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RESUMO

O presente trabalho investiga novos métodos analiticos para andlise de aminas aromaticas
selecionadas em virtude de suas proprideades toxicolégicas e/ou mutagénicas em amostras de
interesse ambiental usando técnicas cromatograficas com diversos detectores. ApOs
otimizacado das condigbes cromatograficas as aminas aromaticas: 4,4'-oxidianilina, anilina, 2,4-
diaminotoluidina, 4,4'-diaminobifenila, 4,4'-metileno-bis-(2-cloroanilina), 3,3'-diclorobenzidina, 2-
aminonaftaleno, 2-metilanilina, 2-metoxianilina, 4,4'-diaminodifenilmetano, 2-cloro-4-nitroanilina,
4-aminobifenila, 2-metoxi-5-metilanilina, 3,3'-dimetoxibenzidina, 4-cloroanilina e 3,3'-
diclorobenzidina apresentaram picos bem DEfinidos em fase mdével metanol/agua 70:30 (v/v) e
vazdo de 0,8 ml min"' classificadas como grupo I. As aminas 1,4-diaminobenzeno, 4,4'-
metilbenzeno-1,4-diamina, p-aminofenol, N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno, 2,5-dimetilanilina,
4.4'-metileno-bis-2-metilanilina e 4-cloro-2-metilanilina foram agrupadas no grupo Il, melhor
separadas em fase mdvel acetonitrila/agua 60:40 (v/v), vazdo 0,8 ml min™ e T= 40C. A
comparacao entre os detectores de arranjo de diodos (DAD) e eletroquimico (ED) foram
conduzidos nestas condi¢des otimizadas e curvas analiticas lineares foram construidas para
todas estas aminas entre 1 a 250 mg L™ (detector DAD = 230 nm) e 0,5 a 250 mg L™ (detector
ED - E, = +1,0V)), utilizando para isto a adigéo de 30 x 10 Mol L' do liquido idnico BMIm-NTf,
(1-butil-3-metilimidazolio de bis(trifluorometilsulfonil)imida). A adi¢cao do liquido ibnico promoveu
melhor separagdo e aumento na intensidade dos picos cromatograficos em ambos os
detectores. O limite de deteccdo das aminas por HPLC-DAD e HPLC-ED mostraram valores
entre 1,27 a 10,2 mg L™ e 1,33 a 6,04 mg L, respectivamente. O limite de quantificagdo das
aminas por HPLC-DAD e HPLC-ED mostraram valores entre 4,24 a 34,0 mg L"e 4,44 a 20,1
mg L™, respectivamente. A adigao do liquido iénico favoreceu a determinagdo das aminas por
ambos os métodos, mas houve melhor detec¢ao quando acoplado ao detector eletroquimico. A
modificagdo do detector eletroquimico no sistema HPLC foi investigado pelo recobrimento de
eletrodo de carbono vitreo com gel de nanotubos de carbono (5 mg) e liquido ibnico BMIm-NTf,
(100 pL). Neste detector alcangou-se limites de detecgédo e quantificagdo entre 0,72 a 2,56 mg
L' e 2,40 29,75 mg L™, respectivamente para as aminas de interesse. O sinal eletroquimico no
eletrodo modificado apresentou em média corrente 20% maior que no eletrodo de carbono
vitreo convencional usado como detector eletroquimico. O método HPLC-ED com eletrodo
modificado foi aplicado para andlise de 13 amostras de tonalizantes de cabelo, € 9 amostras de
agua natural. Em todas essas amostras foram detectadas aminas aromaticas. Um método de
UHPLC-MS/MS com pré-concentragao on line foi ainda desenvolvido para a detecgao das 23
aminas aromaticas em agua superficiais da cidade de Girona (Espanha) e Araraquara (Brasil),
estacao de tratamento de esgoto (entrada e saida) da cidade de Girona e Araraquara e agua
potavel. Curvas analiticas foram construidas para deteccdo das aminas nas respectivas
amostras e o método mostrou niveis de deteccdo da ordem de 0,97 a 52,8 pg mL™ para
deteccgdo offline e 0,81 a 44 pg mL™" para detecgdo online. Exceto para as amostras de agua
potavel que ndo mostraram ocorréncia de nenhuma amina estudada, todas as outras matrizes
mostraram a presenga de aminas aromaticas.

Palavras-chaves: Aminas Aromaticas, Corante de Cabelo, HPLC-DAD, HPLC-ED, UHPLC-
MS/MS
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ABSTRACT

This work investigates new analytical methods for analysis of aromatic amines selected
because of their toxicological and/or mutagenic properties in samples of environmental interest
using chromatographic techniques with various detectors. After optimization of chromatographic
conditions as aromatic amines: 4,4'-oxydianiline, aniline, 2,4-diaminotoluidina, 4,4'-
diaminobifenila, 4,4'-methylenebis-(2-chloroaniline), 3,3'-dichlorobenzidine, 2-
aminonaphthalene, 2-methylaniline, 2-methoxyaniline, 4,4'-diaminodiphenylmethame, 2-chloro-
4-nitroaniline, 4-aminobifenila, 2-methoxy-5-methylaniline, 3,3'-dimethoxybenzidine, 4-
chloroaniline and 3,3'-dichlorobenzidine showed well defined peaks in the mobile phase
methanol/water 70:30 (v/v) and a flow rate of 0.8 mL min™ classified as group I. The amines 1,4-
diaminobenzene, 4,4'-methylbenzene-1,4-diamine, p-aminophenol, N-monoacethyl-1,4-
diaminobenzene, 2,5-dimethylaniline, 4,4'-methylene-bis-2-methylaniline and 4-chloro-2-
methylaniline were grouped in group Il, best separated in the mobile phase acetonitrile/water
60:40 (v/v), flow rate 0.8 mL min™ and T = 40°C. The comparison between the diode array
detector (DAD) and electrochemical (ED) were conducted on these optimized conditions, linear
calibration curves were constructed for all these amines from 1 to 250 mg L™ (DAD detector =
230 nm) and 0.5 to 250 mg L-1 (detector ED - Ep = +1.0 V), using for this purpose the addition
of 30 x 10° mol L' of BMIm-NTf, ionic liquid (1-butyl-3-methylimidazolium-bis-
(trifluoromethylsulfonyl)imide). The addition of ionic liquid promoted better separation and
increase in the intensity of the chromatographic peaks in both detectors. The HPLC-DAD and
HPLC-ED detection limit of the amines showed values between 1.27 to 10.2 mg L™ and 1.33 to
6.04 mg L, respectively. The HPLC-DAD and HPLC-ED limit of quantification of the amines
showed values between 4.24 to 34.0 mg L™ and from 4.44 to 20.1 mg L™, respectively. The
addition of ionic liquid favors the determination of amines by both methods, but there were
better detection when coupled with electrochemical detector. The modification of the
electrochemical detector in HPLC system was investigated by coating of glassy carbon
electrode with carbon nanotube gel (5 mg) and ionic liquid BMIm-NTf, (100 pL). This detector
was reached limits of detection and quantification between 0.72 to 2.56 mg L™ and 2.40 to 9.75
mg L, respectively, for the amine of interest. The electrochemical signal modified electrode
showed the current average 20% higher than in conventional glassy carbon electrode used as
electrochemical detector. The HPLC-ED method with modified electrode was applied for
analysis of 13 samples of hair dye, and 9 natural water samples. In all these samples aromatic
amines were detected. A method UHPLC-MS/MS with preconcentration on line has yet been
developed for the detection of 23 aromatic amines in surface water of the city of Girona (Spain)
and Araraquara (Brazil), sewage treatment plant (input and output) the city of Girona and
Araraquara and drinking water. Analytical curves were constructed for detection of amines in the
respective samples and the method showed levels of detection in the range from 0.97 to 52.8
pg mL" for detection and offline from 0.81 to 44 pg mL™" for online detection. Except for the
drinking water samples that did not show any ocoréncia of amine studied , all other matrices
showed the presence of aromatic amines.

Keywords: Aromatic Amines, Hair Dye, HPLC-DAD, HPLC-ED, UHPLC-MS/MS
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metoxianilina; (T) 3,3'-dimetoxibenzidina; (U) 2-metilanilina; (V) 2-metilbenzeno-1,4- dlamlna ................... 63
Figura 6: Voltamogramas ciclicos registrados para a oxidagdo de 1,0 x 10° mol L de 14-
diaminobenzeno em metanol e liquido i6nico BMIm-BF, (1:1) (A); BMIm-NTf, (B); HMIm-PFs (C) sobre
eletrodo de carbono vitreo. Velocidade de varredura= 50 MV S . ..ccociiiciiiiininicsnnsnessesse s e s 69
Figura 7: Cromatogramas HPLC-DAD obtidos para 20uL da mistura dos padrées de aminas do grupo 1
em concentragdo de 50 mg L-1 em metanol, Fase mdével: metanol/agua 70:30 (v/v), A = 230nm, fase
LT E= 1o (o =T = T 2 I TR 72
Figura 8: Cromatograma HPLC-DAD a partir da inje¢cdo de 20uL da mistura dos padrées de aminas do
grupo | na concentragdo de 50mg L-1 em metanol utilizando BMIm-NTf, como aditivo a fase movel, A =
22 0] o T o RN 73
Figura 9: Cromatograma comparativo em 3D da aminas do grupo 1 na auséncia (curva B, vermelha) e
na presenga do liquido i6énico BMIm- Nng (curva A, preta) utilizando detecgdo de arranjos de dIOdOS
Fase movel: MeOH/agua + 30 mmol L™ de BMIm-NTf, 70:30 (v/v), T = 40°C, vazéo = 0,80mL min™"; fase
eStacioNAria C18, A = 230MNM. ..eicreririirererecnnsnisessrssessnssessesssssssssssssssssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssassassasessess 75
Figura 10: Esquema do mecanismo de separagao no interior da coluna cromatografica. ......ccceceeeeereuerenes 76
Figura 11: Grafico de corrente em fungéo do potencial aplicado na célula eletroquimica do sistema
HPLC-ED para as aminas aromaticas do grupo 1. 4,4'-oxidianilina, anilina, 2,4-diaminotoluidina, 3,3'-
dimetoxibenzidina, 4,4'-diaminobifenila, 4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina, 2-aminonaftaleno, 2-metilanilina,
2-metoxianilina, 4,4-diaminodifenilmetame, 3,3’-dimetilbenzidina, 2-cloro-4-nitroanilina, 4-aminobifenila,
2-metoxi-5-metilanilina, 4-cloroanilina e 3,3’-diclorobenziding.........ccccvecereriiernnreinninernnererere e 77
Figura 12: Cromatograma HPLC ED obtidos para 20uL da mistura dos padrdes de aminas do grupo |
em concentragdo de 50 mg L™ em metanol em eletrodo de carbono vitreo. Fase movel: metanol/agua
70:30 (v/v), E= +1,00V. T = 40°C, vazdao = 0,80 mL min”'; fase estacionaria C18.a: 4,4'-
diaminodifenilmetano; b: 4-cloroanilina; c: 2-metoxi-5- metllanlllna, d: 3,3-dimetilbenzidina; e: 24-
diaminotoluidina; f: 2-cloro-4-nitroanilina; g: 4,4-oxidianilina; h: anilina; i: 3,3'-diclorobenzidina; j: 4,4'-
diaminobifenila; k: 4-aminobifenila; I: 3,3'-dimetoxibenzidina; m: 2-metoxibenzidina; n: 2-metilanilina; o:
4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina; p: 2-aminonaftaleno. ......ccceeccerecerrrrerisserireercseesesesseseesssseesessnesesssssssssssssnes 78
Figura 13: Cromatograma HPLC- ED a partir da injecdo de 20uL da mistura dos padrdes de aminas do
grupo | na concentracéo de 50mg L em metanol utilizando BMIm-NTf, em eletrodo de carbono vitreo.
E= +1,00V Fase movel: MeOH/agua + 30 mmol L de BMIm-NTf, 70:30 (viv), T = 40°C, vazao = 0,80mL
min”; fase estacionaria C18.a: 4,4-diaminodifeniimetame; d: 3,3-dimetilbenzidina; c: 2-metoxi-5-
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metilanilina; b: 4-cloroanilina; e: 2,4-diaminotoluidina; f: 2-cloro-4-nitroanilina; g: 4,4-oxidianilina; k: 4-
aminobifenila; i: 3,3'-diclorobenzidina; j: 4,4'-diaminobifenila; h: anilina; I: 3,3'-dimetoxibenzidina; m: 2-
metoxianilina; n: 2-metilanilina; p: 2-aminonaftaleno; o: 4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina. .......ccccceeeeerenerens 78
Figura 14: Cromatograma comparativo em 3D das aminas do grupo 1 na auséncia (curva B, vermelha) e
na presenca do liquido idnico BMIm-NTf, (curva A, preta) utilizando DEteccgéo eletroquimica. Fase movel:
MeOH/agua + 30 mmol L™ de BMIm-NTf, 70:30 (v/v), T = 40°C, vaz&o = 0,80 mL min™"; fase estacionaria
CT8, E = 1,0V, ctreiiieceitretstsnretsnsestssssesssstessssssssssessssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssssnssssssnsssssssssnssssssnssssesassssasns 79
Figura 15: Cromatograma HPLC-DAD obtido para 20uL da mistura dos padrées de aminas do grupo 2
em concentragdo DE 50 mg L-1 em metanol, Fase mével: ACN/agua 60:40 (v/v), A = 230nm, T = 40°C,
vazdo = 0,80mL min™"; fase estacionaria C18. a: 2,5-dimetilanilina; b: 4-cloro-2-metilanilina; c: 1,4-
diaminobenzeno; d: p-aminofenol; e: 4,4-metileno-bis-2-metilanilina; f:  N-monoacetil-1,4-
diaminobenzeno; g: 2-metilbenzeno-1,4-diamina. ...t s 85
Figura 16: Cromatograma HPLC-DAD a partir da injecao de 20uL da mistura dos padrdes de aminas do
grupo Il em concentragdo de 50mg L-1 em metanol; Fase mével: ACN/agua + 30mM DE BMIm-NTf,
60:40 (v/v); vazdo: 0,80 mL min™"; fase estacionaria C18, & = 230NM. ....cweerrcrremssessssssessesssssssssssssssnsssnes 86
Figura 17: Cromatograma comparativo em 3D para o sistema HPLC-DAD das aminas do grupo Il na
auséncia de liquido i6nico (curva B, vermelha) e na presenga do liquido ibnico BMIm[Nsz] (curva A,
preta) utilizando deteccdo de arranjos de dIOdOS Fase moével: ACN/agua + 30 mmol L™ de BMIm-NTf,
60:40 (v/v), T =40°C, vazéo = 0,80 mL min’"; fase estacionaria C18, & = 230NM; c..vuurereeeeereesseseessesesas 87
Figura 18: Grafico DE corrente em fungdo do potencial aplicado na célula eletroquimica do sistema
HPLC-DE para as aminas aromaticas do grupo 2. 2,5-dimetilanilina; 4-cloro-2-metilanilina; 4,4'-metileno-
bis-(2-metilanilina); 1,4-diaminobenzeno; p-aminofenol; 2-metilbenzendo-1,4-diamina, N-monoacetil-1,4-
Lo TE=T o g1 Te] oT=T g =1 o o N 88
Figura 19: Cromatograma HPLC ED obtidos para 20uL da mistura dos padrdoes de aminas do grupo Il
em concentragéo de 50mg L™ em metanol, Fase movel: ACN/agua 60:40 (v/v), E= +1,00V, T = 40°C,
vazdo = 0,80 mL min™"; fase estacionaria C18. a: 2,5-dimetilanilina; b: 4-cloro-2-metilanilina; c: 1,4-
diaminobenzeno; d: p-aminofenol; e: 4,4-metileno-bis-2-metilanilina; f:  N-monoacetil-1,4-
diaminobenzeno; g: 2-metilbenzeno-1,4-AiaminNa. ...cccecceereinrersreneneniseissnscsnsssssssesssnsssssssssssssssssessssssassssssssaesss 89
Figura 20: Cromatograma HPLC-DE a partir da injecdo DE 20uL da mistura dos padroes DE aminas do
grupo 2 em concentragdo DE 50mg L-1 em metanol, E= +1,00V; Fase mével: ACN/agua + 30mM DE
BMIm-NTf, 60:40 (v/v); vazao: 0,80 mL mMin™"; fase eStacionAria C18. ...ereeesssesesssssssssessssssssssssssaees 89
Figura 21: Cromatogramas comparativos em 3D para o sistema HPLC-ED das aminas do grupo Il na
auséncia de liquido ibnico (curva B, vermelha) e na presenca do liquido |on|co BMIm[NTf,] (curva A,
preta) utilizando deteccao eletroqulmlca Fase moével: ACN/agua + 30 mmol L™ de BMIm-NTf, 60:40
(v/v), T=40°C, vazao = 0,80mL min’"; fase estacionaria C18, E = +1,0V. wvrveeeeeneessessssssssssssssssssssssssens 90
Figura 22: Cromatograma obtido da injecdo de 20uL de solugédo de tonalizante de cabelo comercial
masculino preto da marca X em HPLC-DE para o grupo |. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-
NTf, 70:30 (v/v), E= + 1,00V; a) 4,4-diaminodifenilmetano; b) 2,4-diaminotoluidina; c) 4,4’-oxidianilina; d)
4-aminobifenila; e) anilina; f) 4,4-metileno-bis-2-Cloroaniling........cceccecireeenrinensenneeninseesessrsseessseseesssesesssesseens 95
Figura 23: Cromatograma obtido apds inje¢do de 20uL de solugéo de tonalizante de cabelo comercial
masculino preto da Marca X em HPLC-ED para o grupo Il. Fase mével: ACN/agua + 30 mM de BMIm-
NTf, 60:40 (v/v), E= + 0,80V; g) 4-cloro-2-metilanilina; h) 2-metilbenzeno-1,4-diamina.......ccccceereeerereerenes 96
Figura 24: Cromatograma obtido apds injegcdo de 20uL de solugdo de tonalizante de cabelo comercial
masculino loiro da marca Y em HPLC-ED para o grupo 1. Fase moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-
NTf, 70:30 (v/v), E= + 0,80V; a) 4,4-diaminodifenilmetano; b) 2,4-diaminotoluidina; ¢) 4,4’-oxidianilina; d)
aniling; e) 4,4-metileno-biS-2-ClOr0aniliNa.......cccceererrersriereesresssnsssreesessessssssssssssssassssssssasssassssssssssssasssasssssssses 97
Figura 25: Voltamogramas ciclicos registrados para a oxidacdo de 50 mg L-1 de 2-metilanilina sobre
eletrodo de carbono vitreo sem modificagdo (curva a, preta) e apds modificagdo com nanotubos de
carbono e liquido i6bnico BMIm-NTf, (curva b, vermelha) em meio de metanol/BMIm-NTf, 30mM

utilizando fio de Ag como referéncia.Velocidade de varredura (v) = 50 mV ST erererreeserss s asssassassans 102
Figura 26: Voltamograma ciclico da oxidagdo de Fc/Fc* sob eletrodo de carbono vitreo sem modificagéo
(curva vermelha) e com modificagédo (curva azul) em meio de Metanol/BMIm-NTf, 30mM. Velocidade de

