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RESUMO - A cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), € uma técnica amplamente utilizada na industria
e no meio académico, para elaboragdo de metodologias que tem por objetivo
quantificar e qualificar os mais diversos tipos de substancias. Este trabalho
demostra a viabilidade do uso de um solvente organico alternativo a acetonitrila,
que é de longe o solvente mais empregado como fase mével do HPLC, mas que
€ toxico e de alto custo. O método estudado utilizou etanol para determinagcao
de Clomazone em defensivo agricola, para ilustrar a viabilidade dessa
substituicio.
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Introducgao

As técnicas analiticas instrumentais sdo parte fundamental da rotina de
praticamente todos os laboratérios dentro e fora da industria, e estas vem
evoluindo com o tempo para acompanhar as demandas por mais poder de
resolucao, sensibilidade, seletividade e eficiéncia que o mercado vem exigindo.
Neste modelo, métodos de HPLC (a técnica analitica mais usada em
desenvolvimento de produtos e controle de qualidade) também evoluiram, e
assim sugiram técnicas como a cromatografia liquida de ultra performance
(UPLC), que através da utilizagdo de particulas de silica com didmetros de
particula menores que 2 um como fase estacionaria, permitiram o
desenvolvimento de métodos mais ageis e eficientes (MALDANER, 2012). Para
acoplamento com a cromatografia, a espectrometria de massas se firmou cada
vez mais, pois permite a quantificagdo de concentragdes infimas de analitos, na
ordem de fentogramas, e identificacdo de substancias mesmo em matrizes

complexas.

Contudo, nos ultimos anos surgiu uma outra demanda importante além
do poder analitico das técnicas, a redugao do impacto das analises ao meio
ambiente e a saude humana e dessa forma, vem-se buscando alterativas para

tornar as metodologias mais sustentaveis, sem que haja perda da eficiéncia.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, tem como pilares dois
componentes, a fase movel, que € uma mistura de solvente(es) organicos e
muitas vezes agua (com ou sem aditivos) e a fase estacionaria, que é constituida
por um soélido adsorvente (como a silica) ou um suporte modificado
quimicamente com uma fase ligada (como o C-18) , e através da interagédo das
substancias que compdem a amostra com esses dois componentes que ocorre
a separacao dessas substancia, possibilitando assim sua identificacdo e
quantificacdo , quando acoplada a um detector. Se tratando da fase mével, um
dos solventes organicos mais utilizados na cromatografia por fase reversa
(quando a fase mével é mais polar do que a fase estacionaria) € a acetonitrila,
devido a suas caracteristicas fisico-quimicas que proporcionam bons resultados
de resolugdo, seletividade e sensibilidade, contudo esse solvente apresenta a
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desvantagem de ser téxico tanto para o ser humano, quanto para o meio
ambiente. Uma alternativa que vem se mostrando promissora para a substituicao
desse solvente € o etanol. O etanol apresenta algumas caracteristicas negativas
para ser usado nas separagbes por HPLC, como alta viscosidade,
principalmente quando misturado com agua, o que leva a aumentos na pressao
da coluna, que podem levar a diminuicdo de sua vida util. Porém, tais
desvantagens podem ser contornadas com alteragdes simples na metodologia,
como aumentos da temperatura do forno e diminuigdo da vazéo de fase mével.
A principal vantagem do etanol é de ser ndo s6 mais barato do que a acetonitrila,

mas também menos agressivo a saude humana e ao meio ambiente.

