below the limit allowed by brazilian

legislation for water used for human consume.

Keywords: ion-pair HPLC, anions and river water
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1. Introducao

1.1 Consideracoes gerais

A superficie terrestre € composta por 70% de agua, sendo que, deste
total, apenas 3% sdo de agua doce e os 97% restantes encontram-se nos
oceanos e mares (BAIRD, 2002; MANAHAN, 2004; SPIRO et al, 2009;
CONCEICAO et al, 2011). Do total de 4gua doce no mundo, apenas 0,3% sio
exploraveis. O restante estd confinado em: lencois freaticos e aquiferos
profundos, calotas polares, geleiras, neves permanentes e outros reservatorios,
fato que dificulta o acesso a eles (MANAHAN, 2004; CONCEICAO et al, 2011).
O Brasil € um pais privilegiado uma vez que detém 13% da &gua doce do
mundo (PEREIRA, 2003).

Agua é uma substancia essencial para vida na Terra, uma vez que é
em meio aquoso que ocorre grande parte das reagdes bioquimicas. Ela &
responsavel pelo transporte de nutrientes para o meio intracelular e pela
retirada das excretas (SPIRO et al, 2009). E importante ainda para a realizagéo
das mais simples atividades em nosso dia-a-dia, tais como: beber, cozinhar,
lavar e transportar residuos. Na economia, ela € utilizada na producao
industrial, na agricultura, na pecuaria e na producado de energia elétrica. No
Brasil, 19% da agua sao usadas pela industria, 22% para o abastecimento
doméstico e 59% para a irrigacao, segundo dados da Agéncia Nacional de
Aguas (ANA) (PEREIRA, 2003).

Apesar da total dependéncia que ha dos recursos hidricos para
desenvolver nossas atividades, durante muito tempo ndo houve a preocupacao
em se preservar as fontes de 4gua, pois se pensava ser um recurso
inesgotavel, devido a sua grande abundancia na natureza. Porém, hoje se sabe
que isso ndo é verdade. Atualmente, o mau uso, aliado a crescente demanda
pelo recurso, vem preocupando especialistas e autoridades no assunto, pela
evidente redugdo da disponibilidade de agua limpa em todo o planeta
(UNIAGUA, 2011). Segundo dados da Organizacao das Nagdes Unidas (ONU),
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900 milhbes de pessoas nao tém acesso a agua potavel no mundo e mais de
2,6 milhdes ndo tém acesso ao saneamento basico (UNIC Rio, 2011).

A poluicdo dos recursos hidricos € um assunto preocupante e muito
discutido atualmente pela sociedade. Para entender o significado de “poluicéo
das aguas” é necessario primeiramente definir este conceito. Uma das
definicoes aceitaveis é a preconizada pela lei n® 3068 de 14 de junho de 1955
do Estado de S&o Paulo, que estabelece: “poluicdo em &agua é qualquer
alteracdo das propriedades fisicas, quimicas e biologicas das aguas que possa
constituir prejuizo a saude, a segurangca e ao bem estar das populacoes e,
ainda, possa comprometer a fauna ictiolégica e a utilizacdo das aguas para fins
comerciais, industriais e recreativos”. Estabelecida a definicdo de poluicdo dos
recursos hidricos é necessario conhecer as principais fontes causadoras deste
problema.

Dessa maneira a poluicdo de mananciais' pode ser subdividida em:
fisica, fisico-quimica e quimica. Os principais fatores fisicos que podem causar
poluicdo, por determinarem modificagdes de flora e fauna do meio ou por
serem nocivos a saude, sdo: cor, turbidez e temperatura. Os fisico-quimicos
sdo: pH e radioatividade. Ja a poluicdo quimica é provocada pelo langamento
de substancias quimicas nocivas no ambiente aquatico (BRANCO,1986 apud
RITCHER, 2004).

As causas fundamentais da poluicdo dos recursos hidricos ocasionadas
pelas atividades humanas séo: poluicao urbana e doméstica, poluicao agricola
e industrial. A poluicdo urbana e doméstica ocorrem quando descargas de
efluentes domésticos nado tratados sdo lancadas diretamente em rios ou em
lagos. Este tipo de poluicdo provoca o aparecimento de cor, sabor e odor
desagradaveis na agua. A poluicao agricola é provocada pelo uso excessivo de
fertilizantes e de defensivos agricolas (ANA, 2011).

De acordo com a ANA (2011), as atividades industriais geram inimeros
residuos, sendo que alguns destes sédo langcados sem tratamento em cursos de
agua, provocando a contaminacdo dos mananciais. Dentre as industrias que
mais poluem, destacam-se: as alimentares, as metallrgicas, as petroquimicas,

as farmacéuticas, as de fabricagcdo de pesticidas e inseticidas. No Brasil, a

' Manancial: E qualquer local que tenha dgua e que possa ser retirada para uso. Fonte: UFCG.
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Resolucdo N? 357 de 17 de margo de 2005 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente, CONAMA, é responséavel por estabelecer os niveis aceitaveis dos
poluentes na agua para consumo humano (CONAMA, 2005).

A qualidade da agua ingerida € um parametro fundamental para que se
possa ter uma boa saude (KARAVOLTSOS et al, 2008). Inumeras doencgas séo
provocadas pelo consumo de agua contaminada com substancias quimicas,
por isso, € necessario realizar o monitoramento dessas substancias para
controlar a qualidade do recurso hidrico. Para avaliar a contaminagcao dos
mananciais, alguns parametros sao estudados, tais como o nivel de
concentracao de anions, metais pesados, nivel de concentragdo de cations, pH
e outros.

Dessa forma é de suma importancia realizar estudos que visem avaliar
e monitorar o nivel de contaminacdo dos mananciais que abastecem a

populacao de inUmeras cidades.

1.2 Importancia da analise dos anions na agua

A andlise de anions na agua € importante, uma vez que determinados
ions em alta concentragdo podem provocar inUmeras doengas no organismo
humano. Neste trabalho foram estudados os anions cloreto, nitrato, nitrito,
sulfato e sulfito em amostras de agua. Dessa maneira, estardo expostas neste
item as principais implicacdes provocadas pela ingestao de agua com alto nivel
de concentracao destes ions.

O controle da concentragdo de nitrato e nitrito em amostras de agua
natural € um importante indicador de sua qualidade (GONZALEZ et al.,1994;
CONNOLLY et al., 2001; LEGNEROVA et al, 2002; KODAMATANI et al, 2009).
Geralmente os compostos de nitrogénio sdo incorporados aos recursos
hidricos por meio do escoamento superficial de fertilizante nitrogenado, pela
deposicao acida e pelo langcamento de efluentes industriais sem tratamento
(SPIRO et al, 2009). A alta concentragdo de nitrito e nitrato em ambiente

aquatico atesta a presenca excessiva de matéria organica, sendo o processo
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de biodegradacado deste material o responsavel pela formacédo destes ions
(BURAKHAM et al., 2004).

Esse excesso de matéria organica promove o processo de eutrofizacao
das aguas, no qual ocorre o crescimento de grande quantidade de algas que
provocam a oxidagdo do nitrito em nitrato, retirando o oxigénio dissolvido do
ambiente, 0 que pode acarretar a morte dos peixes (ROZAN et al., 2002).

A quantificagdo de nitrato e nitrito em diversas matrizes € de suma
relevancia devido ao seu efeito nocivo a saude humana (GAPPER et al., 2004;
CABRAL et al., 2007). O nitrato em nosso organismo é convertido em nitrito
que reage com aminas secundarias e terciarias formando N-nitrosaminas, que
sao cancerigenas (WANG et al.,, 1998; OKAFOR et al., 2003). Além disso, o
nitrito pode causar em bebés uma doenca chamada metahemoglobinemia, na
qual o ion NO>" converte o ferro (ll) da hemoglobina a ferro (lll) e isto limita a
capacidade do sangue de transportar oxigénio dos pulmdes para o resto do
corpo. Estudos mais recentes mostraram ainda que a presenca de
concentragdes elevadas de nitrato em agua para o consumo humano (50 mg L
') pode afetar a atividade da glandula tiredide (ZAKI et al., 2004).

A concentracdo do ion cloreto em aguas naturais € baixa. Em aguas
despoluidas, normalmente, a concentragdo é menor que 10 mg L™, podendo,
muitas vezes, estar préximo a 1 mg L (OMS,1984). Em um nivel mais alto
caracteriza a contaminacdo do ambiente aquatico por esgoto sanitario, pois
cada pessoa expele por dia através da urina cerca de 6 gramas de cloreto
(APHA,1998; CETESB, 2011). O excesso desse anion é responsavel pelo
aumento do poder de corrosédo da agua (MACEDO, 2007).

O enxofre € uma espécie quimica abundante na crosta terrestre na
forma de minerais do tipo sulfeto e em sulfato de calcio e magnésio (SPIRO et
al, 2009). Ele também é encontrado em &guas naturais, sendo o ion sulfato,
facilmente achado em diferentes concentragbes em meio aquatico. A
degradacdo de compostos de enxofre em ambientes aquatico pode gerar
inUmeros produtos téxicos, como o acido sulfidrico (H2S), que pode causar
sérios problemas a qualidade da dgua (MANAHAN, 2004).

Em sedimento e aguas naturais é possivel encontrar ainda espécies de
enxofre nas mais diversas formas quimicas tais como: sulfeto, sulfito e
tiossulfato. (MIURA et al., 2000; MIURA et al., 2005; OHIRA et al., 2006).
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Segundo a resolugdo n® 357 do CONAMA (2005) o anion sulfato
também é considerado um parametro para atestar a qualidade da agua.
Geralmente o excesso de sulfato em agua potavel provoca efeito laxativo no
organismo humano (MACEDO, 2007).

No Brasil, a portaria n® 518 do Ministério da Saude de 25 de abril de
2004 é responsavel por estabelecer os niveis aceitaveis dos anions estudados
na agua potavel. Na TABELA 1 sado apresentados os valores dos anions

especificados nesta portaria.

TABELA 1: Padréo de aceitagdo dos ions em agua para consumo humano.

lons VPM (mg L)
Cloreto 250
Nitrato 10

Nitrito 1
Sulfato 250

Fonte: Ministério da Saude, portaria N° 518
Valor maximo permitido (VPM)

Os valores maximos permitidos pela portaria n® 518 do Ministério da
Saude para os ions nitrato e nitrito s&o os mesmos preconizados pela Agéncia
de Protecdao Ambiental dos Estados Unidos, Environment Protection Agency
(EPA), 6rgao responsavel por estabelecer inumeras diretrizes relacionada ao
meio ambiente (EPA, 2011).

1.3  Principais técnicas de analise de ions em amostras ambientais

As principais técnicas analiticas utilizadas para determinagcédo

simultdnea de anions em &gua, precipitagbes chuvosas e aerossbis
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atmosféricos sdo: Eletroforese Capilar, Cromatografia de ions e Cromatografia
Liquida de alta eficiéncia com formacéao de par ibnico.

A técnica mais empregada para analise de anions em amostras
ambientais é a Cromatografia de fons (Cl). As vantagens de utilizagido da ClI
estdo relacionadas a sua alta sensibilidade, estabilidade e seletividade
(TANNER et al.,, 1996). H& na literatura inumeros relatos do uso desta técnica
na determinacdo de anions em amostra de agua de chuva. Entre eles:
WILLIAMS et al.,1997; TANAKA et al., 2000; MELLO, 2001; LARA et al., 2001;
TANAKA et al., 2001; VAZQUEZ et al., 2003; MELLO et al., 2004; LEAL et al.,
2004; AL-KHASHMAN et al., 2009; COELHO et al., 2011; CONCEICAO et al.,
2011. Em analise de aguas naturais e de agua potavel também sao
encontrados alguns relatos: (STEINMANN et al., 1995; MEDINA et al., 1996;
OHTA et al.,1996; SAKAI et al., 1996; GROS et al., 1997; OHTA et al., 1998;
GETTAR et al., 2000; MORALES et al., 2000; JACKSON, 2001; BARRON et
al.,2005; MISKAKI et al., 2007; AMIN et al., 2008; TIRUMALESH, 2008).

A Eletroforese Capilar (EC) é uma técnica muito atraente para
determinacao simultdnea de anions, devido a sua versatilidade e simplicidade
(COLOMBARA et al, 1997). Na literatura é possivel encontrar relatos da
analise de anions em amostra de agua com esta técnica, entre eles pode-se
citar: DABEK-ZLOTORZYNSKA et al., 1997; VALSECCHI et al., 1997; FUNG et
al.,1998; HIISSA et al.,1999; YANG et al., 1999; ALONSO et al., 2000; ROCHA
et al., 2003 e GARCIA et al., 2008. A desvantagem no uso desta técnica em
analise de amostras ambientais, as quais possuem compostos com
concentracdo na ordem de traco, € a sua baixa detectabilidade, quando néo é
utilizado um aparelho equipado com detector de massa.

Apesar de a Cl ser a técnica mais usada para analise de ions em
amostras ambientais, atualmente a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
com Pareamento 16nico (CLAEPI) tem sido usada para realizar este tipo de
andlise, devido a estabilidade e a eficiéncia da coluna de fase reversa
(LANCAS, 2009). A CLAEPI tem um baixo custo em relagdo a coluna e a
instrumentagdo em comparagdo com a Cl (GENNARO et al.,1997). Além disso,
o aparelho utilizado na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é mais
versatil, ja que ndo se limita apenas a andlise de ions. Os métodos

desenvolvidos por CLAEPI apresentam resolugéo e sensibilidade comparaveis
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aos métodos empregados por Cl, desde que o reagente de pareamento idnico
(RPI) tenha sido escolhido adequadamente (GENNARO et al., 1997).

Na literatura sdo encontrados artigos que utilizam a CLAEPI para
andlise dos anions estudados por esse trabalho em matrizes de agua e vinho,
entre eles, podem ser citados os seguintes: MINGJIA et al.,1988; GENNARO et
al.,1990; MARENGO et al., 1992; GONZALEZ et al., 1994; JUN et al., 1996;
KAZUAKI, 1997; MIURA et al., 2000 ; BUTT et al., 2001; CONNOLLY et al.,
2001; ZUO et al., 2003; MIURA et al., 2005; OHIRA et al.,2006; ZUO et al.,
2006; AULER et al., 2011. Como a proposta deste trabalho foi desenvolver um
método para separacao de anions utilizando a CLAEPI, ela sera melhor

discutida no item 1.4.

1.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia com pareamento idnico
(CLAEPI) (ion-pair HPLC)

A CLAEPI é uma técnica aplicada na separacéo de espécies facilmente
ionizaveis ou idnicas utilizando uma coluna de fase reversa (FR) (COLLINS et
al.,2006; SKOOG et al.,2009). Nesse tipo de cromatografia, um reagente de
pareamento idnico (RPI) é adicionado a fase moével (FM), sendo ele um sal
inorganico, que contém um contra-ion organico de tamanho grande.
Geralmente esse contra-ion deve ter carga oposta ao do analito que se deseja
separar (SNYDER et al.,1997; COLLINS et al.,2006; LANCAS, 2009).