VAITEAUA (V): 50 MV S cureeitseseesesssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssassssssasssssssssssssssssssasssassssssasses 103
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Figura 27: Variagdo da corrente em fungdo do potencial aplicado para oxidagdo de 50 mg L de 2-
metilanilina sobre eletrodo de carbono vitreo apds modificagdo com gel de nanotubos decarbono e
liquido i6bnico BMIm-BF,; curva vermelha: sem modificagcdo em meio de liquido idnico BMIm-NTf,; curva
preta: modificado em meio de metanol liquido idbnico BMIm-NTf,; fase mével: Metanol/agua 70:30 (v/v) +
30mMM de BMIM-NTFg; T = 40°C. ..ceceeererrererersrrseeeesseessesseessessesssssssesssssessessssssesssessessssssessasssessasssessasssesssssasssessans 106
Figura 28: Cromatograma HPLC-ED obtido para a injegdo de 20uL da solugdo padrdo das aminas do
grupo |, sob eletrodo modificado com gel de nanotubos de carbono e BMIm-NTf,. Fase movel:
MeOH/agua + 30 mM DE BMIm-NTf,, vazao: 0,80 mL min™. E = F0,80V. ueeeeireirereerccrneeere et eneeeseenas 107
Figura 29: Cromatograma comparativo em 3D das aminas do grupo 1 sem modificagdo (curva B,
vermelha) e com modificagdo (curva A, preta) utilizando detecgdo eletroquimica. Fase movel:
MeOH/agua + 30 mmol L™ de BMIm-NTf, 70:30 (v/v), T =40°C, vazado = 0,80mL min™"; fase estacionaria
C18, E = 40,80V, cuiiiiriiiiiiininiiisiniissisisssestissistsssssstssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssnssssssssssass 108
Figura 30: Variacao da corrente em fungédo do potencial aplicado para oxidagdo de 50 mg L-1 de 2,5-
dimetilanilina sobre eletrodo de carbono vitreo ap6s modificagdo com gel de nanotubos de carbono e
liquido ibnico BMIm-BF,4; Curva vermelha: sem modificagdo em meio de liquido idnico BMIm-NTf,; Curva
preta: modificado em meio de metanol liquido ibnico BMIm-NTf,; fase mével: ACN/agua 60:40 (v/v) +
30mM DE BMIM-NTf,; T = 40°C, E= +0,80V..cconiiviiiiiinininininssisessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssass 111
Figura 31: Cromatograma HPLC-ED obtido para a inje¢do de 20uL da solugdo padrao das aminas do
grupo Il. Fase mével: ACN/agua + 30 mM de BMIm-NTf, 60:40 (v/v). a: 2,6-dimetilanilina; b: 4-cloro-2-
metilanilina; c¢: 4,4-metileno-bis-2-metilanilina; d: 1,4-diaminobenzeno; e: p-aminofenol; f. 2-
metilbenzeno-1,4-diamina; g: N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno. Vazao: 0,80 mL min'1; E =+0,80V...112
Figura 32: Cromatograma comparativo em 3D das aminas do grupo Il sem modificagdo (curva B,
vermelha) e com modificagao (curva A, preta) utilizando detecgao eletroquimica. Fase mével: ACN/agua
+ 30 mmol L' de BMIm-NTf, 60:40 (v/v), T = 40°C, vazao = 0,80mL min'1; fase estacionaria C18, E =
F0,80V. cereerteeerntrseeetrsreerssseestsssesssstessessssssesssassesssassesssastasses s e ae s s e s e e e R e e e E e e s e e R e e e R e e e ae e e e aeese s e e ansreasans 113
Figura 33: Cromatograma obtido da injecao de 20uL da amostra de agua do rio Tieté na cidade de Tieté
antes do descarte da Estagdo de tratamento de Esgoto em HPLC-ED com eletrodo modificado para o
grupo |. Fase movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, 70:30 (v/v), E= + 0,80V; a) 4,4'-
diaminodifenilmetano; b) 3,3'-dimetilbenzidina; ¢) 4-cloroanilina; d) 2,4-diaminotoluidina; e) 2-cloro-4-
nitroanilina; f) 4-aminobifenila; g) 4,4'-diaminobifenila; h) anilina. .....c.ceveniniininnninnn, 116
Figura 34: Cromatograma obtido da injecdo de 20uL da amostra de agua de lavagem da marca X,
coloragéo preta em HPLC-ED com eletrodo modificado para o grupo |. Fase mével: MeOH/agua + 30mM
de BMIm-NTf, 70:30 (v/v), E= + 1,00V; a) 2,4-diaminotoluidina; b) 4,4'-oxidianilina; ¢) 4-aminobifenila; d)
=Y 0] - 120
Figura 35: Cromatograma obtido da injecdo de 20uL da amostra de agua de lavagem da marca X,
coloragéo preta em HPLC-ED com eletrodo modificado para o grupo 2. Fase mével: ACN/agua + 30 mM
de BMIm-NTf, 60:40 (v/v), E = + 0,80V. a) 4-cloro-2-metilanilina; b) 1,4-diaminobenzeno; c) 2-

MEtIDENZENO0-1,4-AIAMING...cciiiciiiririirtriierieeisneresnesesresesasssssnessssnesssanssssasssssasssssnssssanssesanssssasssssnessssnesasanass 120
Figura 36: Curva analitica obtida para 2,5-dimetilanilina em metanol, em agua potavel, efluente (entrada
da estagdo de tratamento de esgoto) e influente (saida da estagéo de tratamento de esgoto). .............. 128

Figura 37: % de recuperagdo das aminas aromaticas em agua potavel. a) anilina; b) 2-metilanilina; c)
1,4-diaminobenzeno; d) 4-aminofenol; e) 2,5-dimetilanilina; f) 2,4-diaminotoluidina; g) 2-metilbenzeno-
1,4-diamina; h) 2-metoxianilina; i) 4-cloroanilina; j) 2-metoxi-5-metilanilina; k) 4-cloro-2-metilanilina; I) 2-
aminonaftaleno; m) N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno; n) 4-aminobifenila; o) 4,4'-diaminobifenila; p) 4,4'-
diaminodifenilmetano; q) 4,4'-oxidianilina; r) 3,3'-dimetilbenzidina; s) 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina; t)
3,3'-dimetoxibenzidina; u) 3,3'-diclorobenzidina; v) 2-cloro-4-nitroanilina; x) 4,4'-metilene-bis-2-
Lo L0 (0T a1 11 = O 129
Figura 38: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdo de 2,4-diaminotoluidina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.

Figura 39: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20puL da solugéo
padréo de 2-cloro-4-nitroanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.
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Figura 40: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugéo
padrdo de 2-metoxi-5-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”', fase estacionaria: C18.

Figura 41: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdo de 2-aminonaftaleno solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”, fase estacionaria: C18.

Figura 42: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo DE 20uL da
solugéo padrao de 3,3'-diclorobenzidina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1 Fase
moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazédo: 0,80 mL min”', fase
LT E= T3] = = A O 159
Figura 43: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdo de 3,3'-dimetilbenzidina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min”', fase estacionaria: C18.

Figura 44: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrédo de 4,4'-diaminodifenilmetano solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1 Fase
mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazado: 0,80 mL min™', fase
LT P=Ted o =TT A O TR 160
Figura 45: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegcdo de 20uL da solugao
padréo de 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1 Fase
moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazado: 0,80 mL min™', fase
Lo Pz Ted o =TT A O TSP 160
Figura 46 Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo DE 20pL da solugéo
padrao de 4-aminobifenila solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1. Fase modvel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazédo: 0,80 mL min”', fase estacionaria: C18.

Figura 47: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdao de 4-cloroanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o ,9rupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18

Figura 48: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padréo de anilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua +
30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18. .....veeveevernnes 162
Figura 49: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢cado de 20uL da solugcéo
padrao de 4,4'-diaminobifenila solubilizada em metanol em HPLC-DAD para 0 grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.

Figura 50: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdao de 2-metoxianilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para 0_grupo 1. Fase modvel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18

Figura 51: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdo de 2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vaz&o: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.

Figura 52: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugao
padrdo de 4,4'-oxidianilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1. Fase modvel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”, fase estacionaria: C18.

Figura 53: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢ao de 20uL da solugéo
padrao de 3,3'-dimetoxibenzidina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1. Fase mével:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™, fase estacionaria: C18.
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Figura 54: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugéo
padrdo de 2,5-dimetilanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 2. Fase movel:
ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min”', fase estacionaria: C18.

Figura 55: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugéo
padrao de 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para 0 grupo 2. Fase
mével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf; (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”, fase estacionaria:

Figura 56: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢cdo de 20uL da solugéo
padrado de 4-cloro-2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 2. Fase moével:
ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”, fase estacionaria: C18.

Figura 57: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdo de N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 2.
Fase movel: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min™", fase
LT E= Lo o =T = A 2 O 166
Figura 58: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrédo de p-aminofenol solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 2. Fase mével: ACN/agua
+ 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazéo: 0,80 mL min”', fase estacionaria: C18. .....coe..eeen. 167
Figura 59: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢cao de 20uL da solugao
padrdo de 1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em HPLC-DAD para 0 grupo 2. Fase mével:
ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.

Figura 60: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdo de 2-metilbenzeno-1,4-diamina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para 0 grupo 2. Fase
mével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”', fase estacionaria:

Figura 61: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrao de 2,4-diaminotoluidina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.

Figura 62: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegéo de 20uL da solugéo
padrdo de 2-cloro-4-nitroanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.

Figura 63: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL da solugéo
padrao de 2-metoxi-5-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1. Fase moével:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.

Figura 64: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdo de 2-aminonaftaleno solubilizada em metanol em HPLC-ED para 9 grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vaz&o: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.

Figura 65: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdo de 3,3'-diclorobenzidina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vaz&o: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.

Figura 66: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢ao de 20uL da solugao
padrdo de 3,3'-dimetilbenzidina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”, fase estacionaria: C18.

Figura 67: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugéo
padrao de 4,4'-diaminodifenilmetano solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min”, fase estacionaria: C18.
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Figura 68: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugéo
padréo de 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo ‘I Fase
movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min”, fase
LTS = Lo o T=T = O I 172
Figura 69: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL da solugao
padrdo de 4-aminobifenila solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”, fase estacionaria: C18.

Figura 70: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugao
padrdo de 4-cloroanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1. Fase movel: MeOH/agua
+ 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazéo: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18. ......cccc.uu.... 173
Figura 71: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdo de anilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1. Fase movel: MeOH/agua +
30mM de BMIm-NT#, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18. .....cecouverrennn. 173
Figura 72: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegéo de 20uL da solugéo
padrao de 4,4'-diaminobifenila solubilizada em metanol em HPLC-ED para O grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.

Figura 73: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢ao de 20uL da solugao
padrdao de 2-metoxianilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o _grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.

Figura 74: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdo de 3,3'-dimetoxibenzidina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vaz&o: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.

Figura 75: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugéo
padrao de 2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua
+ 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18. ......veeenen. 175
Figura 76: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdo de 4,4'-oxidianilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”™", fase estacionaria: C18

Figura 77: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL da solugéo
padrdao de 2,5-dimetilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para 9 grupo 2. Fase moével:
ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™', fase estacionaria: C18.

Figura 78: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugéo
padrdo de 4,4'-metileno-2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para 0 grupo 2. Fase
movel: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazéo: 0,80 mL min™, fase estacionaria:

Figura 79: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugéo
padrdo de 4-cloro-2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para 0 grupo 2. Fase movel:
ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”', fase estacionaria: C18.

Figura 80: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢ao de 20uL da solugao
padrdo de N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 2.
Fase moével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min™", fase
LTS = Lo o] g T= T E= O I TR 178
Figura 81: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdo de p-aminofenol solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 2. Fase mével: ACN/agua +
30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vaz&o: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18. .....ceeeeeeeenen. 178
Figura 82: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugéo
padrdo de 1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 2. Fase movel:
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ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”, fase estacionaria: C18.

Figura 83: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugao
padrdo de 2-metilbenzeno-1,4-diamina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 2. Fase
mével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf; (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”, fase estacionaria:

Figura 84: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugéo
padrdo de 2,4-diaminotoluidina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado com gel
de nanotubos de carbono e liquido i6nica para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-
NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min~", fase eStacioNAnia: C18...eceseesesssssssssssssssssssssssanns 180
Figura 85: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegéo de 20uL da solugéo
padrédo de 2-cloro-4-nitroanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado com gel
de nanotubos de carbono e liquido i6nica para o grupo 1. Fase movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-
NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min~", fase eStacioNAnia: C18...eeeeesssssssssssssssssssssssssans 180
Figura 86: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegéo de 20uL da solugéo
padrdo de 2-metoxi-5-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado com
gel de nanotubos de carbono e liquido idnica para o grupo 1. Fase movel: MeOH/agua + 30mM de
BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™', fase estacionaria: C18. ..eeversseesessessesnes 181
Figura 87: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugao
padrao de 2-aminonaftaleno solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado com gel de
nanotubos de carbono e liquido idnica para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf,
(70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL mMin™", fase eStacionAria: C18. .eeeeesesssssesssssssssssssssssssssans 181
Figura 88: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrao de 3,3'-diclorobenzidina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado com gel
de nanotubos de carbono e liquido iénica para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-
NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min", fase eStacionaria: C18.....weeruneesssemesssssssssssannes 182
Figura 89: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢cdo de 20uL da solugao
padréo de 3,3'-dimetilbenzidina de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase moével: MeOH/agua +
30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18. .....veveevernnes 182
Figura 90: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrao de 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido idnica para o grupo 1. Fase movel: MeOH/agua +
30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18. .....veeveereennes 183
Figura 91: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegcdo de 20uL da solugao
padrdao de 4-aminobifenila solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado com gel de
nanotubos de carbono e liquido idnica para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf,
(70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase eStacionaria: C18. ......eceseessessssssssssssssssssssssseses 183
Figura 92: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdao de 4-cloroanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado com gel de
nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf,
(70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min'1, fase estacionaria: C18. ....ccvveivrirreerncireeereccrneeeeessneeeecsssnees 184
Figura 93: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢cdo de 20uL da solugao
padrdo de 4,4'-diaminodifenilmetano solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado
com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de
BMIm-NTf; (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min'1, fase estacionaria: C18. .....cecvveeeercrrrenerecsrnnennnn. 184
Figura 94: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugao
padrao de anilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado com gel de nanotubos
de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30)
(v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL MIN", fASE ESLACIONANA: CT8.ureueeeereereeereeseseeseseeseesessessesessesssssssesessnsensessens 185
Figura 95: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da solugéo
padrdo de 4,4'-diaminobifenila solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado com gel
de nanotubos de carbono e liquido i6nica para o grupo 1. Fase moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-
NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min~", fase eStacioNAnia: C18...wceseessssssssssssssssssssssssans 185
Figura 96: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegéo de 20uL da solugéo
padrédo de 2-metoxianilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado com gel de
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nanotubos de carbono e liquido iénica para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM DE BMIm-NTf,
(70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™, fase estacionaria: C18. ... eceeesessessssssssssssssssssssssens 186
Figura 97: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugéo
padrado de 3,3'-dimetoxibenzidina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado com
gel de nanotubos de carbono e liquido iénica para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de
BMIm-NTf; (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min'1, fase estacionaria: C18. .....cccvvceeerecrrreeerecsrnneenn. 186
Figura 98: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da solugéao
padrdo de 2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado com gel de
nanotubos de carbono e liquido idnica para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf,
(70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18. ...weeeeeesssessssssssssssssssssssens 187
Figura 99: Curva analitica obtida a partir do cromatograma corresponDEnte a inje¢do DE 20uL da
solucdo padrao 4,4'-oxidianilina solubilizada em metanol em HPLC-DE com eletrodo modificado com gel
DE nanotubos DE carbono e liquido idnica para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM DE BMIm-
NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min~", fase eStacioNANia: C18...eceeesnssssssssssssssssssssssanes 187
Figura 100: Curva analitica obtida a partir do cromatograma corresponDEnte a injecdo DE 20uL da
solugéo padrdo DE 2,5-dimetilanilina solubilizada em metanol em HPLC-DE com eletrodo modificado
com gel DE nanotubos DE carbono e liquido iénica para o grupo 2. Fase movel: ACN/agua + 30mM DE
BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18. ..eeversesserssssesnes 188
Figura 101: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL da
solugéo padréo de 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido idnica para o grupo 2. Fase movel: ACN/agua +
30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min', fase estacionaria: C18. .....veereeveennes 188
Figura 102: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da
solucédo padrao de 3-cloro-2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado
com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 2. Fase movel: ACN/agua + 30mM de
BMIm-NTf; (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”, fase estacionaria: C18. .......eeeeeeesseseeseens 189
Figura 103: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da
solugdo padrdo de N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em HPLC-ED com
eletrodo modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido iénica para o grupo 2. Fase mével:
ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™', fase estacionaria: C18.

Figura 104: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL da
solugdo padrao de p-aminofenol solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado com gel
de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 2. Fase movel: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf,
(60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL mMin", fase estacionAria: C18. ..eeeeeenessssesssssssssssssssssssssens 190
Figura 105: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL da
solugéo padréao de 1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado
com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 2. Fase mével: ACN/agua + 30mM de
BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™', fase estacionaria: C18. ..eeeeveeeeesesssssesnes 190
Figura 106: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL da
solugéo padréo de 2-metilbenzeno-1,4-diamina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido idnica para o grupo 2. Fase mével: ACN/agua +
30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vaz&o: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18. .....ceeeeeeeenen. 191
Figura 107: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da
solugdo padrao de 2,4-diaminotoluidina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL 2110 S 191
Figura 108: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢ao de 20uL da
solugdo padrdao de 2,5-dimetilanilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazd0: 0,20 ML MIN ™. ...eerreerereeireissesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 192
Figura 109: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL da
solucdo padrdo de 2-cloro-4-nitroanilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL TN oot eeseeseeeeseseesesseseseessssaseasessaseasesesssesseassssessassases 192
Figura 110: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da
solugdo padrdo de 2-metoxi-5-metilanilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL 2110 S 193
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Figura 111: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da
solucdo padrao de 2-naftilamina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase mével: MeOH/agua
gradiente, T=40°C, vaza0: 0,20 ML MIN™". wvreerrrreereressessssessessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasses 193
Figura 112: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL da
solugdo padrao de 3,3'-diclorobenzidina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazd0: 0,20 ML MM .v.ruerrerereessessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 194
Figura 113: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da
solucdo padrdo de 3,3'-dimetilbenzidima solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase moével:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazdo: 0,20 mL TN e teeeeeseeseesesesessessessssesssssasessesssssssessesssssssessesssessenseaes 194
Figura 114: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da
solugdo padrao de 4,4'-diaminodifenilmetano solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL 2110 S 195
Figura 115: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL da
solugéo padrao de 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
moével: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL 31110 S 195
Figura 116: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da
solugcdo padréo de 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
mével: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazdo: 0,20 mL TN oot eeeeeeeeeeeseeseeseasessessessesseeseeseseaseasensensens 196
Figura 117: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da
solucdo padrao de 4,4-oxidianilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL 2110 S 196
Figura 118: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL da
solugdo padrédo de 4-aminobifenila solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL 2110 S 197
Figura 119: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢ao de 20uL da
solugdo padrao de 4-cloro-2-metilanilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase moével:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazd0: 0,20 ML MIN ™. ..veerrereieeessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 197
Figura 120: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da
solugéo padrao de 4-cloronilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel: MeOH/agua
gradiente, T=40°C, vaza0: 0,20 ML MIN™". w.ivurreeeesemssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssens 198
Figura 121: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecao de 20uL da
solucdo padrédo de anilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase moével: MeOH/agua
gradiente, T=40°C, vaza0: 0,20 ML MIN™". wvrierrereesessessessssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssasses 198
Figura 122: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL da
solugdo padrao de 4,4'-diaminobifenila solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase modvel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL 211 S 199
Figura 123: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecao de 20uL da
solucdo padrdo de N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vaz&0: 0,20 ML MIN™". w.euvuireieereeesssessssssssssssssssssssssssssssssens 199
Figura 124: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL da
solucdo padrao de 2-metoxianilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase modvel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL 2110 S 200
Figura 125: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL da
solugdo padrdo de 3,3'-dimetoxibenzidina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase moével:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL 2110 200
Figura 126: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da
solucdo padrao de 2-metilanilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase mével: MeOH/agua
gradiente, T=40°C, vazdo: 0,20 mL PN oo et e seaseeeeesesssesessseeseseasenseasensessensenseesensssseseseaseasensensensenses 201
Figura 127: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da
solugéo padrdo de p-aminofenol solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase mével: MeOH/agua
gradiente, T=40°C, vaza0: 0,20 ML MIN™". w.ivurreeeeressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 201
Figura 128: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL da
solugdo padrdo de 1,4-diaminobenzidina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL 1111 202
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Figura 129: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL da

solucdo padrdo de 2-metilbenzeno-1,4-diamina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL N e ersessssssssesssssesssssssssssssssssssassssssaes 202

IQ-UNESP-ARARAQUARA XXiv



LIZIER, T.M.

indide de Esquemas

Esquema 1: Fluxograma representativo dos pontos de coleta de amostras de agua do Rio Tieté na
(o1Te b= o[- X o [T 1= (=TRSOOSR 117

IQ-UNESP-ARARAQUARA XXV



LIZIER, T.M.

indice de Tabela.