Cromatografia Liquida e a Acetonitrila

A cromatografia é uma técnica relativamente antiga, que por algum
tempo foi ignorada e esquecida, até ganhar nova ateng&o nos ultimos 50 anos,
onde teve seu potencial explorado e assim se mostrou uma técnica muito versatil
podendo ser utilizada para identificar compostos, separagcao de substancias
indesejadas de amostras e de componentes de misturas, servindo como técnica
de purificagdo. (FRANCO, 2015)

Essa técnica vem se aperfeicoando com o tempo desde métodos
extremamente simples, até os muito complexos, sendo usada na atualidade
principalmente em analises quantitativas, e uma das subcategorias dessa
técnica muito utilizada para esse fim € a cromatografia liquida (CL), em especial
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e parte fundamental desse
tipo de metodologia é o uso de solventes organicos para auxiliar a eluigao dos
componentes que constituem a amostra analisada, permitindo separar os
mesmos de forma a isolar o analito de interesse por meio da alteracido da forca
de eluicdo da fase mével (FM), que ocorre com a mudanga na propor¢ao de
organico na mesma, isto se da pelo ajuste na seletividade e resolugdo do método
proveniente dessas alteragdes, esses sao os chamados modificadores organicos

da fase moével.

Um dos solventes mais utilizado na CLAE como modificador organico é
a acetonitrila, ou cianeto de metila (CH3CN), que € um subproduto obtido na
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sintese de resinas acrilicas, utilizadas em sua maioria na fabricagcdo de
eletrodomésticos, automoéveis e eletrdbnicos (CASSINI et al.,2013), mas que
também pode ser sintetizada usando reacbes de acetilagdo, apesar desse
meétodo ser menos utilizado devido seu alto custo. Esse uso se da principalmente
pela sua baixa viscosidade (0,4 cP a 25°C), permitindo o trabalho com fluxos
mais altos, sem que haja aumento demasiado da pressao na coluna, o que pode
danifica-la, alta for¢ca de eluicdo em fase reversa (0,52), que permite ganhos
consideraveis de seletividade e resolugéo, e um baixo UV Cutoff (190 nm),
fazendo com que néo interfira na seletividade do método para a maioria dos

compostos analisados com detector UV.

O etanol como alternativa de modificador organico na fase mével (FM)

Apesar da acetonitrila apresentar uma resposta melhor em analises que
utilizam comprimentos de onda menores no detector UV, devido ao seu baixo
UV Cutoff, ndo ha grandes restricdes ao uso de alcoois como modificadores
organicos, quando empregado comprimentos de onda superiores as 220 nm
(BORGES,2010). Um dos principais fatores que dificultam a substituigdo da
acetonitrila por etanol € sua alta viscosidade (1,2 cP a 25°C), principalmente
quando misturado com agua, o que leva a uma elevagao na pressao da coluna,
impedindo uso de vazdes mais altas, porém a pressao pode ser reduzida para
niveis aceitaveis utilizando temperaturas mais altas, entre 30°C e 40°C (podendo
chegar a 50°C dependendo a resisténcia térmica da coluna utilizada), o uso
dessas temperaturas mais elevadas pode se mostrar vantajoso, ndo sé por
reduzir a viscosidade da FM, mas também por alterar outras caracteristicas
fisico-quimicas da mesma, tais como constante dielétrica, tensédo superficial e
pKa, o que promove ganhos na resolugao e seletividade do método, além da
reducéo do tempo de analise (FRANCO, 2015).

O metanol é uma alternativa muito utilizada para a substituicdo da
acetonitrila, ja que possui caracteristicas fisico-quimicas favoraveis a analise
cromatografica, como uma baixa viscosidade (0,6 cP a 25°C) e um UV Cutoff
que nao interfere na detecc¢ao de grande parte dos compostos (210 nm), contudo

tal substancia apresenta alta toxicidade podendo levar a formagao de enfisemas
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pulmonares quando inalado constantemente, irritagbes e até cegueira quando
em contato com os olhos, por isso, o etanol se mostra uma alternativa mais
promissora, quando se trata de op¢gdes mais sustentaveis e que atendem aos
principios da “quimica verde”, além de apresentar caracteristicas fisico-quimicas
mais préximas a acetonitrila do que o metanol, tais como forga de elui¢éo e ponto
de ebulicdo, que podem ser observados na Tabela 1, além de uma maior

disponibilidade no mercado, e menor pre¢co em relagao a acetonitrila.