Este reagente ficara retido na superficie da FR da coluna, devido a
caracteristica hidrofébica do grupo alifatico do contra-ion que tera maior
afinidade pelas cadeias da FR, proporcionando a separagdo do analito
(SNYDER et al.,1997). Dessa maneira, teoricamente, a superficie da FR da
coluna tera a carga que a ela foi atribuida devido a fixacdo do RPI. Porém,
inicialmente, essa superficie ficara com carga neutra, pois o contra-ion forma
uma ligagdo com o ion do proprio sal do RPIl ou com o ion do tampéao usado na
fase mével (SNYDER et al.,1997).
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O analito sera retido quando ocorrer o processo de troca ibnica com o
ion do RPI. Na FIGURA 1 ha um esquema que representa esse processo de
troca i6nica, na qual o ion do RPI (Br’) € trocado pelo analito (A") na superficie
da coluna (COLLINS et al.,2006).

RPI

8

@ cigoucs

Analito

Suporte
de Silica

n

ion do sal
do RPI

FIGURA 1: Representacédo do processo de troca ibnica entre o RPI e o analito. Fonte:
adaptacao de SYNDER, 1997; COLLINS et al.,2006.

A troca ibnica sozinha nao é capaz de explicar todos os processos de
separagdes que ocorrem por CLAEPI. Os mecanismos de retencdo que
ocorrem nesta técnica ainda estao sendo elucidados (LANCAS, 2009).

O tipo de RPI usado na FM depende da natureza do soluto a ser
analisado. Para analise de céations empregam-se reagentes anibnicos, tais
como butil ou dodecil sulfonato de sédio (LANCAS, 2009). E recomendado
utilizar um tampao para ajustar o pH da FM no intervalo entre 2,50 a 3,50, pois,
dessa forma, a ionizag@o do &cido fraco seré reprimida (COLLINS et al.,2006).

Ja para a anadlise de anions, € comum utilizar sais de alquil amdnios como
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tetrabutil aménio (LANCAS, 2009). Deve-se ajustar o pH da FM, com um
tampao, no intervalo entre de 6,50 a 7,50, pois, dessa maneira, a ionizagao da
base fraca sera reprimida (COLLINS et al.,2006).

Na TABELA 2, ha os principais RPI utilizado na CLAEPI e suas
principais aplicagdes:

TABELA 2: Reagentes de pareamento idnico e suas principais aplicacoes.

Reagente de pareamento ibnico Aplicacoes
Aminas Quaternarias Acidos fortes e fracos, corantes
(por exemplo, tetrabutil, tetraetil) sulfurados, acido carboxilicos.
Aminas Terciarias Compostos sulfonados

(por exemplo, trioctilamina)
Alquil- e arilsulfonatos Bases fortes e fracas, catecolaminas
(por exemplo, heptanossulfonato)
acidos perclérico Uso genérico; estabelece pares de
ions com muitos compostos basicos.

Fonte: COLLINS et al.,2006.

Os RPI podem modificar a superficie da fase estacionaria (FE) de
maneira dindmica ou permanente. O processo de modificacdo permanente é
feito utilizando um surfactante com cadeia carbbnica grande, que sera
imobilizado na FE da coluna. Neste tipo de modificagéo € eliminado o uso do
RPI na FM, sendo assim, o custo da analise é reduzido. Além disso, a coluna
imobilizada com o surfactante pode ser usada durante varios meses sem que
haja perda de desempenho. Mas, se houver perda, € sé realizar a regeneracao
da coluna com o surfactante novamente (CECCHI, 2007).

Ja no processo de modificagdo dindmica, o RPI & adicionado na FM
promovendo o0 processo de separacdo dos analitos sem que este fique
permanentemente retido na FE.

Em separacdes que envolvem analitos com pequenas diferencas na
estrutura molecular, é recomendado o uso de RPI que possua em sua estrutura

contra-ions pequenos. Para compostos que apresentam uma retengdo maior,
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sdo empregados RPI com contra-ions de cadeia maior e mais hidrofébica
(LANGCAS, 2009).

A FM utilizada geralmente € uma mistura de agua e solvente organico
(metanol ou acetonitrila). E recomendado que a coluna empregada na CLAEPI
deva ser separada de outras colunas utilizadas para FR convencional, porque,
com o tempo, os RPI| podem alterar a seletividade da fase estacionaria (FE)
(LANGCAS, 2009).

Durante o desenvolvimento de um método por CLAEPI, os principais
parametros que precisam ser otimizados sdo: o tipo de RPI utilizado, a
concentracao do RPI, a concentracao do solvente organico que compde a FM e
o pH (COLLINS et al.,2006; LANCAS, 2009).

1.5 Area de estudo

O Rio Paraibuna nasce na serra da Mantiqueira a 1.200 m de altitude e,
depois de percorrer 166 Km, lanca-se a margem esquerda do Rio Paraiba do
Sul a 250 m de altitude (PQA, 1999). A bacia do Rio Paraibuna é formada por
trés principais rios: o Paraibuna, o Cagado e o Peixe. Suas aguas seguem no
sentido noroeste-sul sudoeste e ao longo do seu leito recebe agua de
pequenos afluentes (CESAMA, 2011).

O Rio Paraibuna faz parte da bacia do Rio Paraiba do Sul localizada na
Regiao Sudeste entre os estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio de Janeiro,
totalizando numa &rea de drenagem de cerca de 55.500km? (ANA, 2001).

De acordo com a CESAMA (2011), 70% do curso do Rio Paraibuna corta
a cidade de Juiz de Fora, apresentando um perfil longitudinal escalonado, com
declividades mais amenas entre o Distrito Industrial | e o centro da cidade,
sendo a declividade média do rio no municipio, numa extensao aproximada de
61 km, de 4m/km.

Segundo dados do Anuario Estatistico de Juiz de Fora (2010) o
municipio apresenta um relevo bastante diversificado com colinas céncavo-

convexo e vales, com altitudes compreendidas entre 700 e 900 metros. O clima
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da cidade pode ser classificado como tropical de altitude, com duas estacdes
bem definidas, uma mais quente e chuvosa e um menos quente e mais seca. A
cidade possui cerca de 516.247 habitantes com uma frota de 180.200 veiculos
circulantes.

A Fundagao Estadual do Meio Ambiente (FEAM) informou que estdo
cadastradas cerca de 2.000 industrias no setor mineiro da bacia do rio Paraiba
do Sul, entre metalurgicas, quimicas, téxteis, alimenticias, de papel e outras.
Deste total cerca de 1.000 estdo localizadas na sub-bacia do Rio Paraibuna e
83% das industrias potencialmente poluidoras estdo localizadas em Juiz de
Fora (IGAM, 2008).

De acordo com dado do Projeto Qualidade das Aguas e Controle da
Poluicao Hidrica (1999), as aguas da bacia do Rio Paraibuna sao as de pior
qualidade de toda a bacia do Paraiba do Sul, principalmente no trecho préximo
a Juiz de Fora, devido a intenso lancamento de esgotos residenciais e
industriais. Dessa forma, este rio € considerado “morto” entre a cidade de Juiz
de Fora e a Barragem de Joasal (CESAMA, 2011).

O desenvolvimento econdémico de Juiz de Fora, associado ao grande
crescimento populacional, tornou este municipio o principal responsavel pela
poluicdo desse rio, uma vez que € uma cidade industrializada na qual ha
predominancia da industria metalurgica (CESAMA, 2011). Do total de esgoto
langado no curso do Rio Paraibuna, no ano de 2009, dentro da cidade de Juiz
de Fora, apenas 9,76% foi tratado nas duas estacdes de tratamento de esgoto
(ETE) que estdo em funcionamento na cidade: ETE Barbosa Lage e ETE
Barreira do Triunfo ( ACESSO.COM, 2011).

A degradacao das aguas desse rio tem impacto altamente negativo, ja
que a busca de alternativa para a localizacao de fontes de abastecimento de
agua para consumo humano, particularmente nas cidades de médio e grande
portes, tem significado investimentos cada vez mais elevados (CESAMA,
2011).

Logo, realizar estudos que visam monitorar a qualidade de agua é de
suma importancia, pois fornecem dados para a cidade, que podem ser
utilizados para direcionar as politicas publicas para conter a poluicdo dos
recursos hidricos. Dessa forma, foram selecionados dez pontos de coleta que
abrangem grande parte da area urbana da cidade de Juiz de Fora, sendo que a
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coleta foi feita a partir das principais pontes da cidade. Na TABELA 3, ha a
ordem de coleta junto com os nomes das avenidas onde se encontram as

pontes.

TABELA 3: Localizacao das pontes e os niUmeros dos pontos de coleta.

Localizagdo das pontes
(Cruzamentos das avenidas)

Pontos de coleta

—

Acesso Norte/ Honorio Brito
Avenida Brasil/ préximo a rodoviaria
Avenida Brasil/ Rui Barbosa
Avenida Brasil/ José Eutropio
Avenida Brasil/ Rio Branco
Avenida Brasil/ Marechal Setembrino
Avenida Brasil/ Benjamin Constant
Avenida Brasil/ Halfeld

Avenida Brasil/ Carlos Otto

© 0O N OO 0o~ W DD

—_
o

Avenida Brasil/ Nelson Silva




Objetivos

2. Objetivos

O objetivo principal do trabalho foi desenvolver uma metodologia
analitica para separacao dos ions (cloreto, nitrato, nitrito, sulfato e sulfito) e a
quantificacdo dos anions (cloreto, nitrato, nitrito e sulfato) em amostras de
aguas superficiais por cromatografia liquida de alta eficiéncia com formacao de

par ibnico (CLAEPI) e a detec¢ao na regiao do ultravioleta (UV).

Objetivos Especificos

e Otimizacdo dos parametros analiticos para determinacao
simultdnea dos anions de interesse por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com pareamento iénico e detec¢cao UV/Vis.

e Desenvolvimento do coletor para aguas e implementagdo da
coleta de amostras de agua superficial.

e Avaliagao dos niveis de concentragao de cloreto, nitrato, nitrito e
sulfato em amostras de agua.

e Validagdo da metodologia através de tratamento estatistico:

analises de amostras fortificadas e amostra de referéncia certificada.
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3. Material e Método

3.1  Material e reagentes

Todas as vidrarias utilizadas neste trabalho foram lavadas com
detergente alcalino (Detertec, Vetec) e posteriormente com agua corrente e por
fim com agua deionizada (Milipore-Mili-Q). Elas foram armazenadas em um
ambiente limpo e seco para evitar contaminagdo por poeira ou por outro
contaminante.

Em analises quimicas realizadas por CLAE €& necessério utilizar
solventes orgéanicos com alto grau de pureza para evitar a presengca de
interferentes durante o desenvolvimento do método de separacdo. Dessa
forma, foram utilizados os seguintes solventes com alto grau de pureza (J.T
Baker e Tedia): acetonitrila (ACN), metanol (MeOH), tetraidrofurano (THF).

Os RPI e os sais dos analitos foram obtidos com grau p.a da empresa
Vetec, sendo eles: cloreto de sddio, nitrato de sddio, nitrito de sddio, sulfato de
potassio e sulfito de sédio, brometo de tetraetilaménio (TEABr), brometo de
tetrabutilaménio (TBABr), tris (hidroximetil) aminometano, cloreto de
cetilpiridina (CPC) (Synth) e brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) (Sigma
Aldrich). Os demais reagentes utilizados também possuiam grau p.a e foram
adquiridos da empresa Dinamica, sendo eles: biftalato de potassio e
trietanolamina. Os reagentes utilizados no preparo das solugbes tampéao
possuiam alto grau de pureza, sendo eles: dihidrogenofosfato de potassio

(Tedia), monohidrogenofosfato de potassio (Merck).
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3.2 Preparo de solucoes

Para iniciar o preparo das solucbes padrées foi necessario
primeiramente secar 0s sais dos analitos de interesse. O processo de
calcinagao consistia em levar uma determinada massa dos sais dos analitos na
estufa com temperatura de 120° C durante 2 horas. Posteriormente, esses sais
eram conservados em dessecado até o preparo das solugoes.

As solugdes padrdes dos anions, com concentragdo de 4000 mg L™,
foram preparadas semanalmente pesando uma determinada massa do seu sal
que era diluida com agua deionizada (Milipore-Mili-Q), com resistividade igual a
18 MQcm™". Sendo posteriormente filtrada em membrana de PTFE de 0,45 pm
de porosidade e conservada a temperatura de -4° C. A solug&o padrdo mistura
de 200 mg L' foi preparada diariamente a partir das solugbes padrdes
individuais dos anions.

As solugbes dos RPI utilizadas para compor a FM foram preparadas a
partir do reagente solido, sendo posteriormente filtradas a vacuo (Sistema de
filtragem holders Millipore) em membrana de PTFE de 0,45 um de porosidade.
Essas solucdes foram preservadas sob refrigeracao (4 °C) e utilizadas por até
dois dias.

As solucdes tampao fosfato utilizadas para compor a FM foram obtidas
através da mistura conveniente das solucées de monohidrogenofosfato (0,05
mol L") e dihidrogenofosfato (0,05 mol L") de potassio conforme o pH

desejado.
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3.3 Amostragem

A metodologia adotada foi baseada em manuais técnicos de coleta de
amostras de agua das seguintes instituicdes: Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (CETESB), Companhia de Gestdo dos Recursos
Hidricos (COGERH) e no Servico Geoldgico do Brasil.

3.3.1 Desenvolvimento do coletor

Para realizar a coleta das amostras de agua foi desenvolvido um
coletor pelo proprio grupo de pesquisa, NUPIS (Nucleo de instrumentagédo e
separagdes analiticas). Ele foi construido utilizando uma estrutura metalica
retangular na qual em seu centro foi afixada a garrafa de polietileno. Este
mecanismo permitiu facilmente a troca das garrafas para coletas de diferentes
amostras. As garrafas usadas para coleta foram previamente limpas em
laboratério. Na FIGURA 2 tem-se a foto do coletor.

FIGURA 2: Foto do coletor desenvolvido pelo NUPIS para coleta de agua do Rio
Paraibuna, Juiz de Fora, MG.
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3.3.2 Coleta das amostras

As amostras de agua do Rio Paraibuna (Juiz de Fora, MG) foram
recolhidas no dia 18 de setembro de 2011 entre 07:00 e 09:30 h. As amostras
de agua superficial foram coletadas em 10 pontos do Rio Paraibuna ao longo
da avenida Brasil. A escolha dos pontos de coleta foi feita de maneira que
englobasse a drea mais urbanizada e a de maior trafego de veiculo da avenida.
A identificacdo dos locais foi feita por meio de fotografias e descricdo de
coordenadas geograficas dos mesmos. As fotos de dois locais de coletas estao
apresentadas na FIGURA 3.

FIGURA 3: Fotos dos locais de coleta: Ponto de coleta 10 (a esquerda) e Ponto de
coleta 9 (a direita).

Para executar a coleta, o coletor foi langado, a partir das pontes, até o
leito do rio utilizando uma corda. A agua superficial foi recolhida diretamente na
garrafa de polietileno, que apoés o seu enchimento total foi icada até a ponte. A
garrafa foi tampada, identificada e retirada do coletor, sendo posteriormente

armazenada em uma caixa. Para cada local de coleta, uma nova garrafa foi

17



Amostragem

fixada no coletor. Ao final da coleta todas as amostras foram transportadas

para o laboratorio NUPIS, onde foram guardadas sobre refrigeracéo.