Tabela 1: Estruturas das aminas aromaticas estudas, e seus respectivos CAS, pKa e classificagao IARC.

.................................................................................................................................................................. 35
Tabela 2: Potencial de oxidagéo e redugao obtido de voltamogramas registrados para 1,0x107 mol L
das aminas estudadas em meio de cloreto de litio sobre eletrodo de carbono vitreo. v =50 mV s™. ...... 67
Tabela 3: Pardmetros voltamétricos obtidos dos voltamogramas correspondentes a oxidagdo das aminas
aromaticas. Velocidade de 50 mV s™'. Eletrélito: metanol + 30 mmol L™ do [{o]V]Te [o]To] a]le7o H— 70
Tabela 4: Pardmetros otimizados para HPLC. ... e 71
Tabela 5: Intensidades para o sistema sem e com liquido ibnico para os detectores de arranjos de
diodos (DAD) e detector eletroquimico (ED) para aminas classificados no grupo l......cccccceeerrrrccseereennnnas 80

Tabela 6: Parametros analiticos para as aminas aromaticas do grupo 1 para HPLC-DAD e HPLC-DE.
Fase moével: MeOH/agua 70:30 + 30mM DE BMIm-NTf; (v/v); T =40°C; A = 230nm ou E = +1,00V....... 81
Tabela 7: Parametros analiticos das aminas aromaticas do grupo 1 calculados a partir da curva analitica

para HPLC-DAD e HPLC-ED. Fase moével: MeOH/agua 70:30 + 30mM DE BMIm-NTf, (v/v); T = 40°C; A

= 230NM OU E = 71,00V . ceuuiiieiiieeirensiimesirsnssressssrsssssssssssssssensssessssessssssssssensssssssssenssssassssesssssnssssensssennssren 84
Tabela 8: Intensidades para o sistema sem e com liquido ibnico para os detectores de arranjos de
diodos (DAD) e detector eletroquimico (DE) para as aminas aromaticas do grupo ll.....cccceevveevieccccccnnnes 91

Tabela 9: Parametros das curvas analiticas correspondentes aos cromatogramas HPLC-DAD e HPLC-
ED para as aminas aromaticas do grupo |l. Fase mével: ACN/agua 60:40 + 30mM DE BMIm-NTf, (v/v); T
= 40°C; A = 230NM 0U E = 1,00V, ciiiiicceeerieiiisceneeeessssssssseee s s ssssssssee s sssssssssseesssssssssesessassssssssessssssnnnsnennsnsan 92
Tabela 10: Parametros analiticos e cromatograficos das aminas aromaticas do grupo Il calculados a
partir da curva analitica para detec¢do de arranjos de diodos e eletroquimico. Fase mével: ACN/agua
60:40 (v/v) + 30mM de BMIM-NTfy; T = 40°C; L = 230nmM ou E= +1,00V. .corrrreeceierrerrrscsmeeeeees s smeeeeeennnas 94
Tabela 11: Aminas aromaticas encontradas nos produtos comerciais masculinos e femininos............... 929
Tabela 12: Potencias de oxidacdo e respectivas correntes anddicas para oxidagcdo de aminas sobre
eletrodo de carbono vitreo sem e com modificagdo com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnico
BMIm-NTf, em meio metanol/BMIm-NTf, Antes e apods corregdo do potencial em relagdo ao sistema
F O/ G cetrueeteuetrsesesseesss et s e sae e s s ae e e se e s e e sa e s e s e Re e e Re e e Re e e R e RE e A e R e R e RE R e Re R e R e e e Re s e ReREeReReeReRe R e ReeReae s eRenneaenrnaan 104
Tabela 13: Parametros das curvas analiticas das aminas aromaticas classificadas no grupo 1 para
HPLC-ED, utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado. Fase mével: MeOH/agua 70:30 + 30mM de
BMIM-NTf, (V/V); T =40°C; E = +0,80V. coriiiiiceieriirirreerre s ssssssss e ssssssss s s s ssssssss s s s ssssssns e s sssssssss s s s ssnsns 108
Tabela 14: Parametros analiticos obtidos por HPLC-ED das aminas aromaticas do grupo 1 calculados a
partir da curva analitica. Fase mével: Metanol/agua + 30 mM DE BMIm-NTf, 70:30 (v/v); T = 40°C; E =

F0,80V . cetieiiisissnrreriissssnrr e e s raa s s s nrrerraa s e s nrerraaaasanEeeeeaassaaREeeeeaaesaaREEeeeeaeesannEeeeeeeeesanEeneeeeeeaanneeeeeeessannnnneen 110
Tabela 15: Parametros da curva analitica para as aminas aromaticas do grupo 2 para HPLC-ED. Fase
movel: ACN/agua 60:40 + 30mM de BMIM-NTf;, (v/v); T = 40°C; E = +0,80V. ..eerrrrrrrcererrerrrsssmnrreresnnnes 113

Tabela 16: Parametros analiticos das aminas aromaticas do grupo Il calculados a partir da curva
analitica. Fase moével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, 60:40 (v/v), T = 40°C, Vazédo = 0,80 mL min™";

fase estacionaria C18, E = 10,80V, ..iiieuiiiiiieeiiiiireeiirirsnsssrrrsnssssrrenssssrrsnsssssesnssssssesnnsssssesnnsssssesnnssssrens 114
Tabela 17: Aminas aromaticas encontradas nas amostras de agua coletadas no rio e em estagao de
tratamento de eSgOoto € tOrNEIra. ...eeeieiiiiiiirrr i —————— 119
Tabela 18: Aminas aromaticas encontradas nas amostras de agua de lavagem das tinturas comerciais.
................................................................................................................................................................ 122
Tabela 19: ion molecular, fragmentos e energia DE colisdo das aminas aromaticas. .........eeeveeeesesenns 124
Tabela 20: Parametros analiticos obtidos a partir da curva analitica para o método on line e off line
ET=TaTe Lol aaT=] e= T ToT I eto] g qTo JR=T0] 1Y =T o | (= N 127
Tabela 21: Recuperacéo das aminas aromaticas nas amostras ambientais. .......ccceevvvrrrrrrreecmmmcssnnnnenns 130
Tabela 22: Parametros analiticos (limite detec¢do e quantificagdo) obtido para o método off line. ....... 131
Tabela 23: Parametros analiticos (limite de detec¢ao e quantificagdo para o método) obtido para método
Lo T L= (01 I 131
Tabela 24: Aplicagdo do método on line (EQUAN) para amostra real de Araraquara/SP/Brasil e
Girona/Catalonia/ESPANNA. ..ucciccccceciessrsmnnecreerrierrerr s rr s e e s s esssss s s s s s s sssmssmmsnne s e e e e e aeeeeeeeessensanasnssnnssnnnnnn 134

IQ-UNESP-ARARAQUARA XXVi



LIZIER, T.M.

Tabela 25: Dados de toxicidade das aminas aromaticas pelo teste de MICrotoX. ....cccccvccvmrnriinssisennnnnns 137

IQ-UNESP-ARARAQUARA Xxvii



LIZIER, T.M.

Sumario
L. INTrOTUGAO ..ovveeeereiiiiiiiiiiiiisnnneeeetteeeesssssssssnnnseesessesssssssssssssssssessssssssssssssssnnnsssssssssssssssssssnnnnsesssssssssssssssnnnnnssssnsnss 31
1.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detec¢Go EICtroqUIMICQ ............eeeeeeeeeeeeecciiiiiiieiaaeeeeeeeeeieinnns 37
.2, LIQUIOS TONICOS ...ttt ettt e et e et e ettt e e ettt e e e ettt e e e et e e e e st e e e e aarnes 39
1.3. Aplicagdo de Liquidos I6nicos em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detecgdo Eletroquimica. .... 43

1.4. Modificagdo da Superficie do Eletrodo de Carbono Vitreo com Gel de Nanotubos de Carbono e Liquidos

JONUCOS. ..ottt ettt ettt et e ettt at et ettt e et e e ettt e ettt e aat e e ettt e etbeeetteesteeea 45
1.5. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de Espectrémetria de Massas (HPLC-MS/MS) ......... 47
2. ODJELIVO ceeeeeeeeiciceecieetttiieieeeesesssnnneeeeeeeeseseessssssssssseeeeeesassssssssssssnsseeesessessssssssssssnssesssssssessssssssssnnsesasasesesssssssssnnnnne 50
3. Parte EXPerimeEntal .......ciiiiiiiiiiiiinennniiiiiiiiiiiisesseneiiiiiiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnns 51
3.1, EQUIDAIMENTOS. ......ccoeeeeeeeeeeeeiiiieeeettee e e e e e e e e e e e e e et ettt e s s s s s e s s e e s e eaaaaeseeaestetttssbbssssssssssssssaaasaasansnens 51
3.2, REAGENLES € SOIUGOES. ..ccceceeeeeeeeeeee e e ettt e e e e e e e e ettt et e e e e e e e e sataaassaaaaaaaaeeeaassssssssssssaaaaaaaaaaans 52
3.2.1. FOrtifiCACAO AQS AMOSEIAS. ........ueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e ettt e e e e e e e e e e ettt e e aaaaeeeeesesttsssssaraaaaaaaaaans 52
3.3. Procedimento para caracterizagéo voltamétrica das aminas aromdticas de interesse ..............ccccccvveeeeeennn.. 53
3.4. Andlises das Aminas Aromdticas por HPLC/DAD € HPLC/ED ...........cccccuueeeeeieieeeeeeciieeeeeiiveeeeesiveeeeesissenaaenans 54
3.5. Eletrodo Modificado com Gel de Nanotubos de Carbono e Liquido 10NiCO ..............oeeveeeeeeeeeecciiiiiviiraaaeeaannn. 55
3.6. Correcdo do Potencial DE Oxidagdo das Aminas Aromdticas utilizando o Sistema Fc/Fc* (Ferroceno) .......... 56
3.7 UHPLC-MS/MIS .ottt ettt ettt et e et e et e st e et e bt e bt e sateeteenaeeaaneeas 56
3.8. Teste de Toxicidade para os Padrées de Aminas ArOMGLICAS. ............eeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeciiaeeeeraaaaaaeeen 57
3.9. Andlise de Aminas Aromdticas em Amostra de Tonalizante de Cabelo Comercial Masculino........................ 58
3.10. Andlise de Aminas Aromdticas em Amostras de Corante de Cabelo Comercial Feminino............................ 58
3.11. Analise de Aminas Aromdticas em Amostras de AGUA NGLUIG] .............cccceueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeas 59
3.12. Andlises de Aminas Aromdticas em Amostra de AQUA NGEUFG ...............c...cceeveveeereeeeerereeeererereeseeeseeaeane, 60
4. ReSUITAd0S € DISCUSSA0 ..uueeieueiiiueiisineiisreiistiiisstissssessssesssstessssssssssesssssesssssesssssesesseessssssssssesssssesssssessssssssssssssnnes 61
4.1. Oxidagdio Voltamétrica das AmMiNQs ArOMGLICAS. .......c.c.eeewueeeriee et ettt ettt eae e s 61
4.1.1. Oxidagdo sobre Eletrodo de Carbono Vitreo em Cloreto de Litio............c.coocuueeeemnoeeeieeniiiieieiieieeiiee 61
4.1.2. Oxidagdo sobre Eletrodo de Carbono Vitreo em LiQUido I0NICO.............ccceeeeeeuveiiiiiiaaeseeeeecciiiiiiieaaaaaaeean, 68
4.2. Detecg¢dio das Aminas Aromaticas Classificadas N0 GrUpPO 1. ..........eeeeeeeeeeeeeeeeeeciiieeieeaaeeeeeeecscieeeraaaaaaeeean 71
B.2.0. HPLC-DAD ...ttt e e e s s e e e e e e e e e e e e e e e e e ettt ettt a s s s e naaaseeeaaaaaaaeeseeaataattbrntaas 71
B.2.2. HPLC-ED.......c.ueeeeeeeeeee ettt ettt ettt e et e e ninee s 76
4.2.3. Comparagdo entre a Andlise de Aminas Aromadticas do Grupo | por HPLC-DAD e HPLC-ED......................... 79

IQ-UNESP-ARARAQUARA xxviii



LIZIER, T.M.

4.2.4. Curva Analitica para Aminas do grupo | por HPLC-DAD € HPLC-ED ................uueueeeeeiiaaeeeeeeeeccciiievieaaaaaaaann, 81
4.3. Detecg¢do das Aminas Aromadticas ClassificAdas N0 GrUPO 2 ...........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiieeeeaeeeeeeeeettiiievaaaaaaaaaeenn 85
3.0 HPLC-DAD ... ettt e e s s e e e e e e e e e e e e e e e et e e et ettt t sttt a s s s e s e e e e e eeaaeaaaaeeaeenttabttbrnnaas 85
B.3.2. HPLC-DE......c.eoeeeeeeeeeeeee ettt et ettt et et ettt e et e st e nanee s 88
4.3.3. Comparagdo entre a Andlise de Aminas Aromdticas do Grupo 2 por HPLC-DAD e HPLC-ED...................... 91
4.3.4. Curva Analitica para Aminas do Grupo 2 por HPLC-DAD € HPLC-ED................uuuuveeveiiiaeeeeeeeecciiiieaaaaaaeenn, 92
L BTV o] [Tor-Tot To Je Lo BNV, =1 oY o TR SPPPTPOPPPT 95
4.5.1. Andlise de Aminas Aromdticas em Amostras de Tinturas Comerciais de Cabelo por HPLC-ED.................... 95

4.6. Oxidagdo Voltamétrica de Aminas Aromdticas sobre Eletrodo de Carbono Vitreo Modificado com Gel de
Nanotubos de Carbono € LIGQUIO IONICO................uueeeeiiieeeeeeeeeeeeeeee e e e e ettt e e e e e e e e e e s ssstsaaaaaaaaeeeaeessananes 101

4.7. Determinacgdo de Aminas Aromadticas por HPLC-ED com Eletrodo Modificado com Gel de Nanotubos de

CArbONO0 € LIGUIAOD TONICO ...ttt et e ettt e et e e e et e e ettt e e s nanees 105
4.7.1. Detecgdio das Aminas Aromdticas do Grupo 1 por HPLC-ED e Eletrodo Modificado ..................cccceuuen...... 105
4.7.2. Detecgdio das Aminas Aromadticas do Grupo 2 por HPLC-ED e Eletrodo Modificado ....................cceee........ 110
4.5.3. Curva Analitica para Aminas d0 GIUDO 2..........cceeeuuueeeeiiuieieeeiiiee et e ettt ettt a et e e e et e e esiieeee s 113
4.8. Aplicagtio do método nas anadlises das AMOSLIAS FEAIS. .........cccc..uvuvveeeieeeeeeeeeeeeeeiiieeeteaaaeeeeeessscrrreaaaaaaaaaaas 115

4.8.1. Andlise de Aminas Aromdticas em Amostras de Agua Natural usando HPLC-ED com Eletrodo Modificado

4.6.3. Andlise de Aminas Aromdticas em Amostras de Agua deLavagem de cabelo usando HPLC-ED com Eletrodo
1Y/ Lo e ] Lol Lo Lo FOU U U UUPUURS 119

4.8. Determinagao de aminas aromaticas utilizando Cromatografia liquida de ultra Eficiéncia acoplado com

Espectrometro de Massas (UHPLC-IVIS/IMIS)........ueiiceeeerreeeereeiesseesessseessnseessssessasesssnsesssssessssssssssesesssssssassssssssssssens 123
4.8.1. Otimizacdo da TECNICA UHPLC-MS/MS......cccueeeeeeeeieeeeeeeeeeeeettiteeeeettves e eestseaeesstssaseesstsseaessssssaseessssseens 123
4.9. ENSQIO A€ TOXICIAAUE. .....ccoveeeeeeeeiieeee ettt ettt e e e e e e s s s ettt e e e e e e s sssssssssneaaaaaeesenas 137

5. CONCIUSDES ..eviiiunneriiissnnriiiissneeiiissssnensesssssessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssesssssssnsssssssnsessssssnnes 139

=Y (= =T ol - TR 144

Y 3 T= (o e Y 157
A) Curva AnQliticQ HPLC-DAD-GIUPO L........oueeeeeeeiieeeieeeeeeeeteteeesteaaesaattsaeesttaeaesaesstaaesssssaassasssssaaesssssesseannsees 157
B) Curva AnQIiticQ HPLC-DAD-GIUPO 2.t eeeeeeeetteet et e e e e e e ettt e aaaaaaesasseassssssasaaaaaeeeesssannes 165
C) Curva ANQliticO HPLC-ED-GIUDO I.......cocuueeeiieeeieeeeee et ettt et ettt e ettt e e st e et e snateeeanees 168
D) Curva AnGIiticQ HPLC-ED-GIUDPO 2. .........vveeeeeeieeseeetieeeeeseseeteeettaeeeestseaseeeisaaeessasssesaseassssaesaasssssensssssessssnssses 176
E) Curva Analitica HPLC-DE com Eletrodo ModificQdo-grupo L..........uuuiieeeeeeeeciiieeeeeeeaeeeeeeecccivvvveeaaaaaaeeeeeaeens 180

IQ-UNESP-ARARAQUARA XXiX



LIZIER, T.M.

