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RESUMO

Com o intuito de minimizar o uso de Acetonitrila visando diminuir os problemas ambientais e
0s custos para aquisi¢ao deste solvente em HPLC, realizou-se um experimento com o objetivo
de avaliar o tempo de retencdo do ametryn em funcdo do pH da fase mével. Utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizando, em esquema fatorial 4 x 5, com trés repeticdes,
sendo o primeiro fator composto pelas propor¢des das fases méveis (solugdes tamponadas :
acetonitrila): 55:45; 60:40; 65:35 e 70:30 (v/v) , e o segundo fator, composto pelo pH da fase
movel: 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5,0. As solugdes tampdes de acido acético e acetato de sédio foram
preparadas na concentracio de 0,1 m/L. Na determina¢do quantitativa do Ametryn e avaliacdao
do tempo de retencdo foi utilizado um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
modelo Varian ProStar 325, detector UV-Vis, coluna de aco inox (Varian Microsorb 100 -3
C18, 100 mm x 4,6 mm d.i.). Para preparo da amostra foi utilizando um padrao analitico do
Ametryn (98,5% de pureza) na concentracdo de 50 ppm. Os resultados indicam que o
aumento na propor¢cdo de acetonitrila promoveu decréscimo no tempo de retencdo do
ametryn, independente do pH da fase mével; menor tempo de retencdo (2,89 min) foi obtido
na proporcao de 55:45 (v/v) de solucdo tamponada em pH 3,0 e acetonitrila e com o aumento
do pH da fase mével, houve aumento do tempo de retencdo com méximos de 11,06, 7,17,
5,08 e 3,82 minutos, utilizando-se as proporcoes de 30,45,40 e 45% de acetonitrila,
respectivamente.

Palavras-chave: Cromatografia liquida; Acetonitrila; Herbicida.



ABSTRACT

In order to minimize the use of acetonitrile in order to decrease environmental problems and
costs for the acquisition of this solvent in HPLC, there was an experiment with the objective
of evaluating the ametryn retention time depending on the pH of the mobile phase. We used
the design entirely casualizando in a factorial 4 x 5 with three replications, the first factor
composed of the proportions of mobile phases (buffered solutions: acetonitrile): 55:45; 60:40;
65:35 and 70:30 (v / v) and the second factor consisting of the pH of the mobile phase: 3.0;
3.5;4.0; 4.5 and 5.0. The buffer solutions of acetic acid and sodium acetate were prepared at a
concentration of 0.1 m / I. In the quantitative determination of ametryn and retention time
evaluation we used a liquid chromatography system of high efficiency, model Varian ProStar
325 UV-Vis detector, stainless steel column (Varian Microsorb 100 C18 -3, 4.6 x 100 mm
mm id). To prepare the sample using an analytical standard ametryn (98.5% purity) at a
concentration of 50 ppm. The results indicate that increasing the proportion of acetonitrile
promoted ametryn decrease in retention time, regardless of the pH of the mobile phase; lower
retention time (2.89 min) was obtained at a ratio of 55:45 (v / v) buffered solution at pH 3.0
and acetonitrile and increasing the pH of the mobile phase was increased retention time of
Maximum 11.06, 7.17, 5.08 and 3.82 minutes, using the proportions of 30, 45, 40 and 45%
acetonitrile respectively.

Keywords: Liquid chromatography. Acetonitrile. Herbicide.
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1.INTRODUCAO

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou high performance liquid
chromatography (HPLC) € uma técnica de separacdo com finalidade qualitativa e quantitativa
que apresenta boa sensibilidade e permite a separacdo de substidncias quimicas e
farmaceéuticas, muito utilizada na inddstria farmacéutica, laboratérios de pesquisa e em outros
campos da ciéncia como na medicina e em andlises ambientais (JIN et al., 2008).

Tal metodologia fundamenta-se na migracdo diferencial dos componentes de uma
mistura, o que ocorre devido a diferentes interagdes entre duas fases imisciveis, sendo uma
fase fixa que tem uma grande drea superficial, chamada fase estaciondria, e a outra um fluido
que se move através da fase estaciondria, sendo chamada de fase mével (LANCAS, 1993;
DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). De acordo com Tonhi et al. (2002), os sistemas de
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) consistem de
uma fase estaciondria de menor polaridade e uma fase mével de maior polaridade.