Tabela 1 — Comparativo de forga eluotrépica, ponto de ebulicdo e LD50 entre metanol, etanol e
acetonitrila.

Metanol Etanol Acetonitrila
Ponto de Ebulicao (°C) 64,7 78,4 82,0
Forca Eluotropica 0,73 0,68 0,52
LD50 — Inalag&o, Ratos (mg/L) 3,1 95,6 6,02

Fonte prépria.

Determinagao de Clomazone em defensivo agricola
Metodologia para determinacdo de Clomazone em defensivo agricola
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, alterando o modificador organico do

método ja utilizado de acetonitrila para etanol.

Equipamentos e Materiais

Cromatografo liquido de alta eficiéncia, Agilent série1260 Infinity, com
detector UV; coluna cromatografica Agilent Zorbax eclipse XDB C18 (150mm x
4,6mm x 5 uym); filtro PVDF/L para seringas (25mm x 0,45um); seringa sem
agulha (5mL); balanca analitica, Metter Toledo AB204-5; ultrapurificador de

agua, Gehaka Master All; banho ultrassénico, Ecosonics.

Reagentes e Solventes
Foi utilizado Etanol grau HPLC da marca Panreac Applichem, lote

0001926509; 4gua ultrapura; Acetonitrila grau HPLC da marca Exodo Cientifica
lote 228154957 Clomazone técnico (94,2%) da marca FMC lote 030013322.
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Preparo de Solugdes padrao
Foram preparadas solucdes padrao de Clomazone pesando massas de

40mg a 60mg (5 pontos) em baldes volumétricos de 50mL, diluidas com etanol
grau HPLC e levadas ao banho ultrassénico por 5 minutos para solubilizagao.

Preparo das amostras
Foram pesados 70mg de herbicida seletivo a base de clomazone produto
acabado em bal&do volumétrico de 50mL em duplicata, diluidas com etanol grau

HPLC e levados ao banho ultrassénico por 5 minutos para dissolugao.

Procedimento

As amostras e padrdes foram analisadas por CLAE, modo isocratico, em
comprimento de onda de 254 nm, utilizando FM agua/etanol (20/80% v/v) em
vazédo de 0,8mL/min, com volume de inje¢cdo de 5 uL. A utilizagdo de uma
temperatura mais alta (40°C) permitiu manter a pressdo na coluna dentro de sua
faixa de trabalho (média de 160 bar).

A quantificagcdo do Clomazone (Figura 1) no produto acabado foi
realizada por padronizagao externa com a criagao de uma curva de calibragao
utilizando 5 solugdes padrao com concentragdes de 0,8 mg/mL a 1,2 mg/mL,
demonstrada na Figura 2, e o cromatograma tipico obtido com essas condi¢oes

pode ser observado na Figura 3.
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Figura 1 — Féormula estrutural do clomazone. (Wikipedia)
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Figura 2 — Curva de calibragao utilizada para quantificacdo de Clomazone em produto
acabado, com sua respectiva equacgao da reta e coeficiente de correlagédo. (Fonte prépria)
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Figura 3 — Cromatograma tipico de amostra de defensivo agricola contendo Clomazone (1,0
mg/mL) nas seguintes condi¢bes: fase moével agua/etanol (20/80%v/v), vazao de 0,8 mL/min,
comprimento de onda 254nm e temperatura de 40°C. (Fonte prépria)

Validagao do método

A validacdo de métodos analiticos € obrigatéria para atestar a
confiabilidade de métodos cromatograficos desenvolvidos.
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Neste trabalho, a validagdo foi realizada utilizando os seguintes
parametros: Seletividade, precisdo, exatiddo e linearidade. Os critérios de
aceitacdo foram estabelecidos de acordo com a ABNT NBR 14029:2016

Agrotoxicos e afins — validacdo de métodos analiticos.