F) Curva Analitica HPLC-DE com Eletrodo ModificQdO-grupo 2................ccoeeeuueeieeeeeaaaeeeeeseciciiivieeeaaaaeeeeeeeeens 188

G) CUIVA ANGITEICA UHPLC-MS/IMIS......oeeeeeeeeeeeeeeee e eeteee ettt eettaea e e tttaees e e et e e e eeatas s eestssaaesssssaseenstsseseennasees 191

IQ-UNESP-ARARAQUARA XXX



LIZIER, T.M.

1. Introducao

Aminas aromaticas € um hidrocarboneto contendo uma grupamento amino
ligado a um anel aromatico, como o benzeno, por exemplo. Em detrimento do anel
benzénico de sua cadeia, e do momento de dipolo causado pelo nitrogénio, a amina
aromatica possui ponto de ebulicdo elevado. Sua solubilidade em agua é devido as
ligagcdes de hidrogénio entre o nitrogénio e a molécula de agua. E importante lembrar
que compostos para-benzénicos possuem melhor simetria e, portanto, maior ponto de
fusdo. As aminas aromaticas sdo altamente tdxicas e responsaveis por irritacéo
vesicular e por tumores.

Sao0 compostos que estdo presentes no meio ambiente como subprodutos de
varios processos industriais, tais como branqueamento de papel, tintura de plasticos,
coloragao de alimentos e farmacos, produgao de tintura, vernizes e tinturas de cabelo
[1]. Como consequéncia, métodos analiticos capazes de detectar aminas com
potencialidade carcinogénica em niveis compativeis com aqueles requeridos pela
limitagdo nos o6rgaos de fiscalizacdo sdo relevantes tanto para a protegdo ambiental
como da saude humana.

A oferta de produtos destinados a tinturas de cabelos cresce vertiginosamente e
atende a um mercado que requer produtos cada vez mais diversificados. O grande
avango na area se deve ao melhor conhecimento da estrutura quimica dos cabelos, e
seus mecanismos de acgao. Esse tipo de industria, busca atender ndo somente um
mercado cada vez mais competitivo e avido por novas tecnologias, ampla oferta de
cores e processos de tintura mais simples, rapidos e efetivos, mas também minimizar
danos ao cabelo e a saude do ser humano [2, 3].

Os processos de tintura de cabelo podem ser permanentes, baseados em
processos oxidativos que requerem exposicdo a aminas aromaticas e aminofenadis;
tinturas semi-permanentes com exposigao potencial a compostos com grupo nitro,
aminofendis, amino-antraquinonas e tinturas temporarias que requerem exposi¢ao a
corantes do tipo acido ou basico. Além disto ainda podem ser encontrados na forma de

complexos soluveis e sais metalicos [4-9].
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A exposicao do ser humano a aminas aromaticas carcinogénicas provenientes
da industria de corantes e profissionais de saldo de beleza tem despertado muita
atencao [10]. Mas, dentre as inumeras possibilidades de contato humano com estes
produtos, a maior preocupagao € a ingestdo de aminas aromaticas em aguas como
contaminantes provenientes de ineficientes processos de tratamento de efluentes. Isto
pode ocorrer, pelo uso de tinturas de cabelo ou ainda por corantes de outras fontes
como industria textil, curtume e outros. Neste tipo de efluente pode haver a ocorréncia
de corantes azo capazes de gerar aminas carcinogénicas como subprodutos de
processos de redugao, oxidagao, cloragao ou hidrdlise tanto durante o banho de tintura,
processos de biotransformacao ou reagdes na biota aquatica, devido as degradagdes
parciais ou ainda como rejeito de corantes permanentes [11-23].

Para atender a esta demanda, os métodos analiticos mais frequentemente
usados para quantificagdo de aminas aromaticas sao aqueles baseados em oxidagdes
eletroquimicas, analise espectrofotométrica apdés reacdo de derivatizagao,
cromatografia de camada delgada, cromatografia gasosa, cromatografia liquida com
diversos tipos de detectores e eletroforese capilar [12-22].

Desde 1993, a Internacional Agence Reserach Cancer (IARC) [24] tem alertado
que as atividades de cabeleireiros que trabalham com tintura de cabelos requerem
cuidados equivalentes as profissbes sujeitas a exposicdo a produtos perigosos.
Pesquisa recente mostra que excesso de contacto pode causar cancer no sangue em
cosmetologistas e cabeleireiros [25,26]. Em 1988, Cantor et al. [27] constatou o dobro
de ocorréncia de leucemia e o linfoma ndo - Hodgkin para trabalhadores expostos a
longo prazo para tinturas de cabelo. Zahm et al. [28,29] reporta 0 aumento de linfoma,
além de multiplos mielomas, em mulheres que usam corante de cabelo por longo
tempo. Takkouche et. al. [30] estima um aumento de 15% no risco de cancer de
leucemia associado ao uso pessoal de tinturas de cabelo.

Coulter e colaboradores estudaram o efeito da exposicdo a p-fenilenediamina
(PPD), devido a possivel associagdo do contato com esse composto causar dermatite
alérgica de contato. Células dendriticas foram incubadas por 16 h com PPD e base de
Bandrowski e apds analises do efeito causado nessas células concluiu-se que o PDD

ativa seletivamente as mesmas, porém sem causar morte celular ou necrose [31].
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Ho e colaboradores estabeleceram uma relagao entre tingimento de cabelo e
incidencia de reacao alérgica ao PPD. Foram analisados os testes de 400 pacientes e
suas caracteristicas clinicas utilizando o teste Cochran-Mantel-Haenszel (), o qual
apresentou um grande relagao linear entre o intensidade da reacgéo alérgica e continuo
uso do produto [32].

Sanjosé e colaboradores [33] avaliaram tinturas de cabelo como possivel
composto mutagénico e carcinogénico em animais. Os autores avaliaram o risco de
doencas linféides malignas associados ao uso desses produtos onde foram analisadas
2302 casos de neoplasias linféides e 2417 controles que foram hospitalizados na
Republica Checa, Franga, Alemanha, Irlanda, Italia e Espanha. O risco de linfoma entre
os usuarios de corante foi significativamente maior em 19% dos pacientes quando
comparados ao controle negativo de até 26% entre as pessoas que usaram tinturas de
cabelo durante 12 ou mais vezes por ano.

Além dos problemas decorrentes do contato direto realizados pelos
cosmetologistas, cabeleireiros e os proprios consumidores com estes compostos ha
grande preocupag¢ao com a contaminagao da biota aquatica, além de solo e mamiferos.
Tendo em vista essa problematica os estudos apresentados a seguir mostram um
resumo dos principais métodos analiticos destinados a determinagcdo de aminas
aromaticas em agua e fluidos biologicos.

A maioria dos métodos que sao descritos na literatura para a determinagao de
aminas aromaticas em amostras ambientais [22,34-36], alimentos [37,38], fluidos
bioldgicos [39, 41] e aquelas provenientes de tratamentos de biodegradagéo levando a
degradacdes parciais de corantes do tipo azo [22,42-46]. Como desvantagem, ha o alto
limite de deteccdo e a necessidade de longos processos de pré-concentragdo
[34,38,40,47-49] para obter uma boa sensibilidade, além de processos de derivatizagao
[54] para melhorar a volatilidade destas aminas. Por outro lado, os métodos analiticos
descritos na literatura para determinar aminas aromaticas em produtos destinados a
tintura de cabelo sao poucos.

Li e colaboradores propuseram uma analise rapida para rastreio da quantidade
de aminas aromaticas em amostras ambientais usando um método eletroforético. A

determinagdo de 5 aminas aromaticas (p-cloroanilina, o-toluidina, 2,4-dimetilanilina,
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4,4'-diaminodifenilmetano e benzidina) foram determinadas usando microchips
descartaveis de plastico combinado a detector de fluorescéncia induzida por laser.
Obteve-se faixa linear entre 40 e 120 pmol L' com limite de detecc&o na faixa de 1 a 3
nmol L. O método foi aplicado na analise quantitativa dessas aminas em amostras
reais de aguas e téxtil [50].

Birgitta e colaboradores [51] determinaram qualitativamente aminas aromaticas
e resorcinol em 54 amostras de corantes de cabelos permanentes vendidos
comercialmente, antes e apés aplicagao, utilizando cromatografia com detecgao UV-
Vis. Antes da aplicacdo foi detectado que 10 amostras de corantes comerciais
continham PPD e dentre elas 40 continham sulfato de tolueno-2,5-diamino e 44
resorcinol das 54 amostras, no entanto apds a aplicagdo do corantes, 4 delas ainda
apresentaram PPD, 12 tolueno-2,5-diamino e 21 resorcinol em quantidades excessivas.
Além disto ha exposicao de outros aditivos da formulagdo que podem levar a doengas
sistémicas, como aumento do risco de carcinoma de bexiga [52], dermatose de
despigmentacgao e outros [52-57]. De modo geral, as aminas encontradas neste estudo
sao condenadas pela IARC e limitadas a ppb em aguas naturais.

Muniraj e colaboradores desenvolveram um método dinamico em seringa
(headspace) baseado em extracao liquido-liquido para a determinagao seletiva de duas
aminas alifaticas de cadeia curta (Metilanilina e Dimetilamina) em amostras aquosas,
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecgdo de
fluorescéncia. Foram estudados e otimizados alguns parametros que podem influenciar
na eficiéncia cromatografica, como pH da amostra, temperatura, tempo de
amostragem, sendo que a faixa linear foi de 25-500 pug L™, tendo limites de deteccao
entre 5a 19 ng mL™" [58].

Assim, o desenvolvimento de um método cromatografico para determinagéo de
arilaminas presentes nos corantes comerciais oriundos da tintura de cabelo e
degradacao de outros corantes azo € de vital importancia, uma vez que pode atingir
estacdes de tratamento de agua e até mesmo a populacdo se ndo convenientemente
removidas. Métodos analiticos com alta sensibilidade podem ser usados para

diagnosticar sua ocorréncia em aguas superficiais, nos efluentes industriais, esgotos de
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saldao de beleza, estagdes de tratamento de agua, onde normalmente apresenta-se em

baixos niveis de concentragao, apds sucessivas diluicoes.

Dentro deste contexto pretende-se otimizar metodologia para identificacao e

quantificacdo de algumas aminas aromaticas usadas na tintura de cabelo ou

provenientes de decomposi¢cdo de corantes de tintura de cabelo que possam gera-las

como subproduto ou presentes como contaminantes em sua composi¢cdo. Sera dado

énfase aquelas condenadas pela IARC, devido a classificagdo como substancias

cancerigenas, as quais estao representadas na Tabela 1.

Tabela 1: Estruturas das aminas aromaticas estudas, e seus respectivos CAS, pKa e

classificacdo IARC.

Composto Estrutura Nt?r::er IARC pKa

Anilina " 62-53-3 3 4,6
2-metilbenzeno-1,4-diamina nv— fﬁﬁ.. 95-70-5 -- 6,5
N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno HiE—g—wi 122-80-5 -- 4,8
p-aminofenol o s 123-30-8 - 55
4,4'-metileno-bis-(2-cloroanilina) 101-14-4 2A 3,3
3,3'-dimetilbenzidina M= L 4 119-93-7 2B 4.6
3,3'-diclorobenzidina na— {Ir.._. 91-94-1 2B 2,7
4.,4'-diaminodifenilmetano AR 101-77-9 2B 53
3,3'-dimetoxibenzidina . 119-904 2B 47
2,4-diaminotoluidina 95-80-7 2B 51
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HH,
i, THy
4-cloro-2-metilanilina [ 95-69-2 2A 3,8
7
4-cloro-anilina = f RJ Ny 106-47-8 2B 4,0
Iy
2-aminonaftaleno Y 91-59-8 1 4,2
4.,4'-oxidianilina MM o e 101-80-4 2B 55
4-aminobifenilina G 92-67-1 1 4,3
1,4-diaminobenzeno Y, 106-50-3 3 6,2
2-cloro-4-nitroanilina (Y 121-87-9 - 3,0
4,4'-metileno-bis-2-metilanilina , st 838-88-0 - 5,2
2-metoxi-5-metilanilina ot 120-71-8 2B 5,0
4,4'-diaminobifenila s 92-87-5 1 4,7
o
2-metilanilina A 95-53-4 2A 4,5
O—CH,
| MHz
2-metoxianilina ’l"""-*/ 90-04-0 2B 4,5
HH;
e CHy
2,5-dimetilanilina T 87-62-7 2B 6,4

M

*Segundo a IARC o grupo 1 sdo compostos carcinogénicos, o grupo 2A possivel carcinogénico em

animais, grupo 2B possivel carcinogénico humano, grupo 3 nao carcinogénico em humanos porém
carcinogénico em animais.
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1.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccao Eletroquimica

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € uma das
ferramentas analiticas mais utilizadas para separagao e quantificacdo de substancias
organicas, operando com fase movel adequada e com métodos de deteccdo que
podem oferecer seletividade, sensibilidade e exatiddo de analise. Com o avango
tecnologico, a disponibilidade dos métodos de detecgdo acoplados a HPLC foram
ampliadas, podendo ser utilizados detectores fotométricos baseados em absorgédo na
regiao do UV-Vis, fluorescéncia, indice de refragao, eletroquimico e espectrometria de
massas. Assim, uma melhor detectabilidade e separacdo dos componentes da amostra
dependem principalmente da coluna cromatografica e selecdo apropriada do detector
[59,60]. Em meio aos detectores citados, o acoplamento de detectores eletroquimicos
em sistemas HPLC tem demonstrado grande potencialidade na quantificagdo de tragos
de componentes organicos em diversas matrizes [61]. A grande maioria das aplicagdes
envolvendo HPLC com deteccgao eletroquimica tem utilizado colunas de fase reversa e
detectores amperomeétricos.

A detecgcao amperométrica consiste no monitoramento de reagdes eletroquimicas
que ocorrem na superficie do eletrodo de trabalho, operando em modo de corrente
direta. Para isso, a espécie a ser determinada necessita apresentar grupos funcionais
redutiveis ou oxidaveis ou ser derivada com grupos passiveis destas transformagdes
eletroquimicas. Esses detectores usam eletrodos de trabalho constituidos de diversos
materiais, tais como: carbono vitreo, ouro, platina e eletrodos com a superficie
quimicamente modificada por grupos especificos que possuem maior seletividade na
deteccdo dos componentes de interesse. A quantificacdo de aminas aromaticas em
aguas tem diversos problemas e o uso de técnicas cromatograficas usando detectores
eletroquimicos € um campo ainda pouco explorado, apesar de que varios autores tém
demonstrado o sucesso da técnica para analise de farmacos [62-64].

No entanto, as analises cromatograficas com detecgao eletroquimica tém levado
diversos pesquisadores a evitarem tal sistema devido as dificuldades de estabilizagcéo
do sistema e problemas oriundos de altos valores de potencial, principalmente quando

analitos organicos apresentam tendéncias de adsorverem sobre a superficie do
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eletrodo de trabalho [61]. Este tem sido um dos maiores problemas a ser contornado,
uma vez que a fase modvel e/ou impurezas presentes também podem ser facilmente
reduzidas/oxidadas e, assim, contribuir para inativagao da superficie do eletrodo de
trabalho. Além disso, este efeito aumenta consideravelmente a corrente de fundo
(corrente da célula) e dificulta a estabilizagao do sistema, de modo que compromete a
deteccdo dos analitos de interesse e acarreta em um longo tempo de espera antes de
cada analise.

O sistema de HPLC com deteccéao eletroquimica modelo 871 Advanced Bioscan
System, comercializado pela Metrohm apresenta um design de célula eletroquimica
como detector e modelo de deteccdo no modo de amperometria pulsada que permite
investigar novos tipos de eletrodos de trabalho como detector além da regeneragéo da
superficie do eletrodo de trabalho por limpezas eletroquimicas [65]. Em adigcédo, o uso
de liquidos ibnicos na construgdo de sensores e composi¢cao do eluente pod ser
relevante para melhorar os niveis de detec¢ao do sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia.

Pan e colaboradores [66] desenvolveram um método de microextracido em fase
liquida a base de fibras para determinagcao de anilina, o-cloroanilina, m-cloroanlina, p-
cloroanilina, 2-cloro-4-metilanilina, 3-cloro-4-metilanilina, 4-cloro-2-metilanilina e 5-
cloro-2-metilanilina a nivel de tragos em amostras de agua por eletroforese capilar com
deteccdo amperométrica. Sob condi¢cdes otimas, os compostos podem ser separados
de outros componentes que coexistem em amostras de agua em 25 minutos, exibindo
uma calibragdo linear com trés ordens de grandeza (r > 0,998), e com limite de
deteccdo entre 0,01-0,1 ng mL™. A recuperacdo relativa em amostras de agua e
esgotos foi na faixa de 83-108%.

Al-Kindy e colaboradores [67] propuseram um método de cromatografia liquida
de fase reversa (FR-HPLC) simples, sensivel e rapido para a determinagao de anilinas
em agua. Foi usado 2,7-dietil-2-oxo-2H-cromen-3-il-benzotiazole-6-sulfonilo (cumarina
6-SO,Cl), como reagente fluorigénico. Apds a reacdo foram produzidas sulfonamidas
que excita em 470 nm e emite em 520 nm. Obteve-se curva analiticas lineares no
intervalo de 0 a 800 pg mL". O método foi aplicado em amostras de agua potavel

subterréaneas e amostras de agua de irrigacdo, com recuperagdes de 90,00 a 103,9%.
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Ramkumar e colaboradores [68] estudaram a Indapamida que pertencente a
classe das tiazida (drogas diuréticas). Foi desenvolvido um método simples, rapido e
eficiente utilizando cromatografia liquida de detec¢cao de comprimento de onda variavel
de alta resolugdo (HPLC-VWD) para detecgao do composto em urina humana. A curva
analitica na faixa de 1 a 100 ng mL™", com um coeficiente de correlacéo de 0,9977, com
limite de detecgdo de 0,3 ng mL™".

Barek e colaboradores desenvolveram um método para a determinagdo de
aminas aromaticas em aguas residuais utilizando detector voltamétrico e UV, com limite
de detecgdo na faixa de 0,5 a 2 ng L para todos as aminas estudadas [69].

Dentro deste contexto, é possivel observar que a técnica de HPLC acoplada ao
sistema de deteccdo eletroquimico € um dos métodos mais convenientes para a
quantificacdo de compostos orgéanicos eletroativos em baixos niveis de concentracao
[61]. No entanto, requer investigagdo sobre novos detectores e novos eluentes para
melhorar o sinal analitico e linha base dos cromatogramas. A alta seletividade,
sensibilidade e limite de quantificagdo dos métodos oriundos do acoplamento da
eletroquimica com a potencialidade de separacdo dos métodos cromatograficos

evidenciam a potencialidade da técnica.