A CLAE-FR é o modo mais empregado, sendo a fase mdvel mais popular nesta
modalidade de HPLC, uma mistura de acetonitrila e 4gua, em diversas propor¢des, com ajuste
da forca cromatogréfica e seletividade da fase movel até se obter resolucdo suficiente para que
ocorra a separacdo de todos os picos cromatogrificos no minimo tempo de andlise
(PETROVIC et al., 2005; HERNANDEZ et al., 2007).

De acordo com Lancas (2009), a partir de outubro de 2008 houve uma diminui¢do
dréstica da oferta de acetonitrila em todo o mundo, acompanhada de um aumento brutal em
seu custo. Esse autor afirma que existem registros de aumentos de até 10 vezes no preco da
acetonitrila.

Para reduzir o uso de acetonitrila existem varias alternativas (LANCAS, 2009). Uma
delas seria diminuir o tempo de retencdo através da alteracio do pH da fase movel,
especialmente se os compostos de interesse tiverem cardter dcido ou bdsico e fase reversa
estiver sendo utilizada. O tempo de retencdo pode ser definido como o tempo que o
componente em andlise € inserido no aparelho até a saida do ponto maximo no pico do
cromatograma.

Os produtos quimicos sdo amplamente utilizados na sociedade moderna, sendo
produzidos mundialmente em larga escala para as mais variadas aplicacoes (KUSTER et al.,
2009). No sistema agricola, o controle de plantas daninhas esta sendo cada vez mais eficaz

devido ao uso de herbicidas. Cada herbicida possui um conjunto de propriedades que
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interferem no destino que essas moléculas terdo no ambiente (MCDONALD et al., 1999). O
ametryn € um herbicida de destaque no Brasil, muito utilizado nas culturas de cana de agucar,
banana, café e outras (PROCOPIO et al., 2003).

Alguns trabalhos foram realizados com o Ametryn por meio de cromatografia liquida
(SILVA et al., 2012; ANDRADE et al,. 2010 ). Verificou - se que o tempo de retencdo para a
maioria desses trabalhos, sdo altos, em torno de 8 minutos, acarretando em um grande
consumo de acetonitrila.

Diante da auséncia de informagdes sobre estudos envolvendo economia de acetonitrila
para andlises cromatograficas com o ametryn e no intuito de diminuir o uso exagerado de
acetonitrila, visando a economia deste reagente, através da alteracdo do pH das solugdes
utilizadas em cromatografia, objetivou-se com esse trabalho avaliar o tempo de retencdo para

o ametryn em func¢do do pH da fase movel.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Segundo Lancas et al. (1993), a cromatografia liquida apresenta a seguinte subdivisdo
quando classificada pela fase mével empregada: a cromatografia liquida classica (CLC) e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A cromatografia liquida cldssica € muito utilizada para isolamento de produtos naturais
e purificacdo de produtos de reacdes quimicas. As fases estaciondrias mais utilizadas sao
silica e alumina, entretanto estes adsorventes podem servir simplesmente como suporte para
uma fase estaciondria liquida. Fases estaciondrias s6lidas levam a separacido por adsor¢do e
fases estaciondrias liquidas por particao (LANCAS, 1993; DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € um aperfeicoamento da cromatografia
liquida cldssica, visto que, a mesma nio tinha a capacidade de separar componentes similares
de uma mistura, como os corantes polares, isOmeros, drogas basicas e seus metabolitos. Além
de possuir a vantagem de separar e quantificar um considerdvel nimero de amostras em um
tempo curto com alta resolucdo, efici€ncia e sensibilidade. Sua eficiéncia se deve a utilizacdo
de suportes com particulas mindsculas. Na cromatografia liquida de alta eficiéncia a coluna é
fechada, podendo ser utilizada inimeras vezes; as colunas utilizadas sdo bastante eficientes,
mas oferecem resisténcia a vazdo da fase modvel necessitando aplicacdo de sistemas de

bombas de alta pressdo, isso faz com que a velocidade da elui¢do aumente. As andlises sdo
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mais precisas, pois a vazdo da fase modvel € facilmente controlada. A injecdo é feita com
microseringas ou através de vdlvulas de injecdo e diversos tipos de detectores podem ser
utilizados. Este método ndo necessita tanta experiéncia do operador; tem alta resolugdo,
sensibilidade e reprodutibilidade, mas dispde de equipamentos caros e de alto custo de
manutencio e operacdo (COLLINS; GUIMARAES, 1997; CECCHI, 2003).