Na TABELA 4, encontram-se a identificacdo numérica das pontes de

onde ocorreu a coleta junto com as coordenadas geograficas dos pontos de

amostragens e os horarios de recolhimentos das amostras. Na FIGURA 4 ha

um mapa com os locais das amostragens.

TABELA 4: Coordenadas geograficas dos locais de coleta junto com os
horarios das amostragens.

Pontos Cruzame nI:OoSnéZSS avenidas Coordenadas Geogréficas Ho(rhé;rio
1 Acesso Norte/Honério Brito S 21°71'80.8" N 43°40'60.8" 07:15
2 Brasil/Proximo a rodoviaria S 21°273'86.3" N43°37'15.7" 07:34
3 Brasil/Rui Barbosa S21274'38.7" N 43°36'34.4" 07:52
4 Brasil/José Eutrépio S21274'38.7" N 43°36'54.4" 07:57
5 Brasil/Rio Branco S21°74'52,9" N43°35'36.9" 08:15
6 Brasil/Marechal Setembrino  S21°274'88.9" N43°35'21.1" 08:25
7 Brasil/Benjamin Constant S21275'38.4" N43°34'66.3" 08:36
8 Brasil/Halfeld S21°975'96.6" N43°34'25.0" 09:02
9 Brasil/Carlos Otto S21°76'14.5" N43°33'88.0" 09:11
10 Brasil/Nelson Silva S$21276'17.5" N 43°33'76.2" 09:20
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FIGURA 4: Mapas dos locais de coleta da cidade de Juiz de Fora. Fonte: GOOGLE
MAPAS.

3.4 Preparo das amostras

Depois de coletadas, as amostras foram conservadas sobre
refrigeracdo a 4° C, seguindo o procedimento descrito na literatura (CUNHA e
MACHADO, 2003; MANAHAN, 2004). Posteriormente essas amostras
passaram pelo processo de filtragem.

Na primeira etapa elas foram filtradas utilizando um filtro de papel para
retirar o material particulado em suspensdo. Na segunda etapa, o liquido
resultante do primeiro processo foi novamente filtrado usando um filtro de
membrana de PTFE de 0,45 um de porosidade.
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Em seguida, as amostras foram conservadas sobre refrigeracdo a -20°
C até o momento da analise. Cabe ressaltar que as amostras foram injetadas
diretamente no cromatégrafo sem sofrer qualquer diluico.

3.5 Medicao do pH e da condutividade das amostras de agua do rio

Para cada amostra coletada foi medido o pH usando um potenciémetro
da Digimed DM 20 com eletrodo de vidro (Metrohm) combinado com eletrodo
de referéncia de Ag/AgClsay calibrado com solu¢des tampdo Merck de pH 4,01
e pH 7,00. Além do pH, também foi medida a condutividade das amostras
utilizando um condutivimetro da Digimed DM 31 com uma célula de
condutividade. A calibracao foi feita com solugdo padrao de cloreto de potassio
da Digimed.
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3.6 Otimizacao da analise por CLAE

O desenvolvimento do método por CLAEPI foi realizado em um
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC Agilent 1100 Series), equipado
com o software Agilent Chemistation LC Systems, empregando uma coluna de
fase reversa C18 ZORBAX ODS (150 mm, 4,6 mm de D.l. e particulas de
5um), um injetor manual com alga de amostragem de 20 pL e um detector UV-
VIS de multiplos comprimentos de ondas (MWD).

Conforme ja citado anteriormente no item 1.4, os parametros a serem
otimizados na CLAEPI sdo: a composicado da FM, o tipo de RPI, a
concentracdo do RPlI na FM e o pH da FM. Dessa maneira, todas essas
variaveis foram estudadas e avaliadas ao longo da execucéao do trabalho.

Os RPI selecionados para os estudos, bem com as composi¢coes
iniciais da FM utilizadas no desenvolvimento do método foram baseados nos
seguintes artigos da literatura: PAPP et al., 1988; GONZALEZ et al., 1994; JUN
et al.,, 1996; BUTT et al., 2001; ZUO et al., 2003; ZUO et al., 2006.

3.6.1 Composicao da fase movel

A FM utilizada na CLAEPI depende do tipo de modificacdo empregada
na FE e consequentemente do RPI que é utilizado. Se o RPI usado promover a
modificagdo dindmica da FE, a FM empregada devera ser composta por agua e
solvente orgénico (MeOH ou ACN), sendo que o mais utilizado é o MeOH, pois
os RPI sdo mais solluveis na mistura agua/MeOH que na mistura agua/ACN
(COLLINS et al.,2006; LANGAS, 2009).

Se o RPI usado promover a modificagdo permanente da FE, a FM
utilizada sera composta por uma solugéo salina e um solvente organico. Sendo
que a solugao salina mais amplamente utilizada é a de biftalato de potassio. O
Emprego do ion biftalato na FM provocara uma competicdo entre este ion e o

analito, pelo contra-ion do RPI, que esta imobilizado na coluna, no processo de
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troca-ibnica. Os solventes organicos estudados para compor a FM foram:
MeOH, ACN e THF.

Devido ao lento equilibrio que ocorre entre 0 RPI e a FE da coluna, é
recomendado que a eluicdo dos analitos seja realizada em condigdes
isocraticas (HARRIS et al, 2008).

Durante o desenvolvimento do método, o fluxo da FM também foi
estudado, pois o emprego de um alto fluxo pode prejudicar a separagédo, uma
vez que o analito ird passar pela coluna rapidamente, ndo tendo tempo
suficiente de atingir o equilibrio para a formagéo do par idnico.

3.6.1.1 Reagentes de pareamento ionico estudados para compor a
fase movel

Conforme mencionado no item 1.4, o RPI utilizado para compor a FM
pode modificar a superficie da FE da coluna de maneira dindmica ou
permanente. Neste trabalho, foram estudados dois reagentes que promovem a
modificacdo dinadmica (TEABr e TBABr) e dois que realizavam a modificacao
permanente (CPC e CTAB). A principal diferenca entre os reagentes estudados
€ o carater hidrofobico da cadeia carbénica de cada um deles. Dessa forma,
quanto maior for a cadeia carbbnica do RPl maior sera o seu carater
hidrofébico. Nas FIGURAS 5 e 6 estédo representadas as férmulas estruturais

dos reagentes estudados.
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N \/\ ~
N+ \_TK/\
TEABr TBABr

FIGURA 5: Formulas estruturais dos RPI que promovem a modificacdo dindmica da
FE: brometo de tetraetilamonio (TEABr) e o brometo de tetrabutilamonio (TBABT).

cr

CPC

CTAB

FIGURA 6: Formulas estruturais dos RPI que promovem a modificacdo permanente da
FE : cloreto de cetilpiridina (CPC) e o brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB).
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3.6.1.2 Concentracao do reagente de pareamento i6nico na fase
movel

E importante estudar a concentracdo do RPI na FM, pois tanto na
modificagdo dindmica e como na permanente € possivel variar o processo de
retencédo do analito por CLAEPI mudando a concentragdo do RPI. De maneira
geral, a adsor¢cédo do RPI pela FE aumenta com o aumento da concentragdo do
reagente na FM até atingir um limite.

Como neste trabalho foram estudados quatro RPI com carater
hidrofébico diferente, foi necessério ajustar a concentracdo de cada um destes
reagentes de maneira a alcancar condicao de separacao semelhante. Quanto
maior for o carater hidrofébico do reagente menor deveria ser a sua
concentracao na FM, pois este reagente seria facilmente retido na superficie da
FR e promoveria a retengdo do analito. Enquanto que um reagente com carater
hidrofébico menor necessitaria de uma concentracdo maior para promover a
mesma separacao, pois devido a esse baixo carater, o reagente teria menor
taxa de retencao na FE.

Logo, € necessério aumentar a concentragdao do RPI de menor carater
hidrofébico para promover o mesmo nivel de saturacdo alcancado pelo RPI
com carater hidrofébico maior (SNYDER et al.,1997). Deve-se encontrar a
condicdo de equilibrio entre a concentracdo de RPI, conforme o seu carater
hidrofébico para promover a separagao desejada dos analitos.

A retengdo do analito na coluna ocorre principalmente devido ao
processo de troca ibnica, sendo assim, a concentracdo do RPI ndo pode ser
muito alta na FM. Pois havera aumento na concentragdo do ion proveniente do
sal do RPI e este competird com o analito pelo contra-ion do RPI.
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3.6.1.3 pH da fase mével

Na CLAEPI, os métodos sdo desenvolvidos para separar e quantificar
espécies ionizaveis, portanto o pH da FM tem suma importancia nesse
processo. O pH empregado na FM deve ser aquele que favoreca o analito estar
na forma i6nica (LANGCAS, 2009).

E sabido que um aumento no pH da FM implica em um aumento da
ionizacao dos acidos fracos e uma diminuicdo da ionizagao das bases fracas
(SNYDER et al.,.1997). Como os anions objetos desse estudo provém de
acidos fortes (cloreto, nitrato e sulfato) e fracos (nitrito e sulfito), deve-se
proceder de maneira a aumentar o pH da FM. Além de favorecer a ionizagao
dos &cidos fracos, de acordo com ZUO (2003), o aumento do pH também é util
na separacao de sulfito e sulfato. Outra condi¢do limitante é o intervalo de pH
de aplicagcdo da coluna cromatografica. Os limites de pH da coluna utilizada
neste trabalho foram 2,00 a 8,00.

A faixa de pH estudada variou entre 6,50 e 7,90 e as substancias
utilizadas para realizar o ajuste de pH foram: trietanolamina, tamp&o fosfato e

tris (hidroximetil) aminometano.

3.6.2 Selecao do comprimento de onda (A) para analise

Em uma andlise deve-se buscar um comprimento de onda no qual seja
obtido um aumento da intensidade do sinal dos analitos, porque assim a
sensibilidade do método é melhorada, bem com seus limites de deteccéo e
quantificacdo. Dos ions analisados por este trabalho, trés deles (cloreto, sulfato
e sulfito) ndo absorvem na regiao do ultravioleta, por isso, sua deteccao foi feita
de maneira indireta. Nesse tipo de detecgao, é utilizada uma FM que tenha alta
absortividade, pois quando o analito alcanga o detector, o sinal referente a fase
mével ira diminuir, resultando em um pico negativo e dessa forma o analito

sera detectado.
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A solugdo padrdo mistura dos anions (Mix) foi analisada em diversos
comprimentos de ondas. O comprimento de onda escolhido para analise foi
aquele que proporcionou, uma maior area dos picos dos analitos, menor
interferéncia e menor ruido da linha de base.

Cabe salientar que como foram estudados quatro RPI diferentes cada
um deles possui um comprimento de onda de maxima absor¢cdo. Sendo assim
para cada RPI usado por este trabalho, foram estudadas faixas diferentes de
comprimento de onda. A faixa de comprimento de onda estudada variou de 210
a 265 nm.

3.7 Pré-tratamento da coluna cromatografica para imobilizacao do
reagente de pareamento idnico com modificacao permanente da fase
estacionaria

O RPI que modifica a FE de maneira permanente altera a superficie da
FE da coluna, sendo assim, € necessario imobilizar este reagente na coluna
antes da analise. O procedimento adotado para imobilizagcao neste trabalho foi
o descrito por ZUO (2003) e consiste das seguintes etapas:
e Primeira etapa: Limpeza da coluna
Essa limpeza foi feita utilizando ACN com um fluxo de 1,0 mL min”
durante 90 minutos.
e Segunda etapa: Processo de imobilizagdo do RPI
Apoés a limpeza, a coluna foi eluida com uma FM composta por solugéo
do RPI/ACN (93:7) com um fluxo de 0,5 mL min"' durante 3 horas para
promover a imobilizagdo do RPI.

26



Otimizagéo da analise por CLAE

3.8 Curva analitica

Para construir a curva analitica foram injetadas as solucbes padrao
mistura dos anions na faixa de concentragéo de 2,00 a 20,00 mg L™ diluidos a
partir de uma solucdo padrdo mistura intermediaria com concentragdao de
200,00 mg L. No preparo da curva analitica, foram utilizados os niveis de
concentracao dentro da faixa de linearidade do método e faixa estimada para
os niveis de concentracdo dos analitos na amostra.

A FIGURA 7 apresenta um fluxograma de preparagdo das solugdes

utilizadas para construgao da curva analitica.
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Solugéo estoque

Solugao estoque

Solugao estoque

Solugao estoque

de cloreto de nitrito de nitrato de sulfato
(4000 mg L™) (4000 mg L™ (4000 mg L™ (4000 mg L")
Filtro de PTFE Filtro de PTFE Filtro de PTFE Filtro de PTFE
0,45 pm 0,45 pm 0,45 pm 0,45 pm
Aliquota Aliquota Aliquota Aliquota
(500 pL) (500 L) (500 pL) (500 uL)
A
» Solugao estoque padrao mistura dos anions (Mix) |«
200,0 mg L™ (Volume final 10 mL)
[ | | [
Aliquota Aliquota Aliquota Aliquota Aliquota
(20 uL) (60 L) (100 pL) (150 pL) (200 L)
Baldo 2 mL Baldo 2 mL Baldo 2 mL Baldo 2 mL Baldo 2 mL
(FM) (FM) (FM) (FM) (FM)
20mglL’ 6,0mg L’ 10,0 mg L™ 15,0 mg L™ 20,0mg L’

FIGURA 7: Fluxograma de preparacao das solugcdes padrao mistura dos anions (Mix)
para a curva analitica.
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3.9 Avaliacao do Método

Para avaliar o método otimizado foi feita a analise de alguns
parametros, dentre eles: linearidade, limites de deteccdo e quantificacao,
recuperacao da amostra fortificada, analise do material de referéncia certificado
e precisao intermediaria. Todos esses estudos foram realizados com réplicas

auténticas.

3.9.1 Estudo da linearidade do método

A avaliagao da linearidade do método foi feita pela analise da variancia,
pela analise dos residuos e pela analise do coeficiente de correlagdo da curva.
Essa avaliacdo € necesséria, pois a andlise apenas do coeficiente de
correlacao da reta nao é indicativo seguro do ajuste linear do modelo. Segundo
RIBANI (2004), um coeficiente de correlacdo maior que 0,999 € considerado
somente como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para linha de regressao
e ndo uma certeza. Dessa maneira, é necessario realizar outras analises.

Para realizacdo da analise da variancia, os procedimentos experimentais

foram feitos com repeticdes auténticas, de forma aleatéria.

3.9.2 Limites de deteccao e quantificacao do método

O limite de deteccao (LD) € a menor quantidade de analito que pode
ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um
determinado procedimento experimental (RIBANI et al., 2004; HARRIS, 2005).

O limite de quantificagao (LQ) é a menor concentracdo do analito que pode ser
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determinada com um nivel aceitavel de precisdo (INMETRO, 2003; RIBANI et
al., 2004).

O LD e o LQ podem ser calculados de diferentes maneiras. Para o
método desenvolvido por este trabalho foi utilizada a relagdo sinal-ruido. Para
determinar a relacdo sinal-ruido, é feita a comparacado entre a medicdo dos
sinais de amostras em baixas concentragdes conhecidas do composto de
interesse na matriz ou um branco (matriz isenta do composto de interesse)
desta amostra (RIBANI et al.,2004).