1.2. Liquidos lénicos

Liquidos i6nicos a temperatura ambiente (LIs) tém atraido grande atengao da
comunidade cientifica ao longo da ultima década. Os mesmos tém sido amplamente
investigados para uma varideade de aplicagdes, incluindo sistemas bifasicos para a
separacao, solventes para aplicagbes sintéticas e cataliticas, lubrificantes, pilhas de
litio, sensores, meios de reacdo de substituicdo de solventes convencionais, e
ingredientes farmacéuticos ativos [70]. Liquido i6nico pode ser definido como sais
liquidos a temperatura ambiente formado de ions, ou seja, um cation e um anion que
devido ao grande tamanho apresentam interagédo insuficiente para formar cristal. A
decgao catidnica do liquido ibnico apresenta interagdes de Van der Walls na cadeia
lateral e também interagbes n-t do anel aromatico presente na estrutura. No entanto, a

decdo anidnica apresenta ligagdes de hidrogénio. Em adigdo observa-se formacédo DE
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pares idnicos [70]. Fazendo uma analogia com o cloreto de sddio (composto ibnico)
que € solido a temperatura ambiente devido a formacdo de um cristal no qual os
cations e anions estao fortemente ligados por ligagao idnica e apresentando assim um
alto ponto de fusao, cerca de 800°C. A Figura 1 mostra um esquema representativo da
interacdo que ocorre no cloreto de sédio (solido ibnico) e para o liquido idGnico

(interagdes de dipolo-dipolo).
Figura 1: Esquema representativo da interagdo em um solido idbnico e um liquido
iGnico.

Sélido lonico, NaCl aCl Liquido iénico
0000 — ... —o . ©

% Simétrico +

+ + v

. . . . Cation | .
.".".*.' Simétrico . +

P ” .
0000 ] —

Assimétrico

Fonte: [70]

A composicao e as propriedades associadas aos liquidos idnicos dependem da

combinagao especifica entre o céation e o anion [70]. Mas, os anions mais empregados
sdo espécies inorganicas poliatbmicas, tais como [PFs] e [BF4] e os cations mais
comuns sao piridinio, imidazolio amplamente utilizados em analises cromatografica [71-
79].

A cromatografia € uma das técnicas de separagao mais populares da quimica
analitica, entretanto possui a desvantagem de baixa resolugdo em analises de
compostos polares, devido a atividade dos grupos silandis residuais da fase
estacionaria. Estes conduzem a efeitos indesejaveis, tais como picos assimétricos,
baixa eficiéncia e/ou retencao irreprodutivel [80,81]. Existem duas maneiras de evitar
os problemas na analise de substancias polares ou ionizaveis; ou se utiliza fases
estacionarias sintetizadas com outros adsorventes de silica, ou o uso de aditivos, tais
como trietilamina, na fase movel, com o intuito de promover interagdo especifica com

os silandis residuais [82-84]. Devido as suas propriedades, o uso de liquidos ibnicos na
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cromatografia tem ganhado notoriedade como substitutos promissores para
determinagdo de aminas. As fortes propriedades receptoras de préotons destes
compostos podem ser utilizados para suprimir os efeitos ndo recomendados dos
silandis livres em cromatografia liquida. O carater do anion caotrépico (solutos
caotropicos aumentam a entropia do sistema por interferir nas interagdes
intramoleculares por for¢gas ndo covalentes, tais como ligagdes de hidrogénio, forgas de
van der Waals e efeitos hidrofobicos) pode aumentar a formacao de par ibnico, com os
solutos e de adsor¢ao com a fase estacionaria. A hidrofobicidade do cation pode ainda
induzir a fase estacionaria a minimizar os efeitos de adsor¢ao [85-87].

A utilizagao de liquido ibnico baseado em cation alquilaménio como fase mével
tem sido aplicada a uma solugdo concentrada de acetato de etilamdnio como um
substituto para solventes organicos [88]. Foi demonstrado que a solugcdo de liquido
ibnico age como um solvente organico, com uma polaridade semelhante ao do
metanol. Os liquidos i6nios utilizados ofereceram separacdes rapidas de vitaminas
soluveis em agua, em uma coluna de fase reversa utilizando fase mével totalmente
aquoso. He et al. foram os primeiros a usar 1-butil-3-metilimidazélio tetrafluorborato
como um aditivo para a fase movel da analise de efedrinas [88], resultando numa
melhor separacao dos compostos quando comparada com o uso de trietilamina.

A separacao de compostos polares, como por exemplo, aminas, acidos ftalicos,
utilizando o liquido iénico 1-alquil-3-metilimidazélio, como aditivos da fase moével foi
estudada por He [89]. Estudo mais detalhado dos efeitos da supressao de silanol livre
em cromatografia liquida por tetrafluoroborato de butilmetilimidazdlio foi estudado por
Kaliszan et al. [90]. Os autores testaram a separacdo de uma mistura de derivados de
acido salicilico, fenotiazina e fenol. O mascaramento dos grupos silanois também foi
investigado na analise de uma série de compostos receptores de prétons [90]. Liquidos
ibnicos afetam significativamente a retengao de analitos polares [91-96].

Esses resultados mostram que o efeito dos liquidos iGnicos sao claramente
superiores aos aditivos classicos em termos de eficiéncia e aprimoramento da forma de
pico. Os ganhos de eficiéncia e assimetria obtidos para o grupo de compostos polares

foram melhoradas quando os modificadores catiénicos foram adicionados a fase mével
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aquosa/organica, como aditivos que competem com os sitios ativos do silanol. A
melhora foi mais notavel sobre o fator de assimetria.

Muitos efeitos do liquido ibnico em processos cromatograficos influenciam os
resultados finais, melhorando a separacgéao, fator de assimetria ou niumero de pratos
tedricos, diminuindo o encaudamento das bandas que sido conectados com o
mecanismo de retencdo, que ndo € simples quando estes estdo presentes na fase
movel. A dupla natureza destes sais é benéfica na analise de substancias polares, pelo
favorecimento tanto dos anions quanto de cations do liquido idnico, influenciando
drasticamente no mecanismo de retengdo. Os cations revestem a superficie da fase
estacionaria suprimindo os silanadis livres e tornando-os agentes concorrentes sobre a
superficie de silica para os solutos.

No caso dos compostos basicos com aumento do comprimento do substituinte
alquila no cation imidazdlio geralmente ha uma diminuigao dos fatores de retengdo. Um
efeito diferente ocorre na separacdo das substancias acidas devido a transferéncia de
localizagdo da carga. Embora os cations do liquido iGnico sejam os principais
responsaveis para a interacdo com os grupos silandis da fase estacionaria eles
também podem formar pares ibnicos com substancias acidas, aumentando assim os
seus fatores de retengcdo. A Figura 2 representa possiveis interagdes durante o
processo cromatografico em que a mistura de compostos basicos, acidos e neutros séo

analisados.

Figura 2: Contribuicdo dos cations e anions do liquido idbnico na analise cromatografica.
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1.3. Aplicacdo de Liquidos lonicos em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com deteccédo Eletroquimica.

Uma alternativa recentemente desenvolvida para se contornar problemas
advindos do uso de solventes organicos em eletroanalise € o uso de liquidos ibnicos
(LIs) a temperatura ambiente (usualmente chamado de RTIL, do inglés Room
Temperature lonic Liquid) [98,99]. A literatura revela um crescente interesse na
aplicacao desse eletrdlito em eletroanalise devido a suas propriedades fisico-quimicas
diferenciadas.

Em aplicagbes eletroquimicas o uso de liquido i6nico apresenta grandes
vantagens em comparagdo aos solventes tradicionais, uma vez que possui alta
condutividade i6nica, baixa viscosidade, alta estabilidade quimica e ampla janela de
potencial util, ocupando um papel importante tanto sobre a velocidade de reacgao
guanto no mecanismo de reacao eletrédicas.

Além disso, € capaz de dissolver uma grande variedade de compostos orgéanicos
e inorganicos, isto porque possibilita o controle da hidrofobicidade do liquido pela
variagdo das caracteristicas dos ions envolvidos na sua formagao [100], permitindo
assim, estender sua aplicabilidade principalmente em analises eletroanaliticas. Assim
sendo, a escolha dos ions participantes na formacdo dos Lls é de fundamental
importancia para definir os propésitos do trabalho.

Outro atrativo encontrado no uso de LIs em estudos eletroquimicos é o fato de ser
empregado tanto como solvente quanto como eletrélito, de modo que a presenga de
grandes quantidades de cations e anions provenientes do LI diminui a contribuicdo do
processo de transferéncia de massa por migracdo em relagcdo a espécie eletroativa e,
assim, elimina a necessidade de se usar eletrdlito de suporte nas medidas
eletroquimicas. Ademais, muitos Lls sdo soluveis em meio de solventes orgéanicos e
aquoso e, podem ser usados como eletrdlito de suporte ideal para estudos
eletroquimicos e eletroanaliticos em uma extensa aplicabilidade [100].

A separacdo de compostos basicos como aminas aromaticas por HPLC ainda
apresenta grandes problemas devido as interagdes com silandis residuais [101]. Em
adicdo, o uso de eletrdlitos na fase mével para deteccao eletroquimica, apresenta na

maioria das vezes grandes problemas, tais como entupimento de coluna, flutuagado da
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linha de base e modificagdo anédmala do tempo de retencdo. Uma nova alternativa para
suprimir ambas as atividades, quanto a atividade dos silandis e o uso de eletrdlito para
detector eletroquimico poderia ser o uso de LIs como aditivo na fase mével.

O fato de que nos liquidos cations e anions ocorrem em grande quantidade faz
com que a contribuicdo do processo de transferéncia de massa por migracdo em
relacdo a espécie eletroativa seja desprezivel, eliminando a necessidade de se usar
eletrolito de suporte nas medidas eletroquimicas. Por outro lado, muitos LIs sédo
soluveis em agua e podem ser usados como eletrélito de suporte ideal para estudos
eletroquimicos em uma extensa gama de solventes organicos e também meio aquoso.
Com o aumento da cadeia alquilica ha uma tendéncia na diminuicdo do tempo de
retencdo dos analitos e isso pode ser explicado devido a delocalizagdo da carga
positiva do cation imidazdlico, repulsdo dos anions presente nos LIs com o analito e
também pelo efeito de impedimento estérico [103,104].

As diferentes propriedades dos Lls tém despertado o interesse de diversos
autores também para desenvolver novos métodos de separacdao e analises,
especialmente em eletroforese capilar e cromatografia com detecgao eletroquimica [99-
101]. Yanes e coloboradores [102] sugeriram que o uso de Lls pode melhorar a reposta
na eletroforese capilar, pela adigdo DEstes eletrélitos com grupos imidazéis
positivamente carregados. He e colaboradores [103] explicam esse fenbmeno como
sendo uma camada de cations na superficie do C18 formando uma bicamada que
compete com as moléculas da amostra em HPLC, diminuindo assim o tempo de
retencdo dos analitos. Wang e Tian [104] estudaram as caracteristicas e mecanismos
dos Lls e suas potenciais aplicagcdes como modificador de fase movel e na superficie
coloidal de fase estacionaria.

Martin e colaboradores [105] estudaram a influéncia de varios Lls como aditivo
da fase movel usando detector de fluorescéncia e UV na determinagdo de aminas
aromaticas heretociclicas. O melhor resultado obtido pelos autores foi usando 1 mM do
liquido i6nico BMIm-BF, (1-butil-3-metilimidazolio de tetrafluorborato), sendo que o
limite de deteccdo obtido para o detector UV foi na faixa de 0,001 a 0,147ug mL™" e

para o detector de fluorescéncia na faixa de 0,001 a 0,006ng mL™".
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Deste modo, espera-se que o uso destes compostos como aditivos no eluente
sejam capazes de preservar suas propriedades intermoleculares e que estas possam
ser usadas para: i) melhorar a separagao cromatografica; ii) que os cations do LI
possam interagir e competir com os grupos silandis pelos grupos basicos das aminas
aromaticas; ii) que os grupos alquila ndo polares da fase estacionaria possam interagir
com o cation quaternario do liquido iénico; iii) que os anions constituintes dos liquidos
ibnicos sejam responsaveis por formagao de par idnico com os solutos catidnicos; iv)
que a alta condutividade do liquido i6bnico e ampla janela de potencial melhore a
deteccao eletroquimica. Estes efeitos se ocorrerem poderiam blindar os silandis
residuais e melhorar a resolu¢ao dos picos e reduzir o tempo de retencdo dos analitos,
além de estabilizar a linha de base dos processos usando deteccdo eletroquimica
acoplado ao HPLC. Os liquidos ibnicos sdao uma fonte promissora para o
desenvolvimento de métodos cromatograficos. Ainda podem ser usados para oxidagao
direta destas aminas em células eletroquimicas convencionais em meios de liquido
ibnico puro, em sistemas usando-o como eletrélito de suporte, além de poder ser usado
como aglutinante em eletrodos de nanotubos de carbono [105].

Dentro deste contexto seria relevante testar os seguintes liquidos ibnicos BMIm-
BF4 (1-butil-3-metilimidazdlio de tetrafluorborato), [HMIm]PFg (1-hexil-3metilimidazdlio
de hexafluorofosfato), BMIm[NTfy] (1-butil-3-metilimidazdlio de
bis(trifluorometilsulfonil)imida), como eletrdlito de suporte em HPLC-ED, devido a sua

alta condutividade, diferente hidrofobicidade e alta ionizagao.

1.4. Modificagdo da Superficie do Eletrodo de Carbono Vitreo com Gel de
Nanotubos de Carbono e Liquidos lénicos.

A imobilizacdo de espécies de interesse sobre superficies de eletrodos
quimicamente modificados (EQM) tem sido uma area bastante representativa nos anos
mais recentes. Dentre essas inumeras formas de modificacdo, o recobrimento da
superficie eletrédica por nanotubos de carbono (NC) tem atraido atencgdes, devido suas
propriedades elétricas, quimicas, mecanicas e sua estrutura com canais inerentes em

tubos [106-108]. Na sua maioria essas modificagcdes estdo combinadas de tal forma
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que os EQMs ganham sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade, estabilidade e
aplicabilidade superiores aqueles sem prévia modificacao.

Os NC sao formados por arranjos hexagonais de carbono que originam
pequenos cilindros. Eles usualmente possuem diametro em uma faixa de poucos
angstroms a dezenas de nandémetros e podem ter comprimento acima de varios
centimetros. Do ponto de vista estrutural, ha dois tipos de NC que podem apresentar
alta perfeigéo: (1) os nanotubos de carbono de parede simples (NCPS), que podem ser
considerados como uma unica folha de grafite enrolada sobre si mesma para formar
um tubo cilindrico; e (2) os nanotubos de carbono de parede multipla (NCPM), que
compreendem um conjunto de nanotubos concéntricos [110].

Desde a sua descoberta em 1991 [109] os nanotubos de carbono (NC) tém sido
reconhecidos como um importante nano material para a concepgado de sensores e
biossensores eletroquimicos. Dentre suas caracteristicas estdo o efeito eletrocatalitico,
a rapida taxa de transferéncia de elétrons, condutancia elevada, resisténcia a tracao,
boa estabilidade quimica e excelente biocompatibilidade [110]. Neste contexto, seria
extremamente interessante modificar eletrodos de carbono vitreo com nanotubos de
carbono usando LIs como aglutinante e desenvolver novos detectores a base de
eletrodo de carbono vitreo modificado por nanotubos de carbono.

Compton e colaboradores [109] reportam que, a combinacao das caracteristicas
favoraveis dos liquidos ibnicos e dos nanotubos de carbono (NTC) permite obter uma
alta condutividade (eletronica nos NTC e ibnica nos liquidos idnicos) e, dessa forma
propiciar uma condicdo favoravel para modificacdo de superficie eletrodica e
construcao de sensores eletroquimicos. Maleki e colaboradores [110] reportam que o
uso de liquidos ibnicos juntamente com NTC é uma O6tima combinagdo tanto na
modificagdo da superficie de eletrodos solidos quanto na construgdo de eletrodos de
pasta de carbono. Um gel constituido da mistura de NTC e liquido ibnico apropriado foi
utilizado para modificagdo da superficie do eletrodo de carbono vitreo, cujo resultado
proporcionou detectar satisfatoriamente a dopamina em presenca de acido Urico e
posterior quantificagcdo em amostra de soro humano [111].

George e Lee [112] prepararam um nano composito usando nanotubos de

carbono de parede unica (SWCNTs) e nano particulas de ouro (Au(nano)). Analises de
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microscopia eletrénica de transmisséo (TEM) do nano compdsito mostrou que foram
auto-montadas nas paredes laterais dos SWCNTs. Um filme do nano compdésito foi
aplicado sobre um eletrodo de carbono vitreo (GCE), que foi utilizado para a detecgao
eletroquimica de aminas aromaticos policiclicos carcinogénicos (PaaS). Além disso, o
eletrodo de nanocompédsito modificado exibiu excelente seletividade, com elevada
reprodutibilidade, com limites de deteccao de pg L™ [113,114].

Adicionalmente, considerando a busca por metodologias cada vez mais
sensiveis e o desenvolvimento de dispositivos com grande diversidade de materiais
eletrédicos, aliada as adaptagdes no arranjo desses eletrodos seria interessante buscar
novos métodos de analise de aminas aromaticas em corantes de cabelo utilizando
sistema HPLC acoplado a eletrodos de carbono vitreo sem e com modificacdo da

superficie.

1.5. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de
Espectrémetria de Massas (HPLC-MS/MS)

Como descrito previamente, as aminas aromaticas sao utilizadas como
precursores de uma vasta gama de produtos industriais, tais como os pesticidas,
produtos farmacéuticos, explosivos, borracha, polimeros de epoxi, corantes azo,
corantes de cabelo e produtos de poliuretano aromaticos [115,116]. Elas raramente
estdo presentes no produto final, mas podem ser libertadas a partir dos diferentes
processos de fabricacdo [117-121], e também devido a reagdes incompletas na
producdo de corantes, outros compostos baseados em aminas aromaticas ou
incompleto tratamento de aguas residuais [122].

Por outro lado, os corantes azo, amplamente utilizados no processo de tintura de
cabelo podem gerar aminas aromaticas carcinogénicas como subprodutos de
processos de redugdo, de oxidacao, de cloragdo ou de hidrélise durante o préprio
banho de corante ou podem ser gerados como um resultado de processos de
biotransformagao em biota aquatica [123]. Aminas aromaticas também podem entrar no
ambiente como subprodutos de outros processos industriais, como papel

branqueamento, tingimento de plasticos e corantes de alimentos, produgdo de
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corantes, vernizes e entre outros [123].

A IARC, a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer, regula estes
compostos, mas ndo os limites maximos permitidos na agua ou em outras matrizes,
como carnes, legumes, solo, entre outros. Alguns estudos no entanto mostram que as
concentragbes mesmo em pg L poderiam causar problemas de saude em mamiferos
[26].

Voyksner e colaboradores estudaram 16 aminas aromaticas em lama industrial
em 32 minutos de analise por LC-MS/MS. O limite de quantificacdo obtido foi na faixa
de 0,1 a 1,5 ng L [124]. Mortensen e colaboradores determinaram 20 aminas
aromaticas em plasticos laminados utilizando HPLC-MS/MS e foi obtido limite de
quantificacdo na ordem de 0,05 ng L™ [125].

Barcelo-Barrachina e colaboradores [126] desenvolveram um método de UPLC-
ESI-MS/MS para determinagdo de 16 aminas mutagénicas em amostras de alimentos
complexos. Os parametros de qualidade do método foram estabelecidos, e limites de
deteccao inferiores a 0,23 pg L' foram obtidos.