A separacdo da mistura se da através da fase moével, um fluido que é bombeado
carregando os diversos componentes da amostra através da coluna, onde estd a fase
estaciondria (sdlido). Apds a introducdo da amostra no sistema cromatografico, os
componentes da amostra se distribuem entre as duas fases de acordo com suas afinidades, ou
seja, aos que possuem maior afinidade com a fase estaciondria movem-se mais lentamente do
que os que possuem afinidade pela fase movel. Ao chegar ao final da coluna os componentes
passam pelo detector que emite um sinal ao sistema, criando o cromatograma (ARGENTON,
2010).

A fase mével ndo pode ter qualquer interacdo quimica com a amostra, deve possuir alto
grau de pureza, ndo conter particulas, pois danificam os equipamentos como: bomba, injetor e
coluna, ou seja, € recomendado que se faca uma filtracdo na fase movel antes de inseri-la no
reservatorio, além disso deve ser degaseificada para impedir o surgimento de bolhas, pois as
mesmas podem interferir no resultado da andlise (ARGENTON, 2010).

Os detectores mais usados na CLAE sao os fotométricos, baseados na absorbancia no
ultravioleta e no visivel, sendo também empregados detectores de fluorescéncia, de indice de
refracdo, e eletroquimicos, entre outros. A fase mével deve ser compativel com o detector
empregado e, também possuir polaridade adequada para permitir uma separa¢do conveniente
dos componentes da amostra. Embora existam varios solventes trés deles sdo mais utilizados:

agua, metanol e acetonitrila (REIS, 2012).
2.2 AMETRYN

O uso de defensivos agricolas tem proporcionado, juntamente com os demais
avangos tecnoldgicos, incrementos produtivos e redu¢do nas perdas ocasionadas por pragas,
doencas e plantas daninhas (VIVIAN et al., 2006). Devido ao seu uso intensivo, os herbicidas
sdo frequentemente detectados em estudos de qualidade de dguas superficiais e subterraneas
(CARTER, 2000; TANABE et al., 2001).

O ametryn {N-etil-N"-1(metiletil)-6-(metiltio)-1,3,5-triazina-2,4-diamina} herbicida

de destaque no Brasil, pertence ao grupo das Triazinas com cardter basico no solo, atua na
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inibicao do fotossistema II e é facilmente absorvido por raizes e folhas (VELINI et al., 2000).
E medianamente lixividvel nos solos arenosos (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005).

E muito utilizado em misturas com os herbicidas diuron, tebuthiuron, atrazine,
trifoxysulfuron-sodium, 2,4-D, etc; principalmente quando recomendado para de cultura da
cana-de-agticar (PROCOPIO et al., 2003). Devido ao grande uso do ametryn na cultura de
cana-de-acticar no Brasil, em solos com diferentes caracteristicas fisicas e quimicas, sem
conhecimento de suas interagdes com esses tipos de solo, tém-se observado sérios problemas
de controle ineficiente das plantas daninhas, intoxica¢@o de culturas e contaminagdo de dguas
superficiais e subterraneas (OLIVEIRA & FREITAS, 2009; CARVALHO et al., 2010).

Alguns trabalhos realizados com o ametryn usam a técnica de cromatografia para
quantificar seus resultados. Segundo Costa (2001), foi possivel avaliar qualitativa e
quantitativamente os efeitos da interagdo de umectantes, com distintos balangos hidrofilico-
lipofilico (BHL) na lixiviagdo de ametryn aplicado sobre palha de cana-de-actcar, em

diferentes simulacdes de chuva, pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2.3 FASE MOVEL

Para que um solvente possa ser utilizado como fase mdével na HPLC este deve
apresentar alto grau de pureza ou ser de fécil purificacdo; deve dissolver a fase movel sem
decompor seus componentes, para que estes sejam transportados pela coluna sem que haja
modificacdo; ndo deve dissolver a fase estaciondria; deve ser compativel com o detector; nao
ser toxico e deve ter baixa viscosidade, pois isso ird interferir diretamente na eficiéncia da
separacdo, devido ao fato de solventes viscosos além de dificultarem a transferéncia de massa
entre a fase mével e a fase estacionaria, também influenciarem na intensidade da vazao
(COLLINS; GUIMARAES, 1997).

Uma fase mével adequada € indispensdvel para a HPLC, por isso € necessirio
examinar fatores que determinam sua escolha, como a polaridade desta, que determina seu
poder de elui¢do juntamente com a polaridade da fase estaciondria e com a natureza dos
componentes da amostra. Se a separacao for com fase normal, o poder de eluicdo aumenta
com o aumento da polaridade, se a separac¢do for em fase reversa, o poder de elui¢do diminui
com o aumento da polaridade. Outros fatores que também devem ser considerados sdo o
ponto de ebuli¢do, a viscosidade, a compatibilidade com o detector e a toxidez (VOGEL,
2002).