Seletividade

A seletividade indica a capacidade de um uma metodologia de
determinar especifica e acuradamente o analito de interesse na presenca de
outros compostos (matriz). Para a avaliagdo desse parametro foram feitas trés
injecoes, sendo uma de um placebo apenas com os excipientes da formulacéo,
outra de etanol grau HPLC, e por ultimo de solugao de padrdo com concentragéo
equivalente a do produto acabado, feito isso, os cromatogramas foram
sobrepostos (Figura 4) para facilitar a visualizagao de possiveis interferentes no

tempo de retencéo do analito.

o — —

35 min

Figura 4 — Sobreposi¢cao dos cromatogramas do ativo em concentragao equivalente a esperada
na amostra (primeiro de cima para baixo), o etanol grau HPLC (segundo de cima para baixo) e
placebo contendo os co-formulantes do produto acabado (terceiro de cima para baixo de cima
para baixo). (Fonte propria)

Como observado na Figura 4, ndo ha nenhum excipiente da formulagao
que coelua e/ou se sobreponha ao pico do analito, assim como n&o se encontra
nenhuma contaminacdo do solvente utilizado na fase modvel no tempo de

retengao do analito, comprovando dessa forma a seletividade do método.

Precisao

A preciséo é o grau de concordancia entre os resultados obtidos em uma
sequéncia de medicdes e para avaliar esse parametro foram preparadas pelo
mesmo analista duas séries de cinco solugdes padrao independentes de
concentragdo equivalente a do produto acabado (1,0 mg/mL) e injetadas
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sucessivamente no mesmo equipamento e em dia diferentes, os resultados

podem ser observados na Tabela 2, apds isso foi aplicado o teste de Grubbs
para verificacdo de valores extremos (outliers), calculando o desvio padréo
relativo (%DPR), segundo a Equagao 1, para posterior comparagdo com o
%DPR calculado pela equacédo de Horwitz (Equacgédo 2), que expressa uma
precisdo genérica independente da matriz e analito, dependendo apenas da
concentracao, e aplicado um teste T - Student para avaliar se as médias das

séries pertencem a mesma distribuigdo normal.

Tabela 2 — Resultado das duas series de injegdes de solugéo padrao.

Série 1 Série 2
Repeticao Concentragido mg/mL Concentragdao mg/mL
1° 0,99 1,00
2° 0,98 0,99
3° 0,99 1,01
4° 1,00 0,99
5° 0,98 1,01

Fonte propria.

S
%DPR = (?) * 100

Onde: % DPR = Desvio padrao relativo.
S = Desvio padrao das concentracdes.
X = Média das concentragoes.
Equacéao 1 — Equacgéao de desvio padréo relativo.

% DPR Horwitz = 2(1705lg0)
Onde: % DPR Horwitz = Desvio padréo relativo segundo a equagao de Horwitz.
C = Concentragao do analito (%m/m) dividida por 100.

Equacao 2 — Equagao de Horwitz

ApOs a aplicagao do teste T, as séries apresentaram um T calculado de
2,08, sendo menor que o valor de T tabelado (2,31), dessa forma demostrando
que ambas pertencem a mesma distribuicdo normal, além disso, o teste de

Grubbs mostrou que ndo ha nenhum outlier nas mesmas, assim como um %DPR
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de 1,08 e um valor de 2,03 para o0 %DPR Horwitz, sendo o primeiro menor que

0 comprova a precisdo do método de acordo com a ABNT NBR 14029:2016.

Exatidao

Foram pesadas em triplicata amostras contendo placebo e padréao com
concentragdes de 0,8 mg/mL, 1,0 mg/mL e 1,2 mg/mL de Clomazone e calculada
a taxa de recuperacao (Equacao 3) de cada solugado. Os resultados podem ser

observados na Tabela 3.

i C1-C2
Recuperacio(%) = (T

Onde: C1 = Concentragado determinada na amostra ndo adicionada.
C2 = Concentragdo determinada na amostra adicionada.
C3 = Concentragao adicionada.
Equacéao 3 — Calculo da recuperacado das amostras.