A Agéncia de Protegcdo Ambiental (EPA), classifica aminas aromaticas como
poluentes prioritarios [23] e seu uso € amplamente restrito em comida e agua em todos
0s paises. Entre elas, as aminas que sdo assunto de grande preocupacgédo sao: 2-
aminonaftaleno, 4,4'-metileno-bis-(2-cloroanilina), anilina, 4,4-oxidianilina, 3,3'-
dimetoxybenzidine, 2-metoxyaniline, 3,3'-dimetilbenzidina, 2-metoxi-5-metilanilina, 4-
aminobifenila, 4,4'-diaminodifenilmetame, 2-metilanilina, 4-cloroanilina, 2-cloro-4-
nitroanilina, 1,4-diaminobenzeno, 4,4'-metilbenzeno-1,4-diamina, p-aminofenol, N-
monoacethyl-1,4-diaminobenzeno, 2,6-dimetilanilina, 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina, 4-
cloro-2-metilanilina, 2,4-diaminotoluidine, 4,4'-diaminobifenil e 3,3'-diclorobenzidina.
Estas aminas aromaticas sdo condenados pela IARC [26] e limitada a 5 mg L' em
aguas naturais, o que exige meétodos de analise de sensibilidade para o seu
monitoramento. Uma vez que eles tém sido previsivel como poluentes prioritarios, a
sua presenga no meio ambiente deve ser monitorada em concentragbes compativeis
com os limites admitidos pelo regulamento, ou seja, ndo superior a 0,1 ug L™ para 4,4-

diaminobifenila e benzidina sendo que as demais nao tem limite regulamentado [127].
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Kim e colaboradores [128] desenvolveram um método cromatografico com
deteccdo por espectrometria de massas (LC-ESI-MS/MS) para a determinagao de
benzidina e 3,3-diclorobenzidina em &agua de superficie, alcancando limites de
deteccgao de 0,004 ng L para benzidina e 0,7 ng L para diclorobenzidina. O método
foi utilizado para analisar os compostos alvo em dezesseis amostras de agua de
superficie, sendo que a benzidina foi encontrada no intervalo de concentragao de 0,15
a 2,33 ng L em quatro das dezesseis amostras de agua de superficie.

Li e colaboradores [129] desenvolveram um método para a determinagao
simultdnea de 28 aminas aromaticas advindas de materiais em contacto com alimentos
por cromatografia liquida-espectrometria de massa (HPLC-MS/MS). Os limites de
deteccado e de quantificacdo para as 28 aminas aromaticas foram de 0,02 a 0,3 ug kg'1
e0,17a1,0ug kg'1, respectivamente.

Assim, o reconhecimento dos perigos envolvendo aminas aromaticas em aguas
mostra a alta demanda por métodos analiticos rapidos e confiaveis para determina-las,
com sensibilidade e confiabilidade suficiente para monitoramento em amostras de agua
superficiais e agua de beber. Deste modo seria altamente relevante buscar também
métodos mais sensiveis para analise de aminas aromaticas nestas matrizes pelo uso
de UHPLC-MS/MS.
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2. Objetivo

Dentro deste contexto, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver novas
metodologias analiticas para determinacdo de 23 aminas aromaticas: anilina, 2-
metilbenzidina-1,4-diamina, N-monoacetil-1,4-diaminobenzidina, p-aminofenol, 4,4'-
metileno-bis-(2-cloroanilina), 3,3'-dimetilbenzidina, 3,3'-diclorobenzidina, 4,4'-
diaminodifenilmetano, 3,3'-dimetoxibenzidina, 2,4-diaminotoluidina, 4-cloro-2-
metilanilina, 4-cloroanilina, 2-aminonaftaleno, 4,4'-oxidianilina, 4-aminobifenila, 1,4-
diaminobenzidina, 2-cloro-4-nitroanilina, 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina, 2-metoxi-5-
metilanilina, 4,4'-diaminobifenila, 2-metilanilina, 2-metoxianilina, 2,5-dimetilanilina (cuja
estrutura quimica € mostrada na Tabela 1) em aguas superficiais, selecionadas em
funcdo da sua classificacdo IARC (Grupo 1 sdo compostos carcinogénicos; Grupo 2A
possivel carcinogénico em animais; Grupo 2B possivel carcinogénico humano; Grupo
3 ndo carcinogénico em humanos porém carcinogénico em animais). Para isto
pretende-se empregar a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
com deteccdo de arranjos de diodos e liquido ibnico na fase mével, bem como
deteccao eletroquimica com eletrodo sem e com modificagdo por nanotubos de
carbono e liquido ibnico e técnica de Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
acoplada a Espectrometria de Massas (UHPLC-MS/MS).

Para isto pretendeu-se atingir os seguintes objetivos especificos:

- Investigar o efeito de diferentes liquidos idnicos como eletrdlito de suporte na
oxidacdo de aminas aromaticas, visando desenvolver um método de cromatografia
liquida com detecgao de arranjos de diodos e amperométrica.

- estudar o efeito de eletrodo modificado com nanotubos de carbono e liquido
ibnico na modificagcao do detector eletroquimico e aplica-lo na identificacdo de aminas
aromaticas usadas na tintura de cabelo e aquelas provenientes da degradagao de
corantes via oxidagdo por peréxido de hidrogénio ou através de micro organismo
presente no meio ambiente.

- Desenvolver método UHPLC-MS/MS utilizando um sistema de pré concentragao
on-line (EQUAN), para Deteccao destas aminas visando buscar limites de quantificagao

significativamente menores.
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3. Parte Experimental

3.1. Equipamentos

As analises cromatograficas de HPLC-DAD foram realizadas em um
cromatoégrafo liquido Shimadzu HPLC SCL-10AVP, interfaceado a um
microcomputador e gerenciado pelo software CLASS-VP. Para isto utilizou-se uma
coluna Shimadzu CLC-ODS (C18) com 25 cm de comprimento, 4,6 mm de diametro
interno e silica com didmetro de 5 pm com porosidade de 100 A. Uma pré-coluna do
mesmo material e 1,00 cm de comprimento, acoplada a coluna principal com o intuito
de protegé-la de impurezas e particulas, foi utilizada.

As analises das aminas de interesse por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccao eletroquimica foram realizadas utilizando-se um cromatografo liquido
(HPLC) da Metrohm com bomba modelo 818 IC com detector eletroquimico modelo
871 Advanced Bioscan System interfaceado a um computador equipado com o
Software IC Net para aquisicdo dos dados. Para isto utilizou-se célula eletroquimica
BioScan com eletrodo de carbono vitreo Variocell como eletrodo de trabalho, um
eletrodo de referéncia de fase sélida de Ag/AgCl e um contra-eletrodo de platina. A
separacdo dos componentes foi efetuada utilizando-se a mesma coluna e pré-coluna
definidas previamente pela detecgéo de arranjos de diodos (HPLC-DAD).

Nos experimentos realizados em Girona, Espanha foi utilizado um espectrometro
de massas UHPLC acoplado a um Thermo Scientific TSQ Vantage TM espectrémetro
de massa de triplo quadrupolo com uma fonte de ESI (Waltham, MA, EUA) usado como
detector. No sistema off line e on line (EQUAN™) foi utilizada uma coluna C18 Acquity
BEH (50 mm x 2,1 mm ID, 1,7 ym de tamanho de particula) em modo positivo. Para a
etapa de pré concentragédo on-line (EQUAN™) utilizou-se uma coluna Thermo PFP (5
mm x 2,1 mm ID, 3,6 um de tamanho de particulas) em modo positivo.

Os experimentos voltamétricos foram realizados em Potenciostato/Galvanostato
Autolab PGSTAT 30 acoplados a microcomputador controlado por software GPES 4.9.
O eletrodo de trabalho utilizado foi um eletrodo de carbono vitreo (ECV) com 0,6 mm

de didametro, eletrodo de referéncia de Ag/AgCl e contra-eletrodo de fio de platina.
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Um ultrassom UNIQUE modelo ultrasonic cleaner foi utilizado para dissolugao
dos reagentes e desgaseificacdo dos solventes utilizados como fase movel.

A agua deionizada foi purificada em um sistema de Milli-Q (modelo Simplicity
185, Millipore).

3.2. Reagentes e Solucdes

Solugdes estoque das aminas aromaticas (1000 mg L"), foram preparadas em
metanol e usadas em até 4 semanas (limite de estabilidade) quando conservadas em
geladeira. Solugbes de 1,4-diaminobenzeno, p-aminofenol, 2-metilbenzeno-1,4-
diamina, N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno foram preparadas e utilizadas
imediatamente apds diluigao.

Nas medidas eletroquimicas utilizou-se solucdo estoque de cloreto de litio 0,1
mol L™ ou solugdes 30 mmol L™ de liquidos ibnicos de interesse no trabalho que foram:
BMIm-BF; (1-butil-3-metilimidazdlio de tetrafluorborato), HMIm-PFg (1-hexil-3-
metilimidazolio de hexafluorofosfato), BMIm-NTf, (1-butil-3-metilimidazolio de
bis(trifluorometilsulfonil)imida) adquiridos da Sigma-Aldrich.

Nas medidas de HPLC-DAD e HPLC-ED utilizaram-se como fases moveis: agua
(MilliQ), metanol e acetonitrila (grau HPLC-J.T.Baker) em diferentes proporgdes. Como
aditivos quimicos a fase movel utilizou-se: acido féormico 0,1% (grau HPLC-J.T.Baker)
para as medidas realizadas em UHPLC-MS/MS. Liquido idnico: BMIm-NTf;, (1-butil-3-
metilimidazolio de bis(trifluorometilsulfonil)imida) para HPLC-DAD e HPLC-ED.

3.2.1. Fortificagao das Amostras

As amostras que foram analisadas por UHPLC-MS/MS foram fortificadas com 5
aliquotas de 100 pL de uma solucdo da mistura das aminas na concentracdao de 100
mg L™, Foram construidas curvas de adicdo de padrao para quantificar os compostos

nas matrizes devido a grande influéncia da mesma.
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3.3. Procedimento para caracterizacdo voltamétrica das aminas aromaticas
de interesse

A oxidacao eletroquimica das 23 aminas aromaticas: anilina, 2-metilbenzidina-
1,4-diamina, N-monoacetil-1,4-diaminobenzidina, p-aminofenol, 4,4'-metileno-bis-(2-
cloroanilina), 3,3'-dimetilbenzidina, 3,3'-diclorobenzidina, 4,4'-diaminodifenilmetano,
3,3'-dimetoxibenzidina, 2,4-diaminotoluidina, 4-cloro-2-metilanilina, 4-cloroanilina, 2-
aminonaftaleno, 4,4'-oxidianilina, 4-aminobifenila, 1,4-diaminobenzidina, 2-cloro-4-
nitroanilina, 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina, 2-metoxi-5-metilanilina, 4,4'-diaminobifenila,
2-metilanilina, 2-metoxianilina, 2,5-dimetilanilina, foi conduzida em célula eletroquimica
convencional, contendo trés eletrodos: carbono vitreo como eletrodo de trabalho,
referéncia Ag/AgCl (saturado com KCI 3M) e fio de platina como contra eletrodo. Uma
aliquota de 25,00 mL da solugdo das aminas aromaticas na concentragdo de 1x107
mol L' em metanol contendo 0,1 mol.L™" de LiCl foi adicionada a célula eletroquimica e
as medidas de voltametria ciclica foram realizadas entre potencial de 0,0 a +1,0V vs
Ag/AgCl. O eletrodo de trabalho foi polido com alumina para limpeza da superficie apds
cada medida eletroquimica.

Os voltamogramas obtidos para as aminas de interesse em liquido ibnico +
metanol em pequena quantidade de solvente foi investigado utilizando-se uma célula
eletroquimica adaptada. Esta consiste em um tubo de eppendorf (100 uL com a ponta
cortada) conectado ao eletrodo de carbono vitreo previamente descrito, onde foi
introduzido um fio de prata previamente lixado atuando como pseudo-referéncia e
eletrodo auxiliar [0]. Uma aliquota de 50 uL de solugdo de cada amina aromatica
individualmente em metanol foi dissolvida em 50 uL do liquido iénico de interesse. 10
uL da mistura foram adicionados a célula eletroquimica adaptada. O fio de prata foi
colocado perpendicularmente a superficie do eletrodo, tocando a superficie da gota de
solugdo porém sem tocar o eletrodo de trabalho. A seguir registrou-se os
voltamogramas ciclicos no intervalo de 0 a +1,0V sob velocidade de varredura de 50

mV s,
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3.4. Andlises das Aminas Aromaticas por HPLC/DAD e HPLC/ED

A separacgao cromatografica das 23 aminas aromaticas estudadas neste trabalho
foram divididas em 2 grupos de acordo com a otimizagao usada para melhor separacao
das mesmas.

Grupo 1: 2,4-diaminotoluidina, 4,4’-oxidianilina, 4,4'-diaminobifenila, anilina, 3,3'-
dimetoxibenzidina, 2-metoxianilina, 2-metilanilina, 2-aminonaftaleno, 4,4’-metileno-bis-
2-cloroanilina, 4,4’-diaminodifenilmetano, 3,3’-dimetilbenzidina, 2-metoxi-5-metilanilina,
4-cloroanilina, 2-cloro-4-nitroanilina, 4-aminobifenila e 3,3’-diclorobenzidina. Este grupo
foi separado e identificado adotando-se fase mével otimizada de metanol/agua 70:30 +
30mM de BMIm-NTf, (v/v) e vazdo de 0,8 mL min™

Grupo 2: 2,5-dimetilanilina, 4-cloro-2-metilanilina, 4,4’-metileno-bis-2-metilanilina,
1,4-diaminobenzidina (PPD), p-aminofenol, 2-metilbenzidina-1,4-diamina (PTD), N-
monoacetil-1,4-diaminobenzidina, foram analisadas utilizando-se fase mével otimizada
DE acetonitrila/agua 60:40 + 30mM de BMIm-NTf, (v/v) e vazdo de 0,8 mL min™ [129].

Nas analises cromatograficas utilizou-se 20 uL de solugdes 50 mg L-1 das
mistura das aminas de cada grupo injetadas em ambos os sistemas HPLC-DAD e
HPLC-ED. Para ambos os sistemas foram construidas curvas analiticas especificas
para cada amina aromatica a partir de injegao em triplicata.

Os respectivos valores de limites de deteccao e quantificacdo foram obtidos
através dos parametros de cada curva analitica e respectivos cromatogramas
utilizando-se para calculo do limite de detecgdo L.D. = (3 x erro de coeficiente
linear)/coeficiente angular e o limite de quantificagdo L.Q. = (10 x erro de coeficiente
linear)/coeficiente angular.

O calculo de assimetria (As) foi realizado tomando valores referentes a 10 % da
base do pico medindo-se a diferenga na largura do pico do lado direito até o centro do
mesmo dividido pela diferenga na largura do centro até o lado esquerdo.

Para o calculo de numero de pratos teoricos (eficiéncia) foi utilizada a equacgao:
Np = 16 (t/w)?, sendo t, tempo de retencdo e w largura do pico na sua base.

Todas as amostras foram filtradas, antes de cada injecado com auxilio de uma

seringa em filtros MILLEX Millipore (0,45 um).
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3.5. Eletrodo Modificado com Gel de Nanotubos de Carbono e Liquido
I6nico

Voltamogramas ciclicos correspondentes a oxidagao eletroquimica das 23
aminas aromaticas dissolvidas em metanol foram obtidas apés transferéncia de 25 mL
de eletrdlito para célula eletroquimica convencional, contendo trés eletrodos: carbono
vitreo sem e com modificagdo da superficie por gel de nanotubos de carbono e liquido
ibnico como eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (saturado com
KCI 3M) e fio de platina como contra eletrodo. O eletrodo de carbono vitreo foi limpo
com alumina (0,5 ym), depois lavado com agua MilliQ e seco em nitrogénio.

Nas medidas usando eletrodo de carbono vitreo modificado (EQM) foi
depositado um gel de nanotubos de carbono com os liquidos iénicos (NTC/LI), onde
testou-se BMIm-BF4 (1-butil-3-metilimidazdlio de tetrafluorborato), HMIm-PFg (1-hexil-3-
metilimidazolio de hexafluorofosfato) e BMIm-NTf, (1-butil-3-metilimidazdlio de
bis(trifluorometilsulfonil)imida), separadamente.

O gel de NTC/LI foi preparado pesando-se cerca de 5,0 mg de p6 de nanotubos
de carbono (Dropsens - MWCNT) suspensos em 100 pL de liquido ibnico BMIm-NTf;
(Sigma-Aldrich) [114]. Essa mistura foi homogeneizada em um almofariz com auxilio de
um pistilo por aproximadamente 15 minutos, até formar um gel. O eletrodo previamente
limpo foi pressionado sobre esse gel durante alguns segundos e assim formou-se um
filme fino pela aderéncia do gel na superficie eletrédica. O excesso de gel foi removido
com o auxilio de uma espatula e o eletrodo mantido em um recipiente plastico limpo e
fechado. O eletrodo assim confeccionado foi a seguir transferido para a célula
voltamétrica de 25 mL e as medidas voltamétricas registradas apdés a solugado ser
desaerada com nitrogénio.

Todos os voltamogramas foram registrados para 25,00 mL de solugdo de cada
amina aromatica em concentragdo de 1x10° mol L' em metanol com 0,1 mol L™ de
LiCl em regido de potencial de 0,0 a +1,0V vs. Ag/AgCIl. Foram também realizados
experimentos utilizando-se solugdes de 1,0x10° mol L™" em metanol + 100 ML de liquido
ibnico, como eletrdlito de suporte. Nas medidas onde o eletrodo era o detector do

cromatografo, poliu-se o eletrodo de trabalho com alumina para limpeza da superficie e
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o filme de nanotubos de carbono foi refeito para cada detecgcédo, com o intuito de ter

sempre a superficie livre de interferentes.

3.6. Correcdo do Potencial DE Oxidacdo das Aminas Aromaticas utilizando
o Sistema Fc/Fc” (Ferroceno)

Com o intuito de estudar a influéncia do liquido i6bnico como eletrdlito suporte na
oxidagdo das aminas aromaticas frente ao eletrodo sem e com modificagdo com
nanotubos de carbono e liquido i6nico BMIm-NTf, tornou-se como padrao
voltamogramas ciclicos registrados para o par redox reversivel Fc/Fc* utilizando para
as medidas eletrodo de carbono vitreo sem modificagcédo e eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanotubos de carbono liquido ibnico sendo que usou-se eletrodo de

Ag como pseudo referéncia [114].

3.7. UHPLC-MS/MS

A andlise de aminas aromaticas por ultra Cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecgdo de massa (UHPLC-MS/MS) foi realizada utilizando-se metodologia de
pré-concentragdo SPE off-line em cartucho de fase sélida, antes da inje¢do da amostra
na coluna analitica. Entretanto, foi também desenvolvido um método de pré-
concentracao on line (Equan™).