A relagéo sinal-ruido é indicativo da probabilidade que um determinado
pico, em uma linha base ruidosa, represente o sinal do analito. Esta relacao é
estimada utilizando as medi¢cbes da altura do pico em relacdo ao ruido da linha
base (GROB e BARRY,2004).

Para encontrar a relagdo sinal-ruido foi usada uma solucdo padrao
mistura com baixa concentracdo conhecida dos compostos de interesse. Com
a andlise desta solucédo, foi determinado o desvio padrao do ruido referente a
resposta do detector em unidade de area (mUA"s).

Para calcular os limites de deteccao e quantificacdo foram utilizadas as

seguintes equagoes:

3 x desvio padrdo (EQUACAO 1)
LD=
Coeficiente angular
10 x desvio padréo (EQUACAO 2)
LQ=

Coeficiente angular
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3.9.3 Estudo de recuperacao da amostra fortificada

A andlise da amostra fortificada é feita para avaliar a exatidao e a
precisdo do método. Para analisar esses parametros € determinada a
recuperacdo dos analitos adicionados a amostra. Os intervalos aceitaveis de
recuperacao para analise de residuos geralmente estao entre 70 e 120%, com
precisdo de até + 20% (RIBANI et al., 2004).

Para efetuar o estudo de recuperagao primeiro foi realizada a analise
de uma amostra de agua do Rio Paraibuna. Estimadas as concentragdes dos
ions, uma aliquota dessa amostra foi fortificada da seguinte maneira: uma
aliquota de 80 pL da solugdo padrao mistura contendo cloreto (CI7), nitrato
(NO3") e sulfato (SO4*7) com concentragdo de 200 mg L™ foi adicionada a 1,00
mL da amostra de 4gua do Rio Paraibuna e posteriormente, o volume foi
completado para 2,00 mL com &gua deionizada. A fortificacdo da amostra foi
realizada em nivel de concentracdo de 10 mg L. Tanto a andlise da amostra
de agua de rio quanto a amostra fortificada foram realizadas em triplicata na
condig&o otimizada para analise.

3.9.4 Analise do material de referéncia certificado

A avaliacdo da exatiddao do método otimizado por este trabalho foi feito
por meio da andlise do material de referéncia certificado (MRC). Foi adquirida
pelo NUPIS uma amostra certificada de agua de chuva (major elements in rain
water-high contents) BCR-151 da European Commission (Institute for
Reference Materials and Measurements) para fazer essa determinacao. Cabe
salientar que essa amostra de MRC apresenta um nivel de concentracdo dos
anions de interesse menor que o nivel de concentracdo encontrado nas
amostras de agua de rio. Para avaliar a presenga de interferentes na amostra

sobre a separacéo dos analitos foi utilizada a amostra fortificada.
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A amostra MRC de agua de chuva possuia trés dos cinco anions
estudados, sendo eles: cloreto, nitrato e sulfato. Segundo o certificado de
analise, as concentracbes destes ions e 0s seus respectivos intervalos de
confianca s&o: (4,00 + 0,07 mg L") para cloreto, (4,84 + 0,06 mg L") para
nitrato e (5,10 + 0,07 mg L") para sulfato. A amostra certificada foi injetada
diretamente, sem sofrer diluicdo, em triplicata na condigédo final estabelecida

para analise dos anions.

3.9.5 Precisao intermediaria do método

A precisédo intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma
amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no
mesmo laboratério ou em laboratérios diferentes, mas definido exatamente
quais as condigbes a variar (uma ou mais) tais como: diferentes analistas,
diferentes equipamentos ou diferentes dias (INMETRO, 2003). O objetivo de
validar a precisao intermediaria € verificar que no mesmo laboratério o método
fornecera resultados semelhantes (RIBANI et al., 2004).

Para determinar a precisdo intermediaria do método desenvolvido por
este trabalho foi usado uma solug¢ao padrao mistura com concentragéo de 10,0
mg L que foi injetada, na condic&o final de andlise dos anions, em diferentes
dias. Baseado na trombeta de Horwitz o desvio padréo relativo aceito para o
nivel de concentracdo (mg L") estudado neste trabalho é de 20% (HORWITZ,
1982; HARRIS, 2008).
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4, Resultados e Discussoes

Para melhor compressao desta secao ela foi dividida em duas partes:
desenvolvimento do método e andlise das amostras. Na primeira parte, sdo
descritos todos os estudos realizados com os diferentes RPI testados (TEABT,
TBABr, CPC e CTAB). Nesta etapa, para cada RPI estudado, foram testados
e avaliados os seguintes parametros: concentragcdao do RPI, percentual de
solvente organico e pH da FM. Na segunda parte, sdo discutidos os

resultados das amostras obtidos com o método otimizado por este trabalho.

4.1 Estudos realizados com os reagentes de pareamento idnico com
modificacdo dinamica da fase estacionaria

4.1.1 Brometo de Tetraetilaménio (TEABr)

4.1.1.1 Estudo da composicao da fase movel sem ajuste de pH

Conforme foi relatado no item 3.6.1, na CLAEPI a FM é composta por
uma solucdo aquosa do RPI e um solvente orgéanico, dessa forma, iniciou-se
o estudo com esse reagente variando a concentragdo do TEABr na FM. De
acordo com o que foi relatado no item 3.6.1.2, é importante estudar a
concentracao do RPI na FM, pois é possivel variar o processo de retencao do
analito na FE. Assim, foram testadas trés concentracées de TEABr (1,00; 10,0
e 100,0 mmol L), sendo que para cada uma delas, a proporcdo de solvente
organico e o fluxo da FM foram variados. O solvente organico utilizado foi o

MeOH e sua proporcao na FM variou de 0 a 10% (v/v).
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Para cada nova composicao de FM foi realizada a injecao da solucéo
padrdo mistura dos anions (Mix) de concentracdo de 500 pmol L. A
identificacao dos picos obtidos com a injegcao do Mix foi realizada por meio de
comparagdo com o0s cromatogramas obtidos com a injecdo das solugdes
individuais dos ions ha mesma composi¢ao de FM.

Os testes realizados utilizando a solugéo de 1,00 mmol L™ de TEABr
nao foram capazes de promover a separacao dos anions estudados, pois 0s
compostos eluiam rapidamente. Pela andlise do cromatograma gerado por
esse experimento, que esta apresentado na FIGURA 8, foi observado que os
ions nitrito (NO") e nitrato (NO3’) coeluiam no pico indicado pelo nimero 4 e
que o ion cloreto (CI') eluia no pico negativo indicado pelo numero 3. Além
disso, foi percebido que em todas as condicbes estudadas havia a coeluicao
dos fons sulfato (SO4%) e sulfito (SOs*) com os sinais referentes ao solvente,
agua deionizada, utilizada no preparo das solucées que sao representados no

cromatograma pelo pico numero 1.
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FIGURA 8: Cromatograma obtido para a solugdo padrdo mistura dos anions (500
pmol L). Fase mével composta por uma solugdo de 1,00 mmol L' de TEABr/MeOH
(92:8 v/v), fluxo de 0,50 mL min™'. Detecgdo em: 220 nm. Ordem de eluigao: 1-H,O ,
2-H,0, S04, SO,%, 3-CI', 4-NO,,NO; .Coluna de RP C18 ZORBAX ODS (150,0 mm
x 4,6 mm, 5 um); coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6 mm, 5 pm).
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Sabendo que, dentre os RPI estudados, o TEABr possui o menor
carater hidrofdbico, isto é, ndo é tdo fortemente retido pela FE da coluna,
optou-se por aumentar sua concentracdo na FM a fim de observar uma
melhora na separagéo dos ions. Por isso, uma solugdo com concentracéo de
10,0 mmol L™ de TEABr foi estudada.

Com a solucdo de 10,0 mmol L de TEABr foi alcancada a separacéo
entre os ions NO2 e NO3  ,porém, ocorreu a coeluicdo entre os anions CI,
S04% e SOs* e os picos referentes & 4gua deionizada. Observou-se também
que o0 aumento da propor¢cdo de MeOH na FM resultou na diminuicdo do
tempo de retengdo do NOs; e NO,. O cromatograma obtido para esta
concentracao de TEABr é mostrado na FIGURA 9.
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FIGURA 9: Cromatograma obtido para a solugdo padrao mistura dos anions (500
pmol L"). Fase mével composta por uma solucdo de 10,0 mmol L' de TEABr/ MeOH
(90:10 v/v), fluxo de 0,50 mL min™ . Deteccdo em: 220 nm. Ordem de eluicdo: 1-H,O,
2-H,0, CI, SO5*, SO, 3-NO,, 4-NO5. Coluna de RP C18 ZORBAX ODS (150,0
mm x 4,6 mm, 5 um); coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6 mm, 5 um).

Segundo LANCAS (2007), o aumento na concentragdo do RPIl na FM
resulta em um aumento no tempo de retencdo do analito. Para aumentar o
tempo de retencdo dos fons SO42 e SOs;? que eluiam no inicio do
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cromatograma, foi estudada uma solugao de TEABr com concentracao de 100
mmol L.
Os experimentos realizados com a solucdo de TEABr com

concentragdo de 100,0 mmol L' também nao foram eficientes na separacéo

dos analitos, ja que os fons CI", SO,* e SOs* continuaram a coeluir com os
picos referente a 4gua deionizada . Além disso, essa concentragdo provocou
a coeluicao entre o ion NO3 e NO>, que haviam sido separados utilizando a
solugdo de TEABr com concentragéo de 10,0 mmol L.

A diminuigdo da resolugdo dos picos de interesse, provocada pelo
aumento excessivo da concentracao do TEABr, é provavelmente explicada,
pelo aumento na concentragdo do ion brometo, que constitui o sal do RPI. O
processo de retengdo na CLAEPI é governado principalmente pela troca
ibnica, dessa maneira, possivelmente o excesso do ion brometo na FM
impossibilitou a competicdo do analito pelo RPI (SNYDER et al,1997). Na

FIGURA 10, é apresentado o cromatograma obtido por este experimento.
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FIGURA 10: Cromatograma obtido para a solugdo padrao mistura dos anions (500
pmol L™"). Fase mével composta por uma solugéo de 10,0 mmol L' de TEABr/MeOH
(96:4 v/v), fluxo de 0,50 mL min™ . Detecgdo em: 220 nm. Ordem de eluigéo: 1-H,O,
2-H,0, CI', SO5*, SO,%, 3-NO,’, NO;". Coluna de RP C18 ZORBAX ODS (150,0 mm x
4,6 mm, 5 um); coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6 mm, 5 um).
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Em paralelo com os experimentos realizados, para determinar a
concentragdo de TEABr que deveria compor a FM, também foi examinado o
fluxo . A faixa de fluxo estudado variou de 0,50 a 1,00 mL min™.

Por meio dos inumeros testes que foram feitos variando o fluxo, foi
observado que o seu aumento provocou a coeluicdo entre os ions NOj3 e
NO,". Além disso, € possivel que este aumento no fluxo tenha prejudicado a
formacao do par i6nico entre o RPI e o analito. Pois, o alto fluxo passou a
carregar mais rapidamente o RPI pela coluna, dificultando assim sua fixagéo
na FE. Dessa maneira, o melhor fluxo para andlise foi 0 0,50 mL min™".

O estudo do comprimento de onda para deteccao foi realizado variando
o A de 210 a 235 nm. Em método cromatografico com detecgao na regido do
ultravioleta-visivel é importante buscar comprimento de onda em que se tenha
um aumento significativo do sinal dos analitos, pois, assim, a sensibilidade do
método € melhorada. No caso desse reagente, o comprimento de onda no
qual era obtida a maior intensidade dos sinais dos ions € menor ruido da linha
de base foi em 220 nm.

Observou-se que, promovendo apenas a variacdo da concentracao
TEABr na FM, nao foi possivel separar os analitos de interesse. Sabendo que
o pH da FM é muito importante para a separacao na CLAEPI, foi efetuado um
estudo no qual foram variados, ao mesmo tempo, a concentragdo do RPl e o
pH. Os resultados obtidos com esse experimento serao discutidos no proximo
item.

41.1.2 Estudo da composicao da fase movel com ajuste de pH

Iniciou-se este estudo testando trés concentragdes diferentes de
TEABr (1,00; 5,00 e 10,0 mmol L"), sendo que o pH de cada solugdo
estudada foi ajustado para o valor de 7,50. Nesta etapa, dois reagentes
quimicos (trietanolamina e o tampao fosfato) foram utilizados para realizar o
ajuste de pH da solucdo de TEABr. Este ajuste de pH foi feito usando um

pequeno incremento do reagente quimico até alcancgar o pH desejado.
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O solvente orgéanico usado para compor a FM foi o MeOH e sua
proporgao variou de 0 a 10% (v/v). O melhor fluxo de analise foi o de 0,50 mL
min™.

Apesar da variagao simultdnea do pH e da concentracao do RPI na
FM, nao foi possivel, utilizando o TEABr, encontrar uma condicdo que
separasse os analitos.

RPI com contra-ion pequeno, como é o caso do TEABr, sdo indicados
para separagao de compostos que tém pequenas diferengas na sua estrutura
molecular (LANCAS, 2009). Porém este fato ndo foi observado na separagao
entre NOg'e NO2 ou SO, e SOs2. Isto pode ser explicado baseado no baixo
carater hidrofébico do TEABT.

E provavel que devido a esse baixo carater, o TEABr apresente
menor retencao na FE, ndo havendo tempo suficiente para atingir o equilibrio
para formacado do par i6bnico com os analitos e promover a retencdo dos
mesmos.

Por isso, foi necessério realizar outro estudo utilizando um RPI com
um carater hidrofébico maior do que o TEABr, para assim aumentar a
retencdo dos analitos. Portanto, com esta finalidade foram realizados
experimentos empregando o TBABTr.
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4.1.2 Brometo de Tetrabutilamonio (TBABr)

4.1.2.1 Estudo da composicao da fase movel sem ajuste do pH

O TBABr € um reagente de modificagdo dindmica da FE que possui
um carater hidrofébico maior que o TEABr. Portanto, conforme foi relatado no
item 3.6.1.2, quanto maior o carater hidrofébico menor deve ser a
concentracdo do RPI na FM, dessa forma, foram testadas as seguintes
concentragdes: 0,50; 1,00 e 1,25 mmol L. O solvente organico usado para
compor a FM, junto com TBABr, foi 0 MeOH e sua proporgao variou de 9 a
14% (V/v).

Para cada concentragdo de TBABr empregada foi encontrada uma
condicao na qual era possivel separar os anions estudados. Portanto, para
determinar qual seria a concentracao de TBABr adequada para constituir a
FM, foi analisado o fator de retencdo (K) para cada analito. Este fator é
determinado pela razdo entre a quantidade das moléculas que ficam retidas
na FE e as que percorrem a FM (SKOOG et al.,2009). O fator de retencao (K)
foi calculado de acordo com a equacéo 3.