)*100

Tabela 3 — Resultados do teste de exatiddo com a recuperagao encontrada em cada amostra
das faixas testadas.

Repeticdo Concentragédo (mg/mL)  Recuperagao (%)
1° 0,8 101,9
2° 0,8 101,8
3° 0,8 101,8
1° 1,0 99,7
2° 1,0 99,5
3° 1,0 100,9
1° 1,2 99,2
2° 1,2 99,8
3° 1,2 99,7

Fonte propria

A amostras apresentaram taxas de recuperacao dentro da faixa de
aceitagdo a norma ABNT NBR 14029:2016 (98-102%), comprovando dessa
forma a exatiddo da metodologia.
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Linearidade

Foram pesadas em triplicada solugdes de 0,8mg/mL a 1,2mg/mL (n=5
pontos) e plotada trés curvas de calibragdo com esses pontos (Figuras 5, 6 e 7),
apos isso, foi avaliado o coeficiente de correlagao e o diagrama de residuos da

curva para avaliar se os mesmos seguem uma distribuigdo normal. (Figura 8).
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Figura 5 — Curva 1 de linearidade com coeficiente de correlagao e equagéo da reta. (Fonte
prépria)
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Figura 6 — Curva 2 de linearidade com coeficiente de correlagao e equagéo da reta. (Fonte

prépria)
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Figura 7 — Curva 3 de linearidade com coeficiente de correlagéo e equagao da reta. (Fonte
prépria)
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Figura 8 — Grafico de residuos. (Fonte prépria)
As trés curvas apresentaram um coeficiente de correlagdo maior/igual a
0,99, o que atende ao critério de aceitagdo da noma ABNT NBR 14029:2016,
além disso os residuos gerados por elas apresentam uma distribuicao aleatéria
ao redor do eixo X, ndo apresentando comportamento regular, ou tendéncia
funcional, mostrando que o modelo € homocedastico, comprovando dessa forma
a linearidade da metodologia e que o método dos minimos quadrados ordinarios

€ aplicavel para o tratamento dos dados.

Comparacédo entre as metodologias utilizando etanol e acetonitrila como
modificador organico
A comparacgao foi realizada entre os parametros preco do modificador

organico e sensibilidade da metodologia.
Limite de Deteccgao

Os limites de detecgao foram determinados preparando duas séries de trés
solucdes padrédo independentes com a menor concentragdo utilizada na curva
de calibragdo (0,8 mg/mL) e injetadas sucessivamente, calculada a relagéo
sinal/ruido de cada amostra, nos seguimentos da base do pico de interesse (2 a
2,8 minutos para a metodologia utilizando Etanol e de 4 a 5 minutos para a
metodologia utilizando Acetonitrila), através do software do equipamento
(OpenLab CDS 2.6) e a concentragao encontrada das mesmas, os resultados
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podem ser observados na Tabela 4, assim como suas respectivas médias e

aplicadaa Equacao 4.

Tabela 4 — Concentragao encontrada e relagao sinal ruido das solugdes padrao injetadas nas
metodologias utilizando etanol e acetonitrila como modificador organico, e suas respectivas
medias.

Etanol Acetonitrila
Repetigcao Concentragao Relagao Concentragado encontrada Relagao
encontrada (mg/mL) Sinal/Ruido (mg/mL) Sinal/Ruido
1° 0,8120 364,2 0,8113 218,7
2° 0,7920 374,1 0,7992 218,2
3° 0,8082 302,7 0,8003 2421
Média 0,8041 347,0 0,8036 226,3
LD (Yomm) 0,87 1,33
Fonte propria
3x(Cstd)
LD = < X 100
(°/p)xCs

Onde: LD = Limite de detecgdo do método (% m/m).
Cstd = Concentragéo da solugao de calibracdo mais diluida.
(S/D) = Razao entre a altura do sinal e a altura do ruido para o analito no
cromatograma
da solugao de calibragdao mais diluida.