As condicdes de separacdo foram otimizadas como se segue: solvente (A):
metanol com 0,1 % de acido formico, solvente (B): agua com 0,1 % DE acido férmico
com vazdo de 0,2 mL min™'. O gradiente de eluigdo foi: 20% A; 0-3,0 min, 20-100% A;
3,0-6,0 min, 100% A; de 6,0 to 6,1 retornando as condigdes iniciais; 6,1-9,0, reequilibrio
da coluna. O volume da amostra injetada foi de 10 uL. No sistema on-line (Equan™)
utilizou-se uma etapa de pré-concentragdo, utilizando as condicbes otimizadas
previamente: 100 % de agua com uma vazdo de 1,0 mL min™. O volume de amostra
injetada foi de 250uL. A mesma condi¢do do modo off-line foi utilizado para a coluna

analitica.
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Parametros de deteccdo de massas (MS) tais como temperatura do capilar e
temperatura do vaporizador foram otimizados por infusdo direta de solugdes padréo
individuais de cada composto a 1 mg L. Para a analise quantitativa, a aquisicdo de
dados foi realizada utilizando o modo de monitoramento de reacdes selecionadas
(SRM), registrando as transi¢bes entre o ion precursor e os dois ions produtos mais
abundantes para cada composto alvo. Resolugao para Q1 e para Q3 foi fixado em uma
largura maxima de 0,70. Definicbes dos parametros dependentes da fonte, sdo como
se segue: energia de colisao de 10 V, temperatura capilar de 300 °C, temperatura do
vaporizador de 325 °C, pressdo de gas de secagem (N) de 40,0 L min™', pressdo do
gas auxiliar (N») de 2,0 L min™, pressdo do gas de contracorrente (Ny) de 0 L min™,
tensdo de pulverizacéo ibnica e a pressao colisdo foram otimizadas em 3000 V e 1,0
mTorr no modo positivo, respectivamente. Instrumento de controle, aquisicdo e
avaliacdo de dados foram realizadas com software 2.1 Thermo Fisher Scientific

Xcalibur.

3.8. Teste de Toxicidade para os Padr6es de Aminas Aromaticas

Com o intuito de avaliar a toxicidade das aminas aromaticas foram realizados os
ensaios de toxicidade aguda para cada amina aromatica separadamente e em conjunto
usando micro organismo V. fischeri. As amostras foram avaliadas utilizando os
procedimentos de testes padronizados para V. fischeri [54,55]. Um analisador de
toxicidade Microtox® SDI Modelo 500 foi utilizado para realizar o ensaio. As bactérias
foram expostas a uma série de diluicbes das amostras, osmoticamente ajustada com
uma solugcéo 22% de cloreto de sddio (NaCl), durante 15 minutos a 15° C e em
seguida, a sua alteragcado de emissao de luz foi medida. O micro organismo liofilizado V.
fischeri, foi adquirido a partir de um fornecedor comercial (SDI, Newark, DE, EUA).

Todos os dados Microtox® foram registrados e analisados utilizando o software
Graphpad Prisma 4, e os resultados foram expressos em percentagem de inibicao de

emissao de luz.
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3.9. Analise de Aminas Aromaticas em Amostra de Tonalizante de Cabelo
Comercial Masculino

Foi utilizado nestes experimentos o tonalizante masculino comercial X para
cabelos pretos e loiros que segundo os fabricantes contém os corantes Azul Basico 99,
Amarelo Basico 57, Vermelho Basico 76, Marrom Basico 16 e Violeta Acido 43, e os
seguintes aditivos: alcool cetoestearilico, cloreto de alquiltrimetilaménio, palmitato de
octila, nipazol, nipazin, cloreto de amdbnio, enxofre, acetato de chumbo, glicerina e
hidrolisado quaternizado de proteina. Foi também realizado os mesmos experimentos
com tonalizante masculino comercial Y para cabelos pretos e loiros que segundo a
embalagem € composto pelos seguintes aditivos: alcool cetoestearilico, cloreto de
alquiltrimetilamdnio, palmitato de octila, cloreto de amdnio e glicerina. Uma aliquota de
1 mL do mesmo foi adicionada em baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi
completado com agua milliQ. Em seguida, 5 mL dessa solugéo foi misturada com 5 mL
de diclorometano em um funil de separagao. O procedimento foi repetido 3 vezes e a
fase organica submetida a evaporagdao do solvente sob temperatura ambiente e
pressao atmosférica. A amostra final foi entdo ressuspendida em metanol e injetada em
HPLC/ED.

3.10. Anélise de Aminas Aromaticas em Amostras de Corante de Cabelo
Comercial Feminino

Amostras de tintura comercializadas da marca X, Y e Z, respectivamente para
cor loiro, preto e vermelho em forma de pasta em uma bisnaga, foram utilizadas apds
mistura com uma solugao de peroxido de hidrogénio (30 volumes). 5 g desta pasta foi
dissolvida em 10 mL de perdxido de hidrogénio. Em todas as amostras sdo designadas
no rotulo os seguintes componentes: 1,4-diaminobenzidina e 2-metilbenzidina-1,4-
diamina, alcool cetoestearilico, cloreto de alquiltrimetilamdnio, palmitato de octila,
cloreto de amoénio, glicerina e hidrolisado de proteina.

Apds 40 minutos da aplicacdo do corante em cabelo humano foram coletadas
agua da primeira lavagem, que foi filtrada utilizando filtro de membrana PTFE (& 47

mm, 0,45 pm). Em seguida 5 mL dessa amostra foi adicionada em um funil de
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separacdo com mais 5 mL de diclorometano. Esse procedimento foi realizado 3 vezes
e a fase organica resultante foi evaporada e o residuo resultante foi re suspendido em
metanol e em seguida injetado em HPLC/ED.

Anadlises da pasta usada na tintura de cabelo foram ainda feitas sem adigao de
peréxido de hidrogénio. Assim, 1 g da pasta foi pesada e esta foi dissolvida em 10 mL
de agua. Uma aliquota de 5 mL dessa amostra foi adicionada em um funil de
separacdo com mais 5 mL de diclorometano. Esse procedimento foi realizado 3 vezes
e a fase organica resultante foi evaporada e o residuo resultante foi ressuspendido em

metanol e em seguida injetado em HPLC/ED.

3.11. Analise de Aminas Aromaticas em Amostras de Agua Natural

Foram coletadas aguas no Rio Tieté antes da estacédo de tratamento de esgoto
(ETE), no local do descarte da ETE, 2,0 Km apds o descarte da ETE. Em adi¢géo foram
coletadas aguas na entrada e na saida da estacdo de tratamento de esgoto além da
entrada e saida da estagéo de tratamento de agua (ETA) da cidade de Tieté-SP. Além
disso foi analisada agua potavel coletadas na torneira residencial de Tieté-SP e
Araraquara-SP.

Amostras de 2 L foram mantidas em refrigeracéo até a chegada no laboratério
onde foi adicionado 3 mL de acido acético de acordo com protocolo CETESB. As
amostras foram mantidas em geladeira (aproximadamente 5°C). Em seguida, foi
realizada a filtracdo em um sistema de vacuo utilizando filtros de membrana PTFE (&
47 mm, 0,45 pm) para todas as amostras. Posteriormente, essas amostras foram pré
concentradas em cartucho SPE (Phenomenex Strata X-CW (compostos basicos), 500
mg de base polimérica) o qual foi condicionado com 3 mL de metanol, para ativar o
material, em seguida 3 mL de agua milliQ para lavagem seguido de 500 mL da
amostra DE agua superficial, agua potavel e para as amostras de influente foram 200
mL e para efluente foram 250 mL. Em seguida, o cartucho foi lavado com 5 mL de
agua milli-Q e posteriormente seco e logo ap6s foi realizada a eluigdo dos compostos
que ficaram retidos na fase estacionaria com a aplicagdo de 5 mL da mistura
diclorometano/metanol (3:1). Essa solugéo foi evaporada e ressuspendida em 1 mL de

metanol, filtrada em filtro de seringa Millex Millipore.
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3.12. Anélises de Aminas Aromaticas em Amostra de Agua Natural

Foram coletadas aguas no Rio Onyar na cidade de Girona (Espanha). Além de
aguas da entrada (efluente) e saida da estagao de tratamento de esgoto (Influente ),
amostras de agua potavel da cidade de Girona foram também analisadas.

Foram ainda coletadas amostras da entrada e saida da estacdo de tratamento
de Esgoto, além de amostras da entrada e saida da estacdo de tratamento de agua da
cidade de Araraquara. E essas amostras foram submetidas a extragdo em cartucho
Phenomenex StrataX-CW (500 mg de base polimérica para compostos basicos),
congeladas e eluidas somente antes das analises em Girona (Espanha).

O método de preparo dessas amostras foi idéntico ao realizado nas amostras

coletadas no Brasil.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Oxidagéo Voltamétrica das Aminas Aromaticas

4.1.1. Oxidacéao sobre Eletrodo de Carbono Vitreo em Cloreto de Litio

Para efeitos de comparacao e escolha do melhor potencial a ser utilizado para
monitoramento das aminas aromaticas por deteccdo eletroquimica, registrou-se os
voltamogramas ciclicos para oxidagédo de cada amina sobre eletrodo de carbono vitreo.
A Figura 3, apresenta um voltamograma ciclico tipico obtido para a oxidagao de 1,0 x
10 mol L' de 1,4-diaminobenzeno sobre superficie de carbono vitreo em 0,1 mol L™

de LiCl sob velocidade de varredura de 50mV s™.

Figura 3: Voltamogramas ciclicos registrados para a oxidagéo de 1,0 x 10 mol L™ de
1,4-diaminobenzeno em 0,1 mol L' de LiCl, sobre eletrodo de carbono vitreo.
Velocidade de varredura (v) = 50 mV s™. a) eletrélito suporte 0,1 mol L™ de LiCl (linha
preta); b) oxidagédo da 1,4-diaminobenzeno (linha vermelha).

12.- N\

) B

E/V vs. AglAgCI

Fonte: proprio autor.

A anadlise da Figura 3 mostra que a oxidagcdo eletroquimica da 1,4-
diaminobenzeno apresenta dois picos de oxidagado bem definidos caracteristico da
oxidacdo do grupo amina presente como substituinte na molécula. O primeiro em

potenciais ao redor de +0,302 V apresenta um pico na varredura reversa em potencial
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de +0.222 V, seguido por um segundo pico em potencial de +0.718V e um pico de
reducdo na varredura reversa em potencial de +0.583V. A relacédo entre ipal/ipc tanto
para o primeiro pico quanto para o segundo pico € igual a 1, indicando que o sistema
apresenta caracteristicas de processos reversiveis.

A seguir, foi realizado o estudo de velocidade de varredura entre 10 mV s'e 200

mV s no intervalo de 0,0 a +1,0V como mostrado na Figura 4 A.

Figura 4: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em velocidade de varredura de: a) 50 mV
s" e b) 100 mV s para oxidacgo de 1,0 x 10 mol L™ de 1,4-diaminobenzeno em 0,1
mol L™ de LiClI; (B) voltamogramas ciclicos com velocidade de varredura 50 mV s™'; (C)
grafico de corrente versus raiz quadrada da velocidade de varredura para o primeiro
pico lpa € para o segundo pico llp,.

Fonte: proprio autor.

Analisando a Figura 4A observa-se que o aumento da velocidade de varrdeura

acima de 50 mV s (curva A) mostra picos bem definidos para ambas as oxidagoes,
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cuja corrente aumenta em fungédo da velocidade de varredura. Os voltamogramas de
varredura sucessiva (Figura 4B) obtidos sob velocidade de varredura de 50 mV s
apresentam uma ligeira diminuigdo gradativa da corrente de pico anddica do segundo
pico [34]. No entanto, tomando-se a corrente do primeiro pico observa-se que a
corrente de pico aumenta linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura
de potencial (Figura 4C) sugerindo que o processo € controlado por difusdo para os
dois picos na varredura anddica.

Todas as demais aminas aromaticas de interesse foram submetidas a
oxidagdo nas mesmas condigdes experimentais e 0s respectivos voltamogramas
obtidos para 1,0x10° mol L™ de cada amina em 0,1 mol L™ de Cloreto de Litio sdo

mostrados na Figura 5.

Figura 5 : Voltamogramas ciclicos registrados para a oxidacéo de 1,0 x 10° mol L das aminas
em 0,1 mol L de LiCl, sobre eletrodo de carbono vitreo. Velocidade de varredura (v) = 50 mV
s’ 0,1 mol L' de LiCl (linha preta); b) oxidagdo da amina (linha vermelha). (A) 2,4-
diaminotoluidina; (B) 2,5-dimetilanilina; (C) 2-cloro-4-nitroanilina; (D) 2-metoxi-5-metilanilina; (E)
2-aminonaftaleno; (F) 3,3'-diclorobenzidina; (G) 3,3-dimetilbenzidina; (H) 4,4-
diaminodifenilmetano; (1) 4,4’-metileno-bis-2-metilanilina; (J) 4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina; (K)
4.4 -oxidianilina; (L) 4-aminobifenila; (M) p-aminofenol; (N) 4-cloro-2-metilanilina; (O) 4-
cloroanilina; (P) anilina; (Q) 1,4-diaminobenzeno (R) N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno; (S) 2-
metoxianilina; (T) 3,3'-dimetoxibenzidina; (U) 2-metilanilina; (V) 2-metilbenzeno-1,4-diamina.
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Fonte: proprio autor.

A partir destes voltamogramas ciclicos foram obtidos os respectivos parametros
de potencial de pico e corrente de pico para os processos de oxidacdo e reducido na
varredura reversa anodica e catddica, os quais sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Potencial de oxidacdo e reducdo obtido de voltamogramas registrados para 1,0x10
mol L™ das aminas estudadas em meio de cloreto de litio sobre eletrodo de carbono vitreo. v =
50 mVs™.

Amina Eox 1 Eox 2 E.pe 1 E,pe 2 lha llpa
(mV) (mV) (mV) (mV) (HA)  (MA)
2,4-diaminotoluidina +561 - - - 14,9 -
2,5-dimetilanilina +854 - + 308 - 21,2 -
2-cloro-4-nitroanilina +727 - - - 46,6
2-metoxi-5-metilanilina +702 +894 +261 - 12,5 20,7
2-aminonaftaleno +750 - +240 - 10,5 -
3,3’-dimetilbenzidina +535 +859 +551 + 374 10,2 5,45
4,4’-diaminobifenilmetano +820 - +335 - 12,8 -
4.4’-metileno-bis-2-metilanilina +761 - + 284 - 3,12 -
4.,4’-metileno-bis-cloroanilina + 980 - +550 - 12,5 -
4,4’-oxidianilina +689 - + 302 - 7,32 -
4-aminobifenila +781 - - - 4,87 -
p-aminofenol + 280 +680 +550 +250 7,87 6,25
4-cloro-2-metilanilina +500 - - - 15,9 -
4-cloroanilina + 980 - +380 - 9,87 -
Anilina +918 - +352 - 4,58
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4,4'-diaminobifenila +542 +820  +444  +332 1,98 97
N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno +678 +889 - - 1,23 2,67
2-metoxianilina +750 - +333 - 3,38 -
3,3'-dimetoxibenzidina +550 +625 +600 +439 1,65 1,35
2-metilanilina +836 - +317 - 3,46 -
1,4-diaminobenzeno +302 +718 +371 +234 758 7,64
2-metilbenzeno-1,4-diamina +600 - +400 - 212 -

Os dados apresentados na Tabela 2, mostram que todas as aminas
investigadas apresentam picos de oxidacdo na regiao entre +0.32 a +0.98 V vs
Ag/AgCl e a resposta voltamétrica poderia ser utilizada para analise da referida amina
via deteccdo eletroquimica acoplado ao sistema HPLC. Todas as correntes de pico

aumentam em fungéo da raiz quadrada da velocidade de varredura (sz)

indicando que
0 processo é controlado por difusdo, com excessao das aminas 2,5-dimetilanilina e
4,4'-diaminobifenilmetano e 4-cloroanilina nas quais as correntes de pico aumentam em
funcdo da velocidade de varrdeura (v) sugerindo que o processo € controlado por

adsorgao.

4.1.2. Oxidacéao sobre Eletrodo de Carbono Vitreo em Liquido 16nico

Com o intuito de investigar o comportamento destas aminas em liquido i6nico
voltamogramas ciclicos foram registrados para a oxidacdo DE 1,0 x 10° mol L' de
cada amina selecionada sobre superficie de carbono vitreo (ECV) em 30 mmol™ de
liquido i6nico [BMIm-BF4] sob velocidade de varredura de 50mV s”'. A Figura 6
apresenta os voltamogramas obtidos para oxidagcédo de 1,0 x 10° mol L™ de 1,4-
diaminobenzeno utilizando-se o sistema de dois eletrodos descritos na parte

experimental, ou seja, um ECV e um fio de prata como eletrodo de pseudo referéncia.
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Figura 6: Voltamogramas ciclicos registrados para a oxidacdo de 1,0 x 10 mol L™ de 1,4-
diaminobenzeno em metanol e liquido ibnico BMIm-BF, (1:1) (A); BMIm-NTf, (B); HMIm-PF4

(C) sobre eletrodo de carbono vitreo. Velocidade de varredura= 50 mV s™.

‘o

E'Ves g A

BV Ny : C

Fonte: proprio autor.

Analisando-se a Figura 6A observa-se que o 1,4-diaminobenzeno apresenta
dois picos de oxidagdoem E|; =+ 0,301V (I,) e I,= 0,46 PA; Eja=+ 0,717V (Il.) e Ic =
1,4 upA. Estes potenciais estdo ligeiramente deslocados em relagdo ao eletrodo
convencional uma vez que estdo sendo medidos em relagdo ao eletrodo de pseudo-
referéncia Ag. No entanto, os picos nao alteram de posigdo em fungéo da repeticdo do
voltamograma, mostrando repetibilidade da resposta voltamétrica [35]. Na varredura
reversa observa-se apenas um pico de redugao em potencial de + 0,10 V, com corrente
igual a - 1,0 pA.

Em seguida o estudo foi repetido para oxidagdo de 1,0x10° mol L' DE 1,4-

diaminobenzeno em BMIm-NTf; (1-butil-3-metilimidazdlio de
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bis(trifluorometilsulfonil)imida) como mostra Figura 6B e para o liquido idbnico HMIm-

PFs (1-hexil-3-metilimidazdlio de hexafluorofosfato) na Figura 6C utilizando as mesmas

condi¢des anteriores.

A Tabela 3 resume os parametros voltamétricos obtidos para oxidagao das 23

aminas estudadas nos liquidos idbnicos BMIm-BF4; BMIm-NTf, e HMIm-PF¢ obtidos de

voltamogramas ciclicos registrados para 1x10° mol L™ da amina em 30 mmol L™ do

liquido iénico, de forma semelhante ao apresentado na Figura 6.

Tabela 3: Parametros voltamétricos obtidos dos voltamogramas correspondentes a
oxidacdo das aminas aromaticas. Velocidade de 50 mV s™. Eletrélito: metanol + 30
mmol L™ do liquido idnico.