Os valores de K calculados para cada concentracao de TBABr testada
sédo apresentados na TABELA 5, sendo que os espacos nao preenchidos na
tabela sdo aqueles nos quais a propor¢cao de MeOH na FM nao foi suficiente
para separar 0s cinco analitos ou nos quais ha um decréscimo muito grande

de resolucao entre os picos do NOz'e NO,'.

tempo de retencédo do analito (EQUACAO 3)
tempo de retencao do pico adjacente
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A condicao que apresentou os maiores valores de fator retencao para
os ions ocorreu quando a FM era constituida pela mistura da solugdo de
TBABr com concentracdo de 1,25 mmol L' e MeOH na proporgdo 89:11
respectivamente (TABELA 5). O cromatograma obtido com esta condigéo de
analise € mostrado na FIGURA 11.

TABELA 5: Fator de retengdo obtido para eluicdo com FM composta pela
mistura de diferentes concentracées de TBABr e MeOH.

Composigao da FM Fator de retencao (K)

Analito
(TBABr/MeOH) 0,50 mmol L' 1,00 mmolL" 1,25 mmol L™
Cloreto (89,5:10,5) - 1,605 -
(89:11) 1,351 1,408 1,716
(88:12) 1,141 1,167 1,373
(87:13) - - 1,144
(86:14) . . 0,961
Nitrito (89,5:10,5) - 1,827 -
(89:11) 1,531 1,610 1,911
(88:12) 1,291 1,333 1,543
(87:13) - - 1,291
(86:14) . . 1,085
Nitrato (89,5:10,5) - 2,045 -
(89:11) 1,661 1,798 2,119
(88:12) 1,422 1,478 1,692
(87:13) ; ; 1,409
(86:14) - - 1,177
Sulfito (89,5:10,5) . 2,196 .
(89:11) 1,800 1,973 2,272
(88:12) 1,611 1,695 1,907
(87:13) i i 1,655
(86:14) - - 1,430
Sulfato (89,5:10,5) - 2,537 -
(89:11) 2,340 2,308 2,566
(88:12) 2,039 1,992 2,187
(87:13) - - 1,916
(86:14) . . 1,680

- = Valores ndo calculados.
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FIGURA 11: Cromatograma obtido para a solugdo padrdao mistura dos anions (500
pmol L™). Fase mével composta por uma solugdo de 1,25 mmol L' de TBABr/MeOH
(89:11 v/v), fluxo de 1,00 mL min™' . Deteccdo em: 214 nm. Ordem de eluicéo: 1-H,0,
2-Cl, 3-NO,', 4-NOy, 5-S05%, 6-SO,*. Coluna de RP C18 ZORBAX ODS (150,0 mm
x 4,6 mm, 5 um); coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6 mm, 5 pm).

O fluxo influenciou pouco na separacao dos analitos e por este motivo
0 seu aumento gerou apenas diminuicdo no tempo de retencdo. Logo, o
melhor fluxo para analise foi obtido com 1,00 mL min™.

O estudo do comprimento de onda para detecgao foi realizado
variando o A de 214 a 254 nm. No caso do TBABr, o comprimento de onda no
qual era obtida a maior intensidade dos sinais dos ions foi em 214 nm.

Determinada a concentragéao de TBABr que foi utilizada para constituir
a FM, o pH da solugdo passou a ser avaliado, uma vez que esta variavel
influencia na separacéo.
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4.1.2.2 Estudo da composicao da fase movel com ajuste de pH

Segundo a literatura, o intervalo de pH recomendado para analise de
compostos derivados de acidos deve estar de 6,50 a 7,50. Nesta faixa de pH,
forma-se o par ibnico com ions de &cidos fortes ou fracos, enquanto o
tamponamento reprime a ionizagdo da bases fracas (COLLINS et al.,2006;
LANCAS, 2009). Para realizar o ajuste do pH da solugdo de 1,25 mmol L
TBABr, foram utilizados os seguintes reagentes: a trietanolamina e uma
solucdo de monohidrogenofosfato de potassio (0,10 mol L™). Pequenos
incrementos destes reagentes foram adicionados a solucdo de TBABr até
atingir o pH desejado. Lembrando que o valor de pH medido da solugéo de
TBABr antes de realizar o ajuste de pH foi de 5,80. Os experimentos
realizados usando a trietanolamina ndo foram satisfatérios, pois, como pode
ser observado na FIGURA 12, ndo era possivel separar os anions, uma vez
que houve coeluicao dos analitos no inicio do cromatograma. Para todos os
valores de pH testados, utilizando a trietanolamina, o perfil cromatografico
obtido foram parecidos com o da FIGURA 12.
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FIGURA 12: Cromatograma obtido para a solugdo padrao mistura dos anions (500
pumol L7). Fase mével composta por uma solucdo de 1,25 mmol L' de TBABr
(pH=7,53) (ajustado com trietanolamina)/MeOH (91:9 v/v), fluxo de 1,00 mL min™.
Deteccdao em: 214 nm. Coluna de RP C18 ZORBAX ODS (150,0 mm x 4,6 mm,
5um); coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6 mm, 5um).
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No estudo realizado utilizando a solugdo de monohidrogenofosfato de
potassio (0,10 mol L"), para ajustar o pH da solugéo de TBAB, foi observado
que também nado houve favorecimento na separagdo dos analitos. Por meio
da andlise do cromatograma da FIGURA 13, foi constatado que havia
coeluicdo entre os fons SO,* e SOs* e que o fon CI também coeluia com o
pico referente a agua deionizada utilizada no preparo das solugoes.
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FIGURA 13: Cromatograma obtido para a solugdo padrdao mistura dos anions (500
pmol L™). Fase mével composta por uma solugéo de 1,25 mmol L™ de TBABr (pH =
7,53) (ajustado com a solucdo de monohidrogenofosfato de potassio)/MeOH (95:5
v/v), fluxo de 1,00 mL min™" . Detecgdo em: 214 nm. Ordem de eluicdo: 1-H,0O, CI, 2-
NO,, 3-NOs, 4-SOs*, SO4*. Coluna RP C18 ZORBAX ODS (150,0 x 4,6 mm, 5um);
coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6 mm, S5um).

Uma dificuldade enfrentada ao usar o sal de fosfato para ajustar o pH
foi o fato de sua solubilidade diminuir a medida que a proporcao de solvente
organico aumentava na FM. Essa diminuicao na solubilidade do sal provocou
precipitacdo do mesmo dentro do sistema cromatografico, acarretando em
aumento de pressao, o que poderia ter causado danos irreversiveis a coluna.

Observou-se com esse estudo que o ajuste de pH da FM prejudicou a
separacao, pois em alguns casos nao foi possivel separar os ions de

interesse e em outros houve coeluicdo entre alguns analitos. A perda de
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resolucdo na separacdo, provocada pelo ajuste de pH pode ser explicada
baseado-se no fato de que, em valores altos de pH o ion OH’, presente no
meio, ira competir com o analito pelo contra-ion do TBABr (TBA") retido na FE
da coluna. Dessa forma, ocorre diminuicdo na retencéo do analito pelo contra-
ion do RPI. Logo, ficou estabelecido que, ao utilizar o TBABr, ndo era

conveniente ajustar o pH.

41.2.3 Solventes organicos empregados para compor a fase mével
em conjunto com a solugédo de TBABr de 1,25 mmo L

Para avaliar a qualidade dos dados obtidos com a FM constituida de
uma solugéo de 1,25 mmol L' de TBABr e MeOH na proporgao 89:11, foram
analisados alguns parametros cromatograficos, entre eles: fator de simetria
(A), que pode apresentar valores entre 0,90 e 1,30 (SNYDER et al.,1997);
resolucéo (R) dos picos maior que 1,25, devendo-se evitar valores abaixo de
1,00 (COLLINS et al.,2006) e fator de separacao (a) que deve ser o maior
valor possivel.

O fator de separacéo (a) é calculado pela razdo entre os respectivos
fatores de retencdo que, por sua vez, sdo relacionados aos tempos de

retencao ajustados de acordo com a equacgao 4 (COLLINS et al.,2006):

Ko tr'z (EQUACAO 4)

K1 tl”1

a: Fator de separacao
K1 e Kz: Fator de retengao
tr’y e tr's: Tempo de retencao ajustado

A resolucédo entre os picos dos compostos foi calculada de acordo

com a equagao 5:
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(2,35/2)(tro-tra) (EQUAGAO 5)
W1/2a + W1/2b

R=

tra e trp: tempos de retencdo dos compostos adjacentes
W 120 € W 1/2: largura do pico a meia altura dos picos adjacentes

Pela analise dos pardmetros cromatograficos que estdo expressos na
TABELA 6, obtidos nessa condigdo de FM, foi observado que alguns desses
parametros ndo estavam em concordancia com os limites aceitaveis, sendo
assim, outros solventes organicos foram avaliados com o intuito de melhorar
estes parametros. Dessa forma, foram testados a ACN e o THF para compor
a FM. Ao utilizar o THF, nao foi possivel encontrar uma condicdo na qual

fosse possivel separar os anions.

TABELA 6: Parametros cromatograficos obtidos para analise da mistura
padrdo dos anions (500 umol L") no HPLC, eluido na coluna RP C18
ZORBAX, fase movel composta por solugdo 1,25 mmol L™ de TBABr/MeOH
(89:11), fluxo 1,00 mL min"" e comprimento de onda de deteccdo 214 nm.

Simetria Resolugao F.deretencdo F. de separagao

Analito

(A) (R) (K) (a)
Cloreto 0,943 0,568 1,719 1,092
Nitrito 0,841 1,555 1,911 1,113
Nitrato 0,586 0,940 2,119 1,036
Sulfito 0,769 2,010 2,272 1,072
Sulfato 0,757 1,111 2,566 1,041

No estudo realizado com ACN, foi utilizada uma propor¢do menor
deste solvente na FM em comparagcao com a propor¢cdao de MeOH. Esta
diminuicdo foi necessaria para evitar o risco de precipitacdo do RPI no
sistema cromatogréfico, uma vez que o RPI é menos soluvel em ACN. Por

meio da andlise dos cromatogramas gerados por este experimento foi
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observado que houve perda de eficiéncia uma vez que o0s picos se
apresentavam largos.

Como a utilizacdo da ACN para compor a FM nao foi satisfatéria,
avangou-se o estudo utilizando uma mistura de MeOH e ACN. A somatéria da
proporcao dos dois solventes organicos na FM foi mantida constante em 11%
e a melhor condicdo de separagao foi obtida com 10% de MeOH e 1% de
ACN. Na TABELA 7, sao apresentados 0s parametros cromatograficos
obtidos com essa condicao de FM.

Porém, ao analisar os parametros obtidos com essa condicado, foi
constatado que nao houve melhora significativa nos valores dessas variaveis

se comparados aos obtidos com a utilizacao de apenas 11% de MeOH.

TABELA 7: Parametros cromatograficos obtidos para analise da mistura
padrdo dos anions (500 pmol L) no HPLC, eluido na coluna RP C18
ZORBAX, fase mével composta por solugdo 1,25 mmol L' de
TBABr/MeOH/ACN (89:10:1), fluxo 1,00 mL min™" e comprimento de onda de
deteccdo 214 nm.

Simetria Resolucdo F. deretencdo F. de separacao

Analito
(A) (R) (K) (@)
Cloreto 0,800 - 1,214 1,115
Nitrito 0,870 1,224 1,385 1,141
Nitrato 0,844 1,153 1,532 1,107
Sulfito 0,707 1,247 1,709 1,115
Sulfato 0,552 1,356 2,000 1,043

Dentre todas as condicbes estudadas com o TBABr o melhor
resultado foi alcangado com 11% de MeOH, apesar de alguns parametros
cromatograficos ndo estarem em concordancia com os limites recomendaveis.

Desta maneira, a melhor condicdo de analise obtida utilizando esse
RPI foi com FM constituida por uma solucdo de 1,25 mmol L™ de TBABr e
MeOH, na propor¢do de 89:11 (v/v). Vale ressaltar que nao foi necessério
ajustar o pH. Uma dificuldade enfrentada no trabalho com o TBABr foi que, ao
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longo do desenvolvimento do método, esta condicdo mostrou-se pouco
reprodutivel em relagdo ao tempo de retencéo dos analitos.

Encontrada a melhor condicdo de eluicdo dos anions com TBABt, foi
necessario analisar uma amostra de agua do Rio Paraibuna para verificar a
influéncia de matriz. Uma vez que os resultados obtidos foram alcangados
utilizando a solugdo padrao mistura dos ions. Apos a injecao desta amostra,
foi observado que, na condicdo de andlise estabelecida, o método nao
apresentou sensibilidade suficiente para detectar os analitos, uma vez que o
nivel de concentracao era baixo.

Este fato pode ser atribuido a baixa absortividade da FM empregada na
regiao do UV. Possivelmente, para aumentar a sensibilidade do método por
deteccéao indireta, seria preciso utilizar um RPI com maior absortividade, o que
resultaria em uma maior absorcdo de radiacdo pela FM. Dessa maneira,
optou-se por testar um RPI que modificasse a superficie da FE de maneira

permanente.
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4.2 Estudos realizados com os reagentes de pareamento idnico com

modificacdo permanente da fase estacionaria

4.2.1 Estudo preliminar com o cloreto de cetilpiridina (CPC)

Como a aplicacao desse reagente ja foi descrita na literatura para
analise de ions em amostras de vinho e agua de chuva (JUN et al., 1996;
ZUO et al, 2003), nao foi realizado nenhum estudo relacionado com a
concentracdo de RPI que deveria ser imobilizada na coluna ou qual deveria
ser a melhor concentracdo de biftalato de potassio utilizado na FM para
eluicdo dos ions. Foi apenas reproduzida a condicdo de andlise descrita por
ZUO (2003). O objetivo de trabalhar com esse reagente foi adquirir
experiéncia para propor a aplicacdo de outro reagente que pudesse ser
utilizado para realizar a mesma separacao feita com o CPC.

A solugao de 1,00 mmol L™ de CPC foi imobilizada na coluna C18 de
acordo com o procedimento descrito no item 3.7. Foi empregada como FM
uma solucdo de 0,50 mmol L' de biftalato de potassio, cujo pH foi ajustado
para o valor de 7,80 com trietanolamina e MeOH na proporgao de 97:3 (v/v),
fluxo de 1,00 mL min~', comprimento de onda de deteccdo em 265 nm. Na
FIGURA 14, é apresentado o cromatograma obtido para analise da solugao
padrdo mistura dos anions, com a condicdo fornecida acima. Neste
cromatograma, € possivel observar que a resolucdo entre os picos €
satisfatéria, mas os picos referentes a NOs, SO e SO, apresentam
larguras de bases maiores, menor eficiéncia, se comparados aos picos
referente a ClI" e NO,". Além disso, é possivel perceber que apesar de todos
0s anions estarem na mesma concentracdo, o NOs e o SOs* tem a menor
sensibilidade.
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FIGURA 14: Cromatograma obtido para a solugdo padrao mistura dos anions (500
umol L"). Fase mével composta por uma solugdo de 0,50 mmol L de biftalato de
potassio (pH = 7,80) (ajustado com trietanolamina)/MeOH (97:3 v/v), fluxo de 1,00
mL min™. Detecgdo em: 265 nm. Coluna RP C18 ZORBAX ODS (150,0 mm x 4,6
mm, 5um) imobilizada com CPC ; coluna de guarda ZORBAX ODS (12,5 mm x 4,6
mm, 5um).