As fases moveis utilizadas na RP-HPLC sdao misturas de metanol: 4gua (MeOH:H>0)
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ou acetonitrila: d4gua (ACN:H20) com ajuste da forca cromatografica e seletividade da fase
movel até se obter resolucdo suficiente para que ocorra a separacdo de todos os picos
cromatograficos no minimo tempo de andlise. A adicdo de modificadores, como &4cido
férmico, acetato de amonio, amonia, etc., € realizada com o objetivo de favorecer o processo
de ionizacdo dos analitos através do ajuste de pH do meio, melhorando suas interacdes com a
fase movel e a fase estaciondria. O controle do pH do meio também pode ser realizado através
do uso de fases modveis tamponadas. Quando se utiliza o detector espectrometro de massas
(MS) e o processo de ionizagdo por eletronebulizacdo (ESI,electrospray-ionization) também
se podem utilizar modificadores, com o objetivo de favorecer o processo de ionizacdo dos

analitos (PETROVIC et al., 2005; HERNANDEZ et al., 2007).

3. METODOLOGIA

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Plantas Daninhas da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizando, em esquema fatorial 4 x 5, com
trés repeti¢des, sendo o primeiro fator composto pelas propor¢des das fases moveis (solucoes
tamponadas: acetonitrila): 55:45; 60:40; 65:35 e 70:30 (v/v), e o segundo fator, composto pelo
pH da fase moével: 3,0; 3.5; 4,0; 4,5 € 5,0. As solugdes tampdes de acido acético e acetato de
sodio foram preparadas na concentragdo de 0,1 m/L.

Na determinagdo quantitativa do Ametryn e avaliagdo do tempo de retencdo foi
utilizado um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, modelo Varian ProStar 325,
detector UV-Vis, coluna de a¢o inox (Varian Microsorb 100 -3 C18, 100 mm x 4,6 mm d.i.).
Em todas as amostras o fluxo de 1,0 mL min™'; volume de inje¢do de 20 uL; comprimento de
onda de 345 nm.

Para preparo da amostra foi utilizando um padrdo analitico do Ametryn (98,5% de
pureza) na concentracdo de 50 ppm.

Os dados foram submetidos 4 andlise de varidncia utilizando-se o software SISVAR
V.5.3. (FERREIRA, 2008) e de regressdo, obedecendo-se o nivel de significncia de 5% de
probabilidade pelo teste t por meio do software Table Curve 2D V.5.01 (JANDEL
SCIENTIFIC,1991).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se efeito significativo para a interagdo “propor¢do de acetonitrila X pH da

solugdo tampao” para o tempo de retengdo do ametryn ( Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia do tempo de retencio de ametryn em funcio
do pH da fase mdvel e proporcao de acetonitrila

F. V. Tempo de retengdo (Quadrado Médio)
Propor¢ao de acetonitrila ( P.A. ) 81,473091™

pH da fase mével (pH) 20,509840™

P.A x pH 3,195902™

Erro 0,007583

CV (%) 1,52

** Significativo a 1% de probabilidade. *Significativo a 5% de probabilidade. ™ Ndo significativo.

Para o pH 3,0 a medida que aumentou-se a concentragdo de acetonitrila, o tempo de
retencao diminuiu. Com percentual de 30% de acetonitrila o tempo de reten¢do registrado foi
de aproximadamente 4,57 min ja com o percentual de 45% de acetonitrila esse tempo caiu
para aproximadamente 2,89 min, ou seja, a medida que aumentou a propor¢ao de acetonitrila,
o tempo de retencao diminuiu (Figura 1).

——Y(pH: 3,0) = 13,3333 - 0,4122x + 0,0040x> R*=0,99
—— Y(pH: 3,5) = 34,0333 - 1,2762x + 0,0132x2 R2=0,99
—— Y(pH: 4.0) = 54,6333 - 2,1654x + 0,0230x2 R*=0,99

—— Y(pH: 4.5) = 57,0183 - 2,3296x + 0,0250x> R2= 0,99
Y(pH: 5,0) = 60,9666 - 2,4682x + 0,0265x> R2= 0,99

Tempo de retengiio (minutos)

2

30 35 40 45
Acetonitrila (%)

Figura 1: Tempo de retenciao para cada PH de solucio tampao em funcao da proporc¢ao
de acetonitrila.
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O mesmo ocorreu para o pH 3,5. Com percentual de 30% de acetonitrila o tempo de
retencao registrado foi de aproximadamente 7,63 min, ja com 45% de acetonitrila esse tempo
caiu para aproximadamente 3,33 min (Figura 1).