Equacao 4 — Equacédo para determinagao do limite de detecgdo segunda a norma NBR
14029:2016.

Pode ser observado que a metodologia utilizando etanol como modificador
organico possui um limite detec¢do menor que a usada como referéncia, o que
indica que com tal substituicdo podem ser alcangados niveis de sensibilidade
equivalentes, ou até superiores, como observado na Figura 9, que demostra que
podem ser obtidos picos mais intensos e com maior area nessa metodologia em
relacdo a referéncia utilizando acetonitrila, que combinado com as
caracteristicas de preco e toxicidade do etanol demostra que o mesmo € uma
alternativa nédo so6 viavel, mas também vantajosa, nao sé pela sua sensibilidade,
mas também pelo tempo de analise reduzido, apesar do aumento da presséo
(Tabela 5).
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1 2 5 6 7

Figura 9 — Sobreposi¢cao dos cromatogramas do ativo em concentracao equivalente a esperada
na amostra utilizando a metodologia com Etanol (pico a esquerda) e Acetonitrila (pico a direita)
como modificador organico. (Fonte proépria)

Tabela 5 — Comparativo das areas das amostras de ativo em concentragéo equivalente a
esperada no produto acabado tempo de retengao, tempo de analise e pressado da coluna nas
metodologias utilizando Etanol e Acetonitrila.

Etanol Acetonitrila
Area 1273,9 964,5
Tempo de Retengao (min) 2,25 4,46
Tempo de analise (min) 3,6 55
Pressao da coluna (bar) 160 115

Fonte prépria

Preco

Solicitado orgamento de acetonitrila e etanol grau HPLC para avaliagéao

do custo/litro. Resultados apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Custo litro do etanol e acetonitrila grau HPLC.

Etanol Acetonitrila
Custol/Litro (Reais) Custol/Litro (Reais)
78,80 157,19

Fonte propria

Pode ser observado uma diferenga de quase cinquenta por cento a menos
no custo/litro do etanol em relagdo a acetonitrila grau HPLC, o que combinado
ao fato de se apresentar muito mais disponivel no mercado, ja que, diferente da

acetonitrila, ndo depende da demanda de outros produtos para ser produzida,
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tornando-o uma alternativa interessante a mesma, ndo s6 do ponto de vista

ecolégico, mas também econdmico.

CONCLUSAO

O presente artigo tem como proposta gerar uma reflexdo acerca da
aplicagao dos principios da quimica verde a quimica analitica instrumental, em
especial a técnica da cromatografia liquida de alta eficiéncia, sugerindo
alternativas mais sustentaveis a algumas solugbes utilizadas com muita
frequéncia na maioria das metodologias analiticas empregadas no mercado,
como a troca da acetonitrila e do metanol, solventes largamente utilizados como
modificadores organicos nas fases méveis, por etanol, uma alternativa bem
menos toxica e que apresenta também vantagens financeiras, ndo s6 pelo seu
baixo custo, principalmente quando comparado com a acetonitrila, mas também
sua maior disponibilidade no mercado e menor custo de descarte dos residuos

gerados pelas analises com 0 mesmo.

Como observado, por esses motivos é possivel afirmar que, apesar de
apresentar algumas dificuldades na sua utilizagdo, sendo a principal a alta
viscosidade da mistura agua/etanol, que gera altas pressdes na coluna podendo
levar a redugao da sua vida util e até danifica-la permanentemente, essas podem
ser remediadas com relativa facilidade como apresentado no método proposto
no presente artigo, utilizando um fluxo mais baixo e temperaturas mais altas, o
que permite realizar as analises atingindo pressdes proximas das faixas usuais
de trabalho, assim como alcancar bons resultados de resolucédo, seletividade e

tempo de analise.
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