O CPC é um reagente de modificagdo permanente muito utilizado na
literatura, por isso, a proposta desse trabalho foi empregar o CTAB, que
possui um carater hidrofébico tao alto quanto o CPC para realizar a mesma
separacao dos anions de interesse.
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4.2.2 Brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB)

4.2.2.1 Estudo da concentracao de CTAB imobilizada na fase
estacionaria de coluna

Inicialmente foram propostas trés concentracbes de solucbes de
CTAB (0,25; 0,50 e 1,00 mmol L") para realizar a imobilizagao do reagente na
coluna C18. A imobilizac&o foi feita de acordo com o procedimento descrito no
item 3.7.

Para determinar qual concentracdo de CTAB forneceria a cobertura
da FE mais adequada para a separagado dos anions foi empregada a mesma
composicao de FM para eluicdo dos analitos, apds a imobilizacdo do CTAB,
em todas as concentragdes testadas. Posteriormente, foi realizada a
comparagao entre cromatogramas gerados.

A FM usada foi uma solucdo de 0,50 mmol L™ de biftalato de potassio
e MeOH na proporcao de 97:3 (v/v), sendo que o pH da solugcao de biftalato
foi ajustado para o valor de 7,80, empregando a trietanolamina ou tris
(hidroximetil) aminometano. Na FIGURA 15, sdo apresentados os trés
cromatogramas obtidos com as colunas imobilizadas com as solu¢des de
CTAB.
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FIGURA 15: Cromatogramas obtidos para a solugdo padrdo mistura dos anions (500 umol LY).
Fase mével composta por uma solugdo de 0,50 mmol L de biftalato de potassio (pH =
7,80)/MeOH (97:3 v/v), fluxo de 0,70 mL min". Deteccdo em: 235 nm. Coluna de RP C18
ZORBAX ODS (150,0 mm x 4,6 mm, 5um) (A)-Imobilizada com solugdo de 0,25 mmol L™ de
CTAB; (B)-Imobilizada com de solugao 0,50 mmol L™ de CTAB; (C)-Imobilizada com solugéo
1,00 mmol L' de CTAB.
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Pelo exame dos cromatogramas mostrados na FIGURA 15, foi
observado que o aumento na concentragcado da solugdo de CTAB, empregada
para imobilizacdo na coluna, provocou perda de eficiéncia e de resolucao na
separacao. Provavelmente, essa piora na separacao pode ter sido causada
pela formacao de micelas (concentracdo micelar critica do CTAB é igual a
0,90 mmol L) no interior da coluna cromatogréfica, impossibilitando assim a
formacao do par iénico (HARRIS, 2008).

Sendo assim, é possivel afirmar que, dentre as condicbes estudadas,
a melhor separacao dos ions foi obtida com a imobilizacdo empregando a
solucdo de 0,25 mmol L' de CTAB.

4.2.2.2 Estudo da composicao da fase mével empregada para a
eluicdo dos anions na coluna C18 imobilizada com 0,25 mmol L de
CTAB

Segundo JUN (1996) é importante estudar a concentragcao da solucao
salina empregada para constituir a FM, pois ela vai influenciar diretamente no
tempo de retencao dos analitos. Portanto, foram propostas trés concentracoes
diferentes de biftalato de potassio (0,25; 0,50 e 1,00 mmol L) empregada na
eluicdo dos anions. Na separacdo, também foi utilizado o MeOH, sendo que
sua proporcao na FM variou de 0 a 10% (v/v). Cabe salientar que a proporcao
de MeOH na FM nédo podia ser muito alta, pois havia o risco de ocorrer a
remocao do CTAB que estava imobilizado na FE da coluna.

O pH da FM foi uma variavel que também foi estudada. Por isso,
foram utilizados dois reagentes, para ajustar o pH da solugéo de biftalato de
potassio: a trietanolamina e o tris (hidroximetil) aminometano. Os valores de
pH testados foram 7,80 e 7,90, pois, nessa faixa de pH haveria o
favorecimento da formagédo do par i6nico do RPI com os anions oriundos de
acido fraco e &cido forte (COLLINS et al, 2006).

Entre as concentragcbes de biftalato de potassio testadas foi possivel

encontrar uma condicado para separacao dos analitos utilizando as solugdes
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com concentracdo de 0,25 e 0,50 mmol L. Por meio da comparacdo dos
cromatogramas obtidos com o emprego dessas solugdes, apresentado na
FIGURA 16, foi percebido que o aumento da concentracdo do biftalato de
potassio diminuiu o tempo de retencdo dos analitos. Além disso, o
cromatograma da solugdo de concentragdo de 0,25 mmol L™ apresentou uma
separacdo pouco eficiente, j4 que os picos referente a SOsz> e SO4* se
mostram largos. Sendo assim, entre as concentragdes estudadas, a mais

adequada para a separagao dos analitos foi a de 0,50 mmol L.

Em relagdo ao pH da FM, ficou estabelecido que o tris (hidroximetil)
aminometano foi o melhor reagente para ajustar o pH, pois os cromatogramas
obtidos utilizando a trietanolamina mostrava que havia coeluicdo entre os
picos referentes & 4gua deionizada e aos ions Cl" e SO4%. O melhor valor de
pH foi 0 7,90, pois favorecia ainda mais a formagao do par i6nico. Além disso,
esse valor de pH contribuia para a formacao de um tampao.

53



Resultados e Discussoes

O_
=)
<<
E
©-100
(&)
c
«
2
o
38-200
<
(A)
-300 - . - . - . . . .
0 2 4 6 8 10
Tempo (min)
—_~~ 0_
=)
<
E
©
‘o -1004
C
<«
2
o
3
<€ -200
-300 ; . . . . . ,
0 2 4 6 8 10
Tempo (min)

FIGURA 16: Cromatogramas obtidos para a solucdo padrao mistura dos anions (500
pmol L).(A) Fase mével composta por uma solucéo de 0,25 mmol L™ de biftalato de
potassio pH = 7,90 (ajustado com Tris)/MeOH (95:5 v/v); (B) Fase moével composta
por uma solugéo de 0,50 mmol L de biftalato de potassio pH= 7,90 (ajustado com
Tris)/MeOH (95:5 v/v). Fluxo de 0,7 mL min™. Deteccdo em: 235 nm. Coluna de RP
C18 ZORBAX ODS (150,0 mm x 4,6 mm, 5um) imobilizada com a solugdo de CTAB
(0,25 mmol L).
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Com os resultados apresentados acima ficou estabelecido que a
melhor condicdo de eluicdo dos anions foi alcangada quando a FM era
composta por uma solucéo de 0,50 mmol L de biftalato de potassio/ MeOH
na proporcdo de 95:5 (v/v), com pH igual a 7,90, ajustado com tris
(hidroximetil) aminometano. A melhor condicao de fluxo para analise foi de 0,7
mL min” e o comprimento de onda de méxima deteccdo para os analitos foi
em 235 nm. Na FIGURA 17, é apresentado o cromatograma obtido nesta

condigéo.
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FIGURA 17: Cromatograma obtido para a solugao padrdao mistura dos anions (10,0
mg L"). Fase mével composta por uma solugdo de 0,50 mmol L de biftalato de
potassio pH = 7,90 (ajustado com Tris)/MeOH (95:5 v/v), fluxo de 0,70 mL min™ .
Deteccdo em: 235 nm. Coluna de RP C18 ZORBAX (150,0 mm x 4,6 mm, 5um)
imobilizada com a solugdo de CTAB (0,25 mmol L™).
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4.2.3 Comparacao entre as melhores condicoes de separacao obtida
para os reagentes CPC e CTAB

Para definir qual reagente de modificacdo permanente da FE seria
empregado para quantificar os anions, foram realizadas andlises de uma
amostra de agua do Rio Paraibuna (amostra coletada no ponto 1). A injecao
dessa amostra foi realizada na melhor condicdo de analise obtida para cada
um dos reagentes.

Esta comparacdao se fez necessaria, pois, pela analise dos
cromatogramas obtidos com a imobilizacdo do CPC e do CTAB na FE, foi
observado que os picos dos analitos apresentam uma resolugdo maior
quando o CPC foi utilizado (FIGURA 14). Mas o CPC mostrou-se pouco
sensivel aos analitos presentes na amostra analisada, como pode ser
comprovado através da comparacao dos cromatogramas da FIGURA 18, pois,
com o CPC, os sinais dos analitos ndo foram tao intensos (FIGURA 18A).

Apesar da separacdo dos pares (cloreto/nitrito; sulfito/sulfato),
utilizando o CTAB esta pouco resolvida (FIGURA 17) em relacdo ao CPC, na
andlise da amostra a sensibilidade foi melhor com o CTAB (FIGURA 18B).
Portanto, a melhor condicdo de analise obtida para o reagente CTAB foi

escolhida para realizar a analise dos ions em amostra de 4gua de rio.
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FIGURA 18: Cromatogramas obtidos para a amostra de agua do Rio Paraibuna
analisadas por CLAEPI apds imobilizacdo do reagente de pareamento ibnico com
modificagdo permanente da fase estacionaria da coluna C18 com a solugdo 1,0
mmol L' de CPC (A) e com a solugéo 0,25 mmol L™ de CTAB (B).
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4.3 Condicao de analise otimizada por CLAE

A condicao final utilizada para andlise dos anions por CLAE foi:

1) Coluna: Fase reversa C18 Zorbax ODS (150 mm, 4,6 mm de D.l. e
particular de 5um), imobilizacao com solucao de CTAB (0,25 mmol
L), descrito no item 4.2.2.1

2) Fase moével: 0,50 mmol L™ de biftalato de potassio pH = 7,90
ajustado com tris (hidroximetil) aminometano / metanol (95:5 v/v)

3) Fluxo da fase mével: 0,70 mL min™

4) Deteccéo indireta: 235 nm

5) Tempo de analise: 6 minutos

Na FIGURA 19 é apresentado o cromatograma obtido para analise da
solucao padrao mistura dos anions na condicao acima descrita.
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FIGURA 19: Cromatograma obtido para a solucao padrao mistura dos anions (10 mg
L"). Fase mével composta por uma solucdo de 0,50 mmol L™ de biftalato de potassio
(pH = 7,90)/MeOH (95:5 v/v), fluxo de 0,70 mL min™ . Detecgéo em: 235 nm. Coluna
de RP C18 ZORBAX ODS (150,0 mm x 4,6 mm, 5um) imobilizada com a solugao de
CTAB (0,25 mmol L™).
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4.4 Avaliacao do Método

4.4.1 Curva Analitica

A curva analitica foi construida para todos os analitos, com excecao do
sulfito, pois, geralmente em ambiente aquoso este ion é facilmente oxidado a
sulfato. Além disso, esse projeto ndo tinha por objetivo quantificar o sulfito,
mais sim encontrar uma condicdo cromatografica na qual ele esteja bem
separado do sulfato.

Na FIGURA 20 sdo apresentadas as curvas analiticas dos anions
obtidas em triplicatas, junto com as respectivas equacdes da reta. As curvas
foram geradas utilizando as condi¢cdes cromatograficas descrita no item 4.3.
Pela andlise das respectivas equacdes das curvas analiticas foi observado
que a curva do cloreto apresentou o maior coeficiente linear. Isto ocorreu
possivelmente devido a contaminagdo do branco da curva (ponto 1) por
cloreto.

Na FIGURA 21, sdo apresentados os cromatogramas dos seis niveis
de concentracdo da curva analitica sobrepostos de maneira quase perfeita,
evidenciando a boa repetitividade do tempo de retencao dos analitos. Além
disso, essa sobreposicao indica que o aumento na concentragdo dos analitos
nao interferiou na separacao dos ions.

Para avaliar a linearidade da curva analitica, um dos parametros que
pode ser considerado é o coeficiente de correlacdo (R). Segundo RIBANI
(2004), um coeficiente de correlagdo maior que 0,999 € considerado somente
como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para linha de regressdo. A
ANVISA recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e o INMETRO,
um valor acima de 0,90 (RIBANI et al.,2004).

Os valores de coeficientes de correlagdo das curvas analiticas
variaram de 0,996 (CI) a 0,997 (NO2,NOs e SO,?). Dessa forma, é possivel
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concluir que existe evidéncia de que as curvas analiticas séo lineares na faixa

de concentracao estudada.
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FIGURA 20: Curvas analiticas (n = 3) no intervalo de linearidade: 0,00 (branco); 2,00;
6,00; 10,00; 15,00 e 20,00 mg L. Obtidas por CLAE com pareamento iénico. Coluna
C18 imobilizada com CTAB. Fase mével composta por uma solucdo de 0,50 mmol L™
de biftalato de potassio (pH = 7,90)/ MeOH (95:5), fluxo de 0,70 mL min” e deteccéo
em 235 nm.
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FIGURA 21: Cromatogramas sobrepostos da curva analiticas obtidos na
condicao descrita no item 4.3.

4.4.1.1 Analise de Variancia

A andlise da variancia € o melhor método para o exame dos residuos,
que é de fundamental importancia para avaliar a qualidade do ajuste de
qualquer método (NETO, 2007).

Para realizar a andlise da variancia do modelo, é necessario calcular
as seguintes médias quadraticas: modelo (MQg), residual (MQ,), falta de
ajuste (MQxg) e erro puro (MQep). As equacgbes para calcular essas médias
estao apresentadas na TABELA 8.

Cabe ressaltar que todos os procedimentos experimentais foram
realizados com repeticées auténticas e de forma aleatéria.
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TABELA 8: Tabela de andlise da variancia para o ajuste do modelo pelo
método dos minimos quadrados.

Fonte Soma Quadratica G.L. Média Quadratica

2
Modelo SQreg = Zni [(Ye)i - Ym] p'1 MQreg = SQreg / (p'1)
: 2
Residual SQr =3 3 [yi— (ye)l n-p MQ: = SQ;/ (n-p)
Falta de ajuste  SQiq = Y Ni [(Ye)i — Yim] m-p MQ¥sj = SQxq / (M-p)
Erro Puro SQep =3 ¥ (Vi — Yim)* n-m MQep = SQep / (N-m)
2
Total SQi=3 3 (Yj—Ym) n-1
n;= numero de repeti¢des no nivel i (nj=3), m= namero de niveis distintos da variavel x(m=6), n=Yn;=
numero total de medidas (n = 18), p = nUmero de par@metros do modelo (p = 2). O indice i indica o nivel
da variavel x; o indice j refere-se as medidas repetidas da variavel y em um dado nivel de x. O segundo
somatorio das expressdes para SQreg, SQep € SQ; vai de j = /até j = n;. Os outros somatérios vao de i = /

até i= m. ym é a média de todos os valores de y; yim € a média das determinagdes repetidas no nivel i. O
termo SQ significa soma quadratica e MQ significa média quadratica.

Para que um modelo linear esteja bem ajustado sua média
quadratica, devido a falta de ajuste, deve refletir apenas os erros aleatérios.
Como a média quadratica devido ao erro puro também € uma estimativa dos
erros aleatérios, nesse caso, tanto MQy,; quanto MQg,, estariam estimando a
mesma grandeza, a variancia populacional. Dessa maneira, € de se esperar
que os valores numéricos dessas médias nao sejam significativamente
diferentes (PIMENTEL e NETO, 1995).