Para as solugdes com pHs 4,0, 4,5 e 5,0 também ocorreram comportamentos
semelhantes, sendo que os tempos de retencdo foram superiores em relagdo aos de pH mais
baixos. Com percentual de 30% de acetonitrila os tempos de retencdo registrados foram de
aproximadamente 10,37, 10,53 e 10,77 min, respectivamente, e com percentual de 45% de
acetonitrila esses tempos cairam para aproximadamente 3,76, 3,71 e 3,56 min,
respectivamente (Figura 1).

Independentemente da proporcao de acetonitrila e solucdo tampao, os menores tempos
de retencdo foram para o pH 3,0. O ajuste do pH com solucio tampao € necessario para a
separacdo reprodutivel de compostos ionizaveis por CLAE de fase reserva. O pH da fase
moével na cromatografia com fase reserva usualmente estd entre 2,0 e 7,5 (MALDANER
et.,2009).

Comparando esses resultados, podemos observar que os pHs mais baixos e com menor
teor de acetonitrila evidenciaram uma diferenca significativa de tempo de reten¢do, enquanto
os demais tiveram um valor muito aproximado, ou seja, isso pode ser explicado pela variacdao
da polaridade. Quanto mais polar a fase mével, maior é o tempo de retencdo, visto que, 0
ametryn tem mais afinidade pela acetonitrila (menos polar em relagcdo a dgua).

Na cromatografia liquida, o analito ret€ém-se na coluna de forma mais eficiente quando
tem a mesma polaridade que a fase estaciondria, ou seja, para uma fase apolar, quanto mais
apolar € a substancia, mais forte € a interacao dela com a fase estaciondria, portanto, maior é o
tempo de retencdo. Sendo assim, para que esta substancia em estudo mova-se pela coluna,
precisamos usar um solvente (fase movel) que tenha a mesma polaridade da substincia em
estudo. Dessa forma, o analito vai ter afinidade pela fase movel, onde € arrastado mais
rapidamente para fora da coluna.

Avaliando os efeitos do pH da solucdo tampao em cada propor¢ao de acetonitrila,

podemos verificar o tempo de retencao de forma inversa (Figura 2).
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—Y(30%) =-39,9152 + 21,8390x - 2.3390x* R*=0,98

—Y(35%) =-21,2251+ 12,4194x - 1,3581x* R*=0,99

—Y(40%) =-10,6306 + 6,9119x - 0,7599x* R*=0,98
12 Y(45%) = -4,9066 + 3,9200x - 0,4400x* R*=0,99

Tempo de retengio (minutos)

3,0 3,5 4.0 4,5 5,0
pH da dgua

Figura 2: Tempo de retenciao para cada proporcao de acetonitrila em funcao do pH da
fase movel.

Para todas as proporcdes de solucdo tampao e acetonitrila o comportamento foi
semelhante. A medida que aumentou o pH da solucio tamponada, o tempo de retencio
também aumentou. A 30% de acetonitrila e com pH 3,0 o tempo de retenc¢ao registrado foi de
aproximadamente 4,55 min e com pH 5,0 esse tempo aumentou para aproximadamente 10,80
min (Figura 2).

Quando se utiliza volumes menores, o tempo gasto nas andlises também € menor. Além
disso, o manuseio de pequenas quantidades de reagentes agressivos e solventes voléteis torna
o laboratdrio menos insalubre do que quando se trabalha com os grandes volumes observados
nos procedimentos convencionais (Jardim, 1998).

Os usudrios de ACN, como fase mével na cromatografia, devem ficar atentos para o
fato de o custo estar se elevando e a disponibilidade desse solvente estar diminuindo, devendo
buscar como alternativa a utilizacdo de outros solventes ou o desenvolvimento de

metodologias que otimizem/minimizem o seu uso (Langas, 2009).
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5. CONCLUSOES

O aumento na propor¢ao de acetonitrila promoveu decréscimo no tempo de retengdo do
ametryn, independente do pH da fase mével.

O menor tempo de retencdo (2,89 min) foi obtido na proporcdo de 55:45 (v/v) de
solucdo tamponada em pH 3,0 e acetonitrila.

Com o aumento do pH da fase mdvel, houve aumento do tempo de retengdo com
maximos de 11,06, 7,17, 5,08 e 3,82 minutos, utilizando-se as propor¢des de 30,45,40 e 45%

de acetonitrila, respectivamente.
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