Portanto, a razdo MQ/MQe, € comparada com o ponto da
distribuicdo F correspondentes aos mesmos numeros de graus de liberdade,
no nivel de confianga escolhido. Ou seja, a razdo MQy,/MQgp deve ser menor
que o valor de Fysjvep tabelado para que o modelo seja considerado ajustado
(PIMENTEL e NETO, 1995).

A avaliagdo das curvas analiticas de todos os anions estudados,
através da analise da varidncia, mostrou que nao houve falta de ajuste do
modelo, ou seja, elas apresentaram linearidade satisfatéria. Uma vez que os
valores de F calculados para as curvas analiticas apresentadas na FIGURA
20, foram menores que o F,12) tabelado a um nivel de 95% de confianca. Na
TABELA 9 sdo mostrados os resultados obtidos.
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TABELA 9: Valores de F calculado e tabelado para analise da variancia para

cada analito a um nivel de 95% de confianca.

Resultados e Discussoes

Analito Valor de F calculado Valor de F4 12 tabelado
Cloreto 3,22 3,26
Nitrito 0,65 3,26
Nitrato 0,81 3,26
Sulfato 3,24 3,26

4.4.1.2 Analise dos Residuos

Além de realizar a andlise da variancia, € necessario examinar
cuidadosamente os residuos deixados pelo modelo. Em um modelo bem
ajustado, esses residuos devem dar a impressao de terem sido produzidos

por uma distribuicdo normal e aleatéria, indicando que sua variancia é

constante (PIMENTEL e NETO, 1995).

Os graficos dos residuos obtidos estdo dispostos na FIGURA 22.
Como a curva analitica foi realizada em triplicata, no grafico encontram-se os
valores dos residuos obtidos para as trés injecdes em cada nivel de

concentracao.

Pela analise dos graficos obtidos para cada curva analitica, concluiu-

se que os residuos estao distribuidos de forma aleatoriamente.
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FIGURA 22: Graficos de analise de residuos para as curvas analiticas dos

anions.

4.4.2 Limites de deteccao e quantificacao do método

Os valores dos limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ) do

método foram calculados de acordo com o procedimento descrito no item

3.9.2. Os valores encontrados sao apresentados na TABELA 10. Por meio da

comparacao dos resultados encontrados para o LD do método (TABELA 10)

com os valores estabelecidos, pela legislacao brasileira para anions (TABELA

11), é possivel concluir que todos os valores do LD do método estao abaixo

do limite estabelecido para agua potavel.
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TABE1LA 10: Limites de deteccédo e quantificacdo do método, expresso em
mg L.

Analito LD (mg L)) LQ (mg L)
Cloreto 0,08 0,27
Nitrito 0,14 0,47
Nitrato 0,12 0,40
Sulfato 0,11 0,35

LD = limite de detecgao do método
LQ = limite de quantificagdo do método

TABELA 11: Padrao de aceitacdo dos ions para agua potavel.

lons VPM (mg L™
Cloreto 250
Nitrato 10
Nitrito 1
Sulfato 250

Fonte: Ministério da Saude, portaria N° 518
VPM- Valor maximo permitido

4.4.3 Estudo de recuperacao da amostra fortificada

A amostra de agua do Rio Paraibuna foi fortificada de acordo com o
procedimento descrito no item 3.9.3. Esta fortificagéo foi realizada em nivel de
10 mg L. Foi escolhida essa concentracdo para realizar a fortificacdo porque
era o valor estimado de concentragdao de ions que se esperava encontrar na
amostra.

A amostra fortificada foi analisada na condicdo estabelecida para
andlise (item 4.3). Os resultados obtidos para amostra fortificada encontram-
se na TABELA 12.
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TABELA 12: Percentuais de recuperagcao médios e desvio padrdao (n = 3)
obtidos para amostra fortificada com 10 mg L™ de cloreto, nitrato e sulfato.

Concentragao + DP

Analito (mg L) Recuperacao + DP (%) DPR (%)
Cloreto 10,2 £ 0,05 101,4 £ 0,5 0,5
Nitrato 7,80,1¢ 93,3+24 3.0
Sulfato 11,2+ 0,24 95,9+2, 3,1

DP= Desvio padrao
DPR= Desvio padrao relativo

Os percentuais de recuperacao variaram entre 93 + 2 a 101,4 £ 0,5%
e estdo em concordancia com os limites aceitos para este nivel de
concentracado (70 a 120%). Os desvios padrao relativos dos analitos foram
menor que 3,2%.

4.4.4 Analise do material de referéncia certificado.

Os resultados obtidos para a analise do material de referéncia
certificado de agua de chuva (major elements in rain water-high contents
BCR-151 do European commission) e 0s seus respectivos valores certificados
séo apresentados na TABELA 13.

Com o intuito de estabelecer se os valores encontrados pelo método
sdo comparaveis aos valores determinados pelo laudo de andlise da amostra
de referéncia, foi realizado o teste t para cada analito. Os valores calculados
para o teste t e o valor tabelado, para um nivel de 95% de confianga, sao
apresentados na TABELA 14.

Pela andlise dos valores apresentados na TABELA 14, é possivel
concluir que eles sdo comparaveis, uma vez que o t calculado foi menor que o

t tabelado.
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TABELA 13: Valores das concentracdes médias (n = 3) dos analitos (mg L™)
determinados na amostra do material de referéncia certificada de agua de
chuva (major elements in rain water-high contents BCR-151 do European
commission).

Val. Certificado + Valores obtidos

Analito DP (mg L™ Concentracdo + DP DPR ER
(mg L™ (%) (%)
Cloreto 4,00 £ 0,07 4,06 £0,11 2,8 1,4
Nitrato 4,84 + 0,06 4,82 + 0,044 0,85 -0,34
Sulfato 5,10 £ 0,07 4,77 £ 0,114 2,4 -4 .3

DP= Desvio padrao
DPR= Desvio padrao relativo
ER= Erro relativo

TABELA 14: Valores do teste t encontrado pelo método desenvolvido por
este trabalho e o t tabelado para um nivel de 95% (n = 3).

Analito t calculado t tabelado
Cloreto 0,8508 4,303
Nitrato 0,7019 4,303
Sulfato 3,2873 4,303

4.4.5 Precisao intermediaria do método

A precisdao intermedidria do método foi obtida através do
procedimento descrito no item 3.9.5. Os valores encontrados para os desvios
padrao relativos dos diferentes dias de injecdo sado apresentados na TABELA
15.
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TABELA 15: Desvio padrédo relativo encontrado para a solugdo padréo
mistura (n = 5) em diferentes dias de injecoes.

Analito DPR(%)

1¢ Dia 2° Dia 32 Dia
Cloreto 5,02 3,79 4,07
Nitrito 3,94 4,54 4,22
Nitrato 6,39 4,81 1,79
Sulfato 4,46 1,90 6,98

DPR= Desvio padrao relativo

Os valores encontrados para a precisao intermediaria de cada analito
estao todos abaixo do limite aceitavel (20%) para esse nivel de concentracao,

ou seja, mostram-se satisfatério.
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4.5 Analise das amostras.

As amostras coletadas em dez pontos distintos do leito do Rio
Paraibuna foram tratadas de acordo com a condicao apresentada no item 3.4,
sendo posteriormente analisadas conforme a condi¢do estabelecida no item
4.3. Os resultados obtidos para andlise dos anions e os valores medidos de
pH e de condutividade de cada amostra, sdo apresentados na TABELA 16.

Os cromatogramas obtidos para analise das amostras dos pontos de
coleta 1 e 10 e o cromatograma da solucao padrao mistura dos anions sao
mostrados na FIGURA 23.
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TABELA 16: Concentracdo média (+ desvio padrdo) de cloreto, nitrato e sulfato nas amostras de agua do Rio Paraibuna, Juiz de
Fora, MG, coletadas em setembro de 2011.

Amostra oH Co&dsuz\r/ﬁe)ld e floreto -1Nitrato -1Sulfato

mg L DPR mg L DPR mg L DPR
1 6,38 16,90 4,62 £ 0,04 0,8 <LQ - 9,33+0,19 1,9
2 6,50 17,10 6,13+0,13 2,08 0,43 £ 0,02 5,1, 8,80 + 0,36 4,06
3 6,74 16,75 6,96 + 0,34 4,85 0,49 +0,02 4,94 10,13+ 0,75 7,35
4 6,83 16,45 6,78 £ 0,24 3,5 <LQ - 10,52 + 0,51 4,8,
5 6,88 16,15 7,36 £0,17 2,24 <LQ - 10,12 + 0,34 3,36
6 6,77 16,35 7,48 £ 0,05 0,64 <LQ - 9,94 + 0,18 1,85
7 6,77 15,65 7,41 £0,04 0,5s <LQ - 9,56 + 0,25 2,5;
8 6,55 15,52 7,51+ 0,03 0,36 <LQ - 9,45+ 0,05 0,5
9 6,68 15,35 8,81 + 0,01 0,16 <LQ - 9,60 + 0,04 0,35
10 6,80 15,30 9,45 +0,10 1,0g <LQ - 10,61 + 0,38 3,15

LQ= Limite de Quantificagcdo
- = Valor néo calculado
Observagao: Nao foi detectado nitrito em nenhuma das amostras de aguas do Rio Paraibuna coletadas
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FIGURA 23: Cromatogramas obtidos (A) solucido padrao mistura dos anions de 10,0
mg L7,(B) amostra da ponte das avenidas Acesso Norte/ Honério Brito (ponto 1), (C)
amostra da ponte das avenidas Brasil/Nelson Silva (ponto 10). Fase mével composta
por uma solugdo de 0,50 mmol L de biftalato de potassio (pH = 7,90)/MeOH (95:5
v/v), fluxo de 0,70 mL min . Detecgcdo em: 235 nm. Coluna de RP C18 ZORBAX ODS
(150,0 mm x 4,6 mm, 5um) imobilizada com solugdo CTAB (0,25 mmol L™).
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A realizacdo da medida de pH em aguas naturais é importante, pois
pode influenciar diretamente sobre a fisiologia das diversas espécies. Além
disso, o pH pode ter efeito indireto na precipitacdo e dissolu¢do de nutrientes
e/ou substancias téxicas (CETESB,2011). Devido a importancia deste
parametro a legislacdo brasileira estabelece um intervalo de pH para diversas
classes de aguas naturais. A portaria do Ministério da Saude n°® 518 estabelece
que o pH é um parametro considerado padrao de potabilidade para agua de
abastecimento publico, onde agua com pH situado entre 6,50 a 8,50 sao
considerados aceitaveis.

Os valores de pH obtidos em todos os pontos de amostragem indicam
que a agua do Rio Paraibuna esta quase prdéxima a neutralidade, encontrando-
se dentro da faixa aceitavel estabelecida pela portaria do Ministério da Saude.
Apenas a amostra coletada no ponto 1 (ponte localizada no encontro das ruas
Acesso Norte com Hondério Brito) apresentou pH abaixo de 6,50.

A condutividade elétrica € uma expressao numérica da capacidade de
uma solugdo aquosa em conduzir corrente elétrica. Geralmente, a medida de
condutividade pode, de uma maneira indireta, fornecer a concentracdo de
poluentes na &gua, sendo que niveis superiores a 100 pScm™” sdo
considerados ambientes contaminados. Porém essa medida ndo confere
nenhuma indicagdo das quantidades relativas dos varios componentes
(CETESB, 2011).

As medidas de condutividade realizadas nas amostras de agua do Rio
Paraibuna (minimo: 15,3 e méaximo: 17,1 uScm) estdo abaixo do limite
estabelecido para ambiente contaminado.

Os valores de condutividade medidos nas amostras estavam abaixo
dos valores relatados na literatura para agua dos seguintes rios, da regiao
sudeste do Brasil, localizados no estado de Sdo Paulo: Sorocaba (30 pScm™)
(SARDINHA et al., 2008), Embu Guagu (35 pScm™) (RITCHER, 2004), Paraiba
do sul (31 pScm™) e Mogi Mirim (192 pScm™) (CETESB, 2010).

Na andlise quimica das amostras o nivel de concentracdo meédio obtido
para cloreto variou de 4,62 a 9,45 mg L. Estes valores sdo comparaveis aos
resultados relatados pela CETESB (2010), para o cloreto, em diferentes rios do
estado de S&o Paulo: Guaratingueta (1,46 a 7,80 mg L"), Paraiba do Sul (1,50
a8,80 mg L"), Jaguari (4,10210,0mg L") e Una (1,85a8,40 mgL™).
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Existem relatos na literatura nos quais sdo encontrados valores de
concentracdo média para o CI' superior aos obtidos para amostras do Rio
Paraibuna. No Brasil uma pesquisa desenvolvida no nordeste brasileiro por
CARNEIRO (2002), registrou niveis médios de CI no intervalo de 92,60 a
273,60 mg L' na agua do Acude Atalho, localizado no estado do Ceara, no
municipio de Brejo Santo. Em Sao Paulo, no rio Embu Mirim foi relato niveis
que variavam de 16,18 a 23,00 mg L' (RITCHER, 2004).

Uma pesquisa realizada na Grécia para avaliar a qualidade da agua
potavel, em diferentes partes do pais, registrou a seguinte faixa de
concentragdo para Cl: 75,4 a 171,9 mg L™ , sendo portanto mais elevada que
os niveis determinados nas amostras do Rio Paraibuna (KARAVOLTSOS et al.,
2008).

A presenca de CI" em alta concentragdo em cursos d’agua pode indicar
contaminacgdo por esgoto doméstico, uma vez que o ser humano elimina pela
urina cerca de 6 gramas de CI por dia (APHA,1998). Em varios pontos do leito
do Rio Paraibuna é possivel observar o langamento de esgoto sem tratamento,
diretamente em seu leito. Segundo dados divulgados na imprensa local do total
de esgoto produzido na cidade de Juiz de Fora, no ano de 2009, apenas 9,76
% foi tratado nas duas estagdes de tratamento de esgoto (ACESSO.COM,
2011).

Os niveis de concentracdo média obtidos para nitrato variaram de 0,43
a 0,49 mg L. Estes valores estdo em concordancias com a concentracdo
média relatada pela CETESB (2010), no seu relatério de Qualidade de aguas
do estado de Sao Paulo, para os seguintes rios: Sapucai Guacu (0,44 mg L),
Paraiba do sul (0,49 mg L"), Riberao agua branca (0,41 mg L"), Sao Francisco
(0,46 mg L") e Pardo (0,49 mg L™).

Os valores determinados para NO3™ (minimo: 0,43 e maximo: 0,49 mg
L") nas &guas do Rio Paraibuna sdo menores que a concentracdo média
encontrada para este ion nos seguintes rios situados no Japao: Uji (1,40 mg L
"), Katsura (4,20 mg L), Kizu (2,20 mg L") e Kamo (2,00 mg L") (AOKI et al.,
1995).

Um estudo na Venezuela apresentou valores mais elevados de

concentragdo média de NOs™ (Pompery: 5,60 mg L™ e Viateca: 2,90 mg L") em
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agua subterrdnea, se comparados com os Vvalores registrados no Rio
Paraibuna (MORALES et al., 2000).

Na Republica Tcheca uma pesquisa realizada na regidao de Hraced
Kralove (LEGNEROVA, et al., 2002), para 4gua superficial, mostrou valores,
variando de 0,70 a 12,34 mg L', sendo portanto mais elevados que os
encontrados nas amostras de agua de Juiz de Fora.

O ion nitrito ndo foi detectado em nenhuma das amostras coletadas,
isso pode ter ocorrido possivelmente devido ao fato deste anion ser muito
instavel em solugao aquosa e ser facilmente oxidado a nitrato.

A faixa de concentracdo média obtida para sulfato nas amostras do Rio
Paraibuna variaram de 8,80 a 10,61 mg L. Os resultados encontrados por
este trabalho, para este ion, foram mais elevados que os relatados pela
CETESB (2010) para os seguintes rios do estado de Sao Paulo: Paraiba do Sul
(0,65 a 1,00 mg L), Jaguara (1,00 a 2,00 mg L), Atibaia (1,00 a 2,00 mg L™)
e Camanducaia (0,60 a 2,00 mg L™).

No estudo realizado na China, utilizando &gua do Rio Wulumuqi,
obteve uma concentracdo de SO4% de 20,83 mg L (YANG et al., 1999). Na
LituAnia uma pesquisa registrou para este anion um valor de 26,50 mg L
(PADARAUSKAS et al., 1998).

No Brasil o trabalho realizado por SARDINHA (2008), determinou este
ion nas aguas do Rio Sorocabucu, localizado no municipio de Sorocaba, e
encontrou 30,00 mg L. Através da anélise dos dados obtidos nesses paises é
possivel afirmar que em ambos os rios o0 nivel de SO4% relatados foram
superiores ao registrado nas amostras de Juiz de Fora.

Segundo a CETESB (2011) a presenca de SO, em alta concentracéo
na agua de rio indica a contaminagao do recurso hidrico por esgoto doméstico
ou efluente industrial. Apesar, dos niveis de concentragdo dos anions
analisados estarem abaixo do limite estabelecido pela legislagcdo para agua
classificada como potavel, os dados apresentados por este trabalho
corroboram para atestar a contaminacao do leito do Rio Paraibuna por esgoto
doméstico. Ja que em &guas naturais despoluidas o nivel de concentracao
encontrado para ClI' e SO, é muito baixo. E possivel atestar essa
contaminagao por esgoto doméstico ao longo do Rio Paraibuna, uma vez que,
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pode-se ver a tubulacdo de esgoto, langando detritos sem tratamento nas
aguas.

O Projeto Qualidade das Aguas e Controle da Poluigao Hidrica (1999)
atestou que as aguas do Rio Paraibuna sdo a de pior qualidade em toda a
bacia do Paraiba do Sul, e isto ocorre principalmente devido ao langamento de
esgoto doméstico e residuos industriais no curso deste rio.

Na FIGURA 24 ¢é apresentado um grafico que mostra a concentracao
média dos anions em cada ponto de coleta junto com o pH medido para cada
amostra recolhida.
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FIGURA 24: Concentragbes médias dos ions cloreto, nitrato e sulfato e valores de pH das amostras de agua do Rio Paraibuna, Juiz
de Fora, MG, coletadas em setembro de 2011.
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Foi observado através da analise das amostras que os pontos de
coleta que apresentaram maior concentragdo para os fons CI' e SO4* estdo
inseridos na &rea da cidade mais densamente urbanizada, onde existe maior
trafego de veiculo. Sendo que éarea de maior urbanizacdo da cidade é
representada pelo ponto de coleta n® 5 até o n® 10. Esta tendéncia foi mais
evidente para o cloreto. Os valores obtidos para as amostras coletadas dos
pontos n% 1 a 4 variaram de 4,62 a 6,78 mg L' e de 5 a 10 variaram de 7,36 a
9,45mg L.

No ponto de coleta n® 10 foi detectado a maior concentragdo dos ions
Cl e SO,*. Este ponto esta localizado em frente a uma grande empresa
gréfica.

De maneira geral € possivel afirmar que o nivel de concentragdo médio
determinado para os anions nas amostras (TABELA 16) estdo a abaixo do
limite estabelecido pela portaria n® 518 do Ministério de Saude (TABELA 1)
para agua potavel.

Apesar dos niveis de concentragcao encontrados para os ions cloreto,
nitrato e sulfato estarem abaixo do limite aceito para agua potavel nao é
possivel considerar que a agua do Rio Paraibuna é prépria para o
consumo humano, pois uma série de outros estudos avaliando outros
parametros quimicos devem ser realizados.

A Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) tem desenvolvido
inumeros trabalhos de pesquisa que avaliaram o grau de poluicdo e
degradacao das aguas do Rio Paraibuna.

Durante os anos de 2001 a 2003, uma pesquisa realizada pelo
Departamento de Geociéncias, tinha como objetivo relacionar a qualidade da
agua do rio com a urbanizacdo. Os parametros avaliados por esse trabalho
foram: Coliformes fecais e totais, oxigénio dissolvidos, demanda bioquimica de
oxigénio, pH, turbidez e condutividade (MACHADO et al., 2003).

O grupo concluiu que os pontos localizados nas d&reas mais
densamente urbanizadas apresentavam os piores resultados referente a
qualidade da agua (MACHADO et al., 2003).

Em 2009 um outro projeto intitulado “Monitoramento da qualidade das
aguas da Bacia do rio Paraibuna em sua regido mais urbanizada” tinha por
objetivo tragar os cenarios de qualidade do Rio Paraibuna em fungédo do
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tratamento parcial de fluidos domésticos, visando a melhoria da qualidade de
suas aguas e da vida da populagdo do municipio. Durante o transcorrer do
trabalho foram realizadas medidas dos seguintes parametros: vazbes dos
afluentes e do préprio Rio Paraibuna, os valores de oxigénio dissolvido,
demanda bioquimica de oxigénio, temperatura, condutividade elétrica e pH
(ACESSO.COM, 2011).

Segundo os autores, na classificagcdo de poluicdo de rio, o Paraibuna
estd na classe lll. Os resultados finais do trabalho foram apresentados no
primeiro Simpdsio de Engenharia Sanitaria e Meio ambiente da Zona da Mata
que foi realizado no ano de 2010.

Trabalhos anteriores desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa,
NUPIS, FABRI (2010) avaliou os niveis de esterdis fecais em sedimentos dos
afluentes do Rio Paraibuna e concluiu que 5 dos 6 afluentes do rio analisados
estdo contaminados com esterdis fecais.

As inUmeras pesquisas desenvolvidas pela UFJF s6 evidenciam o
grau de degradacao e poluicdo das aguas Rio Paraibuna. Cabe ao poder
publico da cidade avaliar esses dados gerados e realizar um programa que vise

diminuir o nivel de poluigao do rio.

4.6 Comparacao com outros estudos

Na TABELA 17 sdo comparados os resultados encontrados por este
trabalho, para os niveis de concentragdo dos anions, com outros trabalhos que
analisaram os mesmos ions em amostras de agua de rio, agua potavel e agua
subterranea.

Entre os trabalhos apresentados na TABELA 17, foram utilizadas as
seguintes técnicas: Eletroforese capilar (EC), Cromatografia de ions (Cl) e a
Cromatografia liquida de alta eficiéncia com pareamento iénico (CLAEPI). Cabe
ressaltar que em alguns destes artigos, ndo foram reportados todos os anions
pesquisados por este trabalho. Além disso, em alguns artigos so6 foi realizada a
andlise de apenas uma amostra.
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Pela analise dos dados apresentados na TABELA 17 é possivel afirmar
que as faixas de concentragcdes obtidas para os anions nas amostras de agua
do Rio Paraibuna sdo comparaveis aos valores relatados em outras regides do
mundo.

Na TABELA 18 foram comparados o limite de deteccdo e o tempo de
andlise estabelecido por este trabalho com os resultados encontrados por
alguns trabalhos na literatura. De maneira geral, os resultados determinado
para o limite de detec¢do sao comparaveis aos relatados na literatura.
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TABELA 17: Comparagao dos niveis de concentragdo dos anions nas amostras de agua do Rio Paraibuna com diferentes areas

de estudos.
Técnica Autores Pais Tipo de amostra Concentracdo (mg L)
cr NO, NO;’ SO,
CLAEPI Presente trabalho Brasil Agua de rio 4,62 a 9,45 - 0,43 a 0,49 8,80 a 10,61
EC OEHRLE (1996) Japao Agua potavel 17,70 a2 19,90 - 3,54 a 3,81 58,6 a 68,1
EC HIISSA et al.,(1999) Finlandia Agua de rio 4,10 a 5430 0,50 a 54,70 - 2,27 a795
EC YANG et al.,(1999) China Agua de rio 1,14 - 1,64 20,80
EC RITCHER (2004) Brasil Agua de rio 24,36 a 28,46 - 0,13a 1,69 10,38 a 13,06
EC KUBAN et al.,(1999) Republica Tcheca Agua potavel 21,10 a 38,90 - 16,102 16,70 25,50 a 26,40
Cl AMIN et al.,(2008) Japéo Agua de rio 5,70 - 5,80 6,40
Cl SAKAI et al.,(1996) Japao Agua de rio 7,70 - 4,60 26,00
Cl MORALES et al.,(2000) Venezuela Agua subterranea 4,90 a 821,9 <0,01 2,90a24,2 0,50 a 100,9
Cl KARAVOLTSOS et al.,(2008) Grécia Agua potavel 75,402 171,9 - 8,80 a 28,70 750
Cl OHTA et al.,(1996) Japéo Agua de rio 3,41a37,70 0,046 a 0,092 1,30 a 8,31 4,03a110,4
Cl GETTAR et al.,(2000) Argentina Agua de rio 3,30 - 0,10 12,30
CLAEPI GONZALEZ et al.,(1994) Espanha Agua de rio - 0,04 22,96 0,80 a 10,20 -
CLAEPI ITO (1997) Japéo Agua de rio 10,20 - 1,20 6,70




TABELA 18: Comparacao entre o limite de detecgao e tempo de analise determinado por este trabalho com outros trabalhos

relatados na literatura.

Técnica Autores Limite de deteccdo (mg L™ Tempo de analise (min)
Cr NO3 SO#
CLAEPI Presente trabalho 0,08 0,12 0,11 6
EC HIISA et al., (1999) 0,01 0,02 0,01 15
EC RITCHER (2004) 0,23 0,43 0,50 5
Cl AMIN et al., (2008) 0,05 0,09 0,58 30
Cl SAKAI et al., (1996) 0,08 0,08 0,07 8
Cl MORALES et al., (2000) 0,1 0,1 0,1 5
Cl OHTA et al., (1996) 0,02 0,03 0,05 20
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5. Conclusoes

A proposta deste trabalho foi otimizar e aplicar uma metodologia de
separacao dos ions (cloreto, nitrito, nitrato, sulfito e sulfato) e a quantificacao
dos anions (cloreto, nitrito, nitrato e sulfato) por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com formacao de par idnico. A metodologia otimizada foi aplicada a
analise de 10 amostras de aguas superficiais do Rio Paraibuna, no trecho
localizado na cidade de Juiz de Fora, MG.

A coleta das amostras foi feita utilizando um coletor desenvolvido pelo
préprio grupo de pesquisa, NUPIS. Este equipamento foi construido com uma
estrutura metdlica, na qual em seu centro foi afixada a garrafa de polietileno,
que facilitou o procedimento de captacado das aguas superficiais. O coletor foi
lancado, a partir das principais pontes da cidade de Juiz de Fora, usando uma
corda para atingir o leito do rio. Os pontos de amostragens foram escolhidos de
maneira que englobasse grande parte da area urbana da cidade.

Para otimizar o método por CLAEPI, foram estudados quatro RPI para
compor a FM. Os reagentes TEABr e o TBABr, realizavam a modificagao
dindmica da FE da coluna, e os reagentes CPC e o CTAB, realizavam a
modificagdo permanente da FE.

Os reagentes que modificavam a FE de maneira permanente foram
imobilizados na superficie da coluna C18 utilizando o procedimento descrito na
literatura. Durante o desenvolvimento do método de separacdo dos anions
alguns parametros cromatogréficos foram avaliados tais como: fator de
retencdo, resolucao, simetria e fator de separagao.

Os estudos realizados empregando os reagentes de modificagao
dinamica nao se mostraram satisfatérios para a separagao dos analitos. Pois,
com a utilizagdo do TEABr nao foi possivel encontrar uma condi¢do
cromatografia que promovesse a separagao dos ions. Ja nos testes realizados,
usando o TBABr, foi possivel separar os cincos anions, mas ao aplicar a
condicdo estabelecida, em uma amostra de agua de rio, foi observado que o
método desenvolvido ndo apresentou sensibilidade suficiente para detectar os
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analitos, uma vez que o nivel de concentragdo era baixo. Esta baixa
sensibilidade pode ser atribuida a baixa absortividade da FM na regidao do UV.

Para aumentar a sensibilidade foi necessario utilizar uma FM que
apresentasse uma absortividade maior, j& que a deteccao era realizada de
maneira indireta. Sendo assim, optou-se em utilizar os reagentes de
modificacdo permanente da FE, pois a FM usada atendia a necessidade
apontada acima.

Nos testes realizados utilizando os reagentes de modificacdo
permanente da FE, o melhor resultado apresentado para separacdo dos
analitos nas amostras de agua de rio foi alcancado empregando o CTAB. A
condicao cromatografica estabelecida permitiu a separacao dos anions com
seis minutos de analise.

Para avaliar a exatiddo e a precisdo da metodologia desenvolvida foi
feito o estudo de recuperacado da amostra fortificada e a andlise do material de
referéncia certificado. Os percentuais de recuperacdo dos compostos obtidos
para a amostra fortificada foram satisfatérios. A média de recuperacao dos
compostos foi de 93,3 a 101,4% e estdo em concordancia com os limites
aceitos. Os desvios padrao relativos dos analitos foram menor que 3,2%.

Além disso, a analise do material de referéncia certificado evidenciou,
através do teste t, que os valores encontrados por esta metodologia sao
comparaveis aos valores do certificado de andlise. Os valores percentuais do
DPR variaram de 1,0 a 2,8 %. Os erros relativos obtidos variaram de -6,9 a
1,4%.

Os limites de deteccao do método variaram de 0,08 (Cl') a 0,14 (NO2)
e os limites de quantificacdo de 0,27 (CI') a 0,47 (NOy); expressos em mg L™.
Esses valores possibilitaram a aplicacdo da metodologia em amostras de agua
de rio. Sendo estes valores abaixo dos limites aceitos pela Legislacdo
Brasileira para aguas classificadas como potavel.

Com a metodologia desenvolvida foi possivel quantificar os ions de
interesses nas aguas do Rio Paraibuna. Por meio da analise dos resultados
determinados foi possivel concluir que os niveis de concentracdao encontrados
para os anions na agua do Rio Paraibuna foram menores que os limites aceitos

pela legislagao brasileira para agua classificada como potavel. Porém o nivel
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de concentragdo de ClI e SO,* encontrados nas amostras comprova a
contaminagao das aguas por esgoto doméstico.
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