Amina oni (mV) ErDE (mV) oni (mV) ErDE (mV) oni (mV) ErDE (mV)
BMIm-BF, BMIm-BF, BMIm[NTf,] BMIm[NTf,] HMIm[PFs] HMIm[PFg]
2,4-diaminotoluidina 560 - 420 - 444 -
2,5-dimetilanilina 776 - 720 289 745 -
2-cloro-4-nitroanilina 860 - 800 - 835 -
2-metoxi-5-metilanilina ~ t620/+823 +208 +546 - +645 +243
2-aminonaftaleno +723 +232 +678 +210 +699 +222
3,3’-dimetilbenzidina +520/+843 +521/+354 +476/+806 +460 +502 +489
4.4’ +802 +298 +768 ; +812 +256
diaminobifenilmetano
4,4’-metileno-bis-2- +743 +245 +702 - +689 +209
metilanilina
4,4'-metileno-bis- +954 - +923 +521 +900 +487
cloroanilina
4,4 -oxidianilina +656 +300 +612 +287 +634 +288
4-aminobifenila +779 - +712 - +745 -
4-aminofenol +279/+683 +532/+234 +243 +536/+230 +252/+664 +498
4-cloro-2-metilanilina +489 - +423 - +456
4-cloroanilina +967 +365 +898 +312 +934 +389
Anilina +903 +345 +870 - +894 -
4.4'-diaminobifenila  +538/+798 +440/+330 +645 +300 +528/+767  +432/+780
N-monoacetil-1,4- +670 _ +620 ) +649 )
diaminobenzeno
2-metoxianilina +743 +330 +658 +276 +705 -
3’3'-metoxibenzidina +449/+609 +596/+400 +587 +493 +505 +423
2-metilanilina +830 +329 +767 - +823 +306
1,4-diaminobenzidina ~ +t301/+717 +98 +637 +41 +662 3
2-metilbenzeno-1,4- +598 +389 +558 +412 +570 -
diamina
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Apoés analise dos voltamogramas obtidos em todos os liquidos ibnicos para
todas as aminas estudadas conclui-se que o liquido ibnico que menos interfere no
comportamento eletroquimico envolvendo oxidagdo das aminas sobre eletrodo de
carbono vitreo € o BMIm-NTf,, pois apresentou menor deslocamento dos potenciais de
pico e melhor definigdo dos dois picos de oxidagao e portanto foi adotado nas medidas

posteriores.

4.2. Detecgdo das Aminas Arométicas Classificadas no Grupo 1.

Foram otimizadas os parametros inerentes para a técnica de HPLC para obter
os melhores resultados para cada grupo. Na Tabela .... estdo os parametros que foram
otimizados para os dois grupos. Para a técnica de HPLC-ED foram utilizadas as
mesmas condigdes otimizadas para o HPLC-DAD e ainda foi otimizado o potencial

aplicado para a detecgéo. Essa otimizagao esta apresentado no inicio de cada segao.

Tabela 4: Parametros otimizados para HPLC.

PARAMETRO FAIXA ESTUDADA VALOR
OTIMIZADO
FASE MOVEL GRUPO 1 MeOH/agua variando de 10:90 a 90:10  MeOH/Agua 70:30
FASE MOVEL GRUPO 2 ACN/agua variando de 10:90 a 90:10 ACN/Agua 60:40
VAZAO GRUPO 1 0,6a1,2mL min” 0,8 mL min”'
VAZAO GRUPO 2 0,6a1,2mL min™ 0,8 mL min™
TEMPERATURA GRUPO 1 30°C a 50°C (variando de 5 em 5°C) 40°C
TEMPERATURA GRUPO 2 30°C a 50°C (variando de 5 em 5°C) 40°C
COMPRIMENTO DE ONDA GRUPO2 200 a 250 nm (variando de 10 nm) 230 nm
COMPRIMENTO DE ONDA GRUPO 2 200 a 250 nm (variando de 10 nm) 230 nm

4.2.1. HPLC-DAD

A Figura 7 e Figura 8 ilustram cromatogramas tipicos HPLC-DAD com e sem

liquido ibnico como aditivo, respectivamente para a mistura das 16 aminas
classificadas no grupo 1: 4,4'-oxidianilina, anilina, 2,4-diaminotoluidina, 3,3'-
dimetoxibenzidina, 4.4'-diaminobifenila, 4 4’-metileno-bis-2-cloroanilina, 2-
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aminonaftaleno, 2-metilanilina, 2-metoxianilina, 4,4-diaminodifenilmetano, 3,3’-
dimetilbenzidina, 2-cloro-4-nitroanilina, 4-aminobifenila, 2-metoxi-5-metilanilina, 4-
cloroanilina e 3,3’-diclorobenzidina, utilizando como fase mével metanol/agua 70:30
(v/v) e vazao de 0,8 mL min™' para o sistema HPLC-DAD com e sem adicédo de liquido

ibnico. O cromatograma foi registrado para deteccdo em comprimento de onda de
230nm.

Figura 7: Cromatogramas HPLC-DAD obtidos para 20uL da mistura dos padrdées de aminas do
grupo 1 em concentracao de 50 mg L-1 em metanol, Fase movel: metanol/agua 70:30 (v/v), A =
230nm, fase estacionaria C18.

a: 4,4'-diaminodifeniimetano; b: 4-cloroanilina; c¢: 2-metoxi-5-metilanilina; d: 3,3'-
dimetilbenzidina; e: 2,4-diaminotoluidina; f: 2-cloro-4-nitroanilina; g: 4,4-oxidianilina; h: anilina;
i: 3,3'-diclorobenzidina; j: 4,4'-diaminobifenila; k: 4-aminobifenila; I: 3,3'-dimetoxibenzidina; m:
2-metoxibenzidina; n: 2-metilanilina; o: 4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina; p: 2-aminonaftaleno.

30 o o
25 - ”
2]

15 |

10

Absorbancia / mUA

Tempo / minutos
Fonte: proprio autor.
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Figura 8: Cromatograma HPLC-DAD a partir da injegdo de 20uL da mistura dos padrdes de
aminas do grupo | na concentragdo de 50mg L-1 em metanol utilizando BMIm-NTf, como
aditivo a fase moével, A = 230nm.

a: 4,4'-diaminodifenilmetano; d: 3,3-dimetilbenzidina; c: 2-metoxi-5-metilanilina; b: 4-
cloroanilina; e: 2,4-diaminotoluidina; f: 2-cloro-4-nitroanilina; g: 4,4-oxidianilina; k: 4-
aminobifenila; i 3,3'-diclorobenzidina; j: 4,4'-diaminobifenila; h: anilina; I:  3,3-
dimetoxibenzidina; m: 2-metoxianilina; n: 2-metilanilina; p: 2-aminonaftaleno; o: 4,4’-metileno-
bis-2-cloroanilina.
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A Figura 7 mostra que exceto pela co eluicdo da 2-cloro-4-nitroanilina e de 4,4'-
oxidianilina com tempo de retengcdo de 11,30 minutos, todas as outras aminas foram
eluidas em tr = 6,48 minutos para a 4,4'-diaminodifenilmetano; tr = 7,42 minutos para a
4-cloroanilina; tr = 8,61 minutos para 2-metoxi-5-metilanilina; tr = 9,09 minutos para a
3,3'-dimetilbenzidina; tr = 10,6 minutos para a 2,4-diaminotoluidina; tr= 12,43 minutos
para a anilina; tr = 13,60 minutos para a 3,3'-diclorobenzidina; tr = 15,97 minutos para a
4,4'-diaminobifenila; tr= 16,53 minutos para a 4-aminobifenila; tr= 17,40 minutos para a
3,3'-dimetoxibenzidina; tr= 17,95 minutos para a 2-metoxibenzidina; tr = 18,59 minutos
para a 2-metilanilina; tr = 20,41 minutos para a 4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina; tr =
21,44 minutos para a 2-aminonaftaleno. No entanto, observa-se que alguns compostos
como 4-aminobifenila, 3,3'-dimetoxibenzidina e 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina

apresentaram um pequeno encaudamento dos picos.
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Para contornar estes problemas utilizou-se a adicdo de liquido idnico a fase
movel, com o intuito de formar par idbnico com o analito e assim alterar as interagdes
entre o analito e a fase estacionaria. Assim, foi adicionado & fase mével 30 mmol L™
liquido i6bnico BMIm-NTf,, e o correspondente cromatograma esta mostrado na Figura
8, no qual as condi¢gdes cromatograficas otimizadas foram: Fase movel: MeOH/agua +
30 mmol L' DE BMIm-NTf, 70:30 (viv), T = 40°C, vazdo = 0,80mL min"; fase
estacionaria C18, monitorando o comprimento de onda de 230 nm para o detector de
arranjos de diodo. Analisando a Figura 8 observa-se a melhor separagao
cromatografica dos compostos analisados, além de auséncia de encaudamento dos
picos.

Comparando as Figura 7 e Figura 8 pode-se verificar que houve mudanga na
ordem de eluicao dos compostos: 3,3'-dimetilbenzidina, 4-cloroanilina, 4-aminobefenila,
anilina, 2-aminonaftaleno e 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina, que pode ser explicado pela
alteragdo no mecanismo complexo que ocorre na coluna cromatografica onde ha
formacéo de par ibnico entre a amina protonada (carga positiva) e o anion [NTf,]" do
liquido ibnico. O metanol apresenta uma constante de dissociagao baixa, insuficiente
para formar par idbnico com o analito protonado. Sendo assim, 0 mecanismo que ocorre
durante a analise cromatografica se torna diferenciado obtendo por fim um
cromatograma mais resolvido e limpo. O pKa das aminas aromaticas tem grande
influencia na separagcdo cromatografica, pois como o pH da fase movel é
aproximadamente 7,0 e neste pH algumas aminas (ver Tabela 1) apresentam-se
protonadas no meio e devido a isto irdo formar par idbnico com os anions [NTf;]” do
liquido i6nico utilizado como aditivo alterando o mecanismo de separacéo e devido a
isso ocorreu inversdo da ordem de eluigdo de algumas aminas assim como a dimui¢ao
ou aumento do tempo de retencdo de algumas aminas. As aminas aromaticas que
apresentam pKa

Na Figura 9 sdao melhor comparados os cromatogramas HPLC-DAD com e sem

liquido ibnico onde as intensidades dos picos sdo comparadas em 3D.
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Figura 9: Cromatograma comparativo em 3D da aminas do grupo 1 na auséncia (curva B,
vermelha) e na presenca do liquido ibnico BMIm-NTf, (curva A, preta) utilizando deteccao de
arranjos de diodos. Fase mével: MeOH/agua + 30 mmol L' de BMIm-NTf, 70:30 (v/v), T =

40°C, vazao = 0,80mL min™"; fase estacionaria C18, A = 230nm.
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Fonte: Préprio autor.

Na analise da Figura 9 observa-se facilmente que a intensidade do sinal
também aumenta em médio 30% (altura do pico) quando o liquido idnico foi adicionado
a fase movel pois os ions presentes do liquido idnico bloqueiam os silandis residuais
presentes na fase estacionaria da coluna cromatografica, sendo assim, diminui o tempo
de residéncia destes analitos dentro da coluna e portanto diminui 0 encaudamento dos
picos cromatograficos, ou seja, os picos ficam mais finos (menor largura de base) e por
consequéncia mais intensos. A Figura 10 exemplifica o mecanismo de separacao
cromatografica quando o liquido iénico esta presente como aditivo a fase moével. As
aminas aromaticas estao protonadas (esferas brancas com carga positiva) interagindo
com os anions do liquido idnico [NTf,]" (esferas escuras com carga negativa). A figura
mostra também que ocorre um bloqueio dos silandis (esferas brancas com carga
negativa) pelos cations do liquido idnico (esferas escuras com carga positiva). Outro
fator importante promovido pela adicdo do liquido ibnico € a formagao de par idGnico
entre as aminas aromaticas protonadas e os ions do liquido i6nico. Este fenbmeno
promove a menor interacdo dos analitos com o C18 da fase estacionaria e leva que
ocorra eluicdo mais rapida da coluna refletindo no aumento da sensibilidade do

método.

IQ-UNESP-ARARAQUARA 75



LIZIER, T.M.

Figura 10: Esquema do mecanismo de separacgao no interior da coluna cromatografica.
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4.2.2. HPLC-ED

Com o intuito de melhorar a sensibilidade do método foi realizado estudo com o

detector eletroquimico. A Figura 11 mostra o grafico de corrente em fungdo do

potencial no intervalo de 0,5 a 1,2 V aplicado na célula eletroquimica do sistema HPLC-

ED, utilizando-se 20 pL dos padrdes de 50 mg L™ das aminas em metanol.
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Figura 11: Grafico de corrente em fungdo do potencial aplicado na célula eletroquimica do
sistema HPLC-ED para as aminas aromaticas do grupo 1. 4,4'-oxidianilina, anilina, 2,4-
diaminotoluidina, 3,3'-dimetoxibenzidina, 4,4'-diaminobifenila, 4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina, 2-
aminonaftaleno, 2-metilanilina, 2-metoxianilina, 4,4-diaminodifenilmetame, 3,3’-dimetilbenzidina,
2-cloro-4-nitroanilina, 4-aminobifenila, 2-metoxi-5-metilanilina, 4-cloroanilina e 3,3-
diclorobenzidina

32

0.5 ' 06 ' 0.7 : 0?8 ' 0?9 ' 10 11 1.2
E/V vs. Ag/AgCI

A analise da Figura 11 mostra que o potencial que apresenta maior corrente
para todas as aminas estudadas foi igual a +1,0 V versus Ag/AgCl de fase sdlida e
assim este potencial foi aplicado na célula para monitoramento desses compostos. As
Figura 12 e Figura 13 ilustram cromatogramas tipicos HPLC-ED com e sem liquido
ibnico como aditivo, respectivamente para a mistura das 16 aminas classificadas no
grupo 1: 4,4'-oxidianilina, anilina, 2,4-diaminotoluidina, 3,3'-dimetoxibenzidina, 4,4'-
diaminobifenila, 4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina, 2-aminonaftaleno, 2-metilanilina, 2-
metoxianilina, 4,4-diaminodifenilmetame, 3,3’-dimetilbenzidina, 2-cloro-4-nitroanilina, 4-
aminobifenila, 2-metoxi-5-metilanilina, 4-cloroanilina e 3,3’-diclorobenzidina, utilizando
como fase mével metanol/agua 70:30 (v/v) e vazdo de 0,8 mL min™' para o sistema
HPLC-ED sem adicdo de liquido iénico e fase mével Metanol/Agua + 30 mmol L' de

BMIm-NTf,. Foi aplicado potencial de E = +1,0V, otimizado anteriormente.
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Figura 12: Cromatograma HPLC-ED obtidos para 20uL da mistura dos padrbes de aminas do
grupo | em concentragdo de 50 mg L™ em metanol em eletrodo de carbono vitreo. Fase mével:
metanol/agua 70:30 (v/v), E= +1,00V. T = 40°C, vazédo = 0,80 mL min"; fase estacionaria
C18.a: 4,4'-diaminodifenilmetano; b: 4-cloroanilina; c¢: 2-metoxi-5-metilanilina; d: 3,3'-
dimetilbenzidina; e: 2,4-diaminotoluidina; f: 2-cloro-4-nitroanilina; g: 4,4-oxidianilina; h: anilina;
i: 3,3'-diclorobenzidina; j: 4,4'-diaminobifenila; k: 4-aminobifenila; 1: 3,3'-dimetoxibenzidina; m:
2-metoxibenzidina; n: 2-metilanilina; o: 4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina; p: 2-aminonaftaleno.
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Fonte : Proprio autor

Figura 13: Cromatograma HPLC-ED a partir da injecdo de 20uL da mistura dos padrdes de
aminas do grupo | na concentragdo de 50mg L™ em metanol utilizando BMIm-NTf, em eletrodo
de carbono vitreo. E= +1,00V Fase moével: MeOH/agua + 30 mmol L' de BMIm-NTf, 70:30
(viv), T = 40°C, vazao = 0,80mL min"; fase estacionaria C18.a: 4,4'-diaminodifenilmetame; d:
3,3'-dimetilbenzidina; c: 2-metoxi-5-metilanilina; b: 4-cloroanilina; e: 2,4-diaminotoluidina; f: 2-
cloro-4-nitroanilina; g: 4,4-oxidianilina; k: 4-aminobifenila; i: 3,3'-diclorobenzidina; j: 4,4'-
diaminobifenila; h: anilina; I: 3,3'-dimetoxibenzidina; m: 2-metoxianilina; n: 2-metilanilina; p: 2-
aminonaftaleno; o: 4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina.

Fonte: proprio autor.
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Observa-se na deteccdo eletroquimica os mesmos problemas que ocorreram
para a deteccéo de arranjos de diodos e que foram resolvidos apés a adigao de liquido
ibnico. Com o intuito de facilitar a comparagao da sensibilidade quando emprega-se
liquido i6bnico como aditivo, a Figura 14 ilustra esse efeito para a deteccao

eletroquimica.

Figura 14: Cromatograma comparativo em 3D das aminas do grupo 1 na auséncia (curva B,
vermelha) e na presenga do liquido idbnico BMIm-NTf, (curva A, preta) utilizando DEtecgéo
eletroquimica. Fase mével: MeOH/agua + 30 mmol L™ de BMIm-NTf, 70:30 (v/v), T = 40°C,
vazao = 0,80 mL min™"; fase estacionaria C18, E = +1,0V.

/
Porpee g g e e g e -y~ g
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Fonte: proprio autor.

Analisando a Figura acima pode-se justificar o aumento da corrente quando usa-
se liquido ibnico como aditivo da fase moével pelos mesmos motivos do sistema HPLC-
DAD. No entanto, ha ainda o efeito dos ions do liquido idnico presentes na fase movel
que aumentam a velocidade da transferéncia de carga e aumentam a corrente gerada
pela facilitacdo da oxidagcao das espécies. Neste caso observa-se um aumento de 40%

no valor médio da corrente gerada na presenca do liquido idbnico como aditivo.

4.2.3. Comparacdo entre a Analise de Aminas Aromaticas do Grupo | por
HPLC-DAD e HPLC-ED.
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Na Tabela 5 estdo representados as intensidades obtidas por deteccédo de
arranjos de diodos e detecgdo eletroquimica com e sem adigdo de liquido ibnico.
Analisando a Tabela 5 verifica-se que com a adi¢cao de liquido ibnico a fase mével a
intensidade do sinal aumenta significativamente em relagcdo a auséncia de liquido
ibnico para ambos os detectores, exceto para 3,3'-dimetoxibenzidina e 3,3'-
diclorobenzidina.

Comparando os detectores observa-se que para todas as aminas aromaticas
quando se adiciona liquido i6nico a fase moével, a variagdo de corrente com e sem
liquido ibnico é maior para o deteccao eletroquimica em relagado ao detector de arranjos
de diodos. Isto pode-se ser explicado pelo fato do liquido i6nico melhorar a
condutividade na detecg¢édo eletroquimica enquanto que para o detecgédo de arranjos de
diodos tem-se somente o efeito na separagao cromatografica.

Tabela 5: Intensidades para o sistema sem e com liquido ibnico para os detectores de arranjos
de diodos (DAD) e detector eletroquimico (ED) para aminas classificados no grupo |.

DAD DE
Aminas IntensidaDE IntensidaDE | IntensidaDE IntensidaDE
(mUA) sem LI (mUA)comLl | (uA)semLi (pA)com Li
2,4-diaminotoluidina 3,0 33,3 30,2 80,6
4.,4’-oxidianilina 27,4 75,0 46,9 55,8
4,4'-diaminobifenila 16,0 24,8 26,1 68,6
Anilina 17,5 24,7 30,2 64,5
3,3'-dimetoxibenzidina 17,0 24,9 20,8 14,5
2-metoxianilina 10,0 17,2 18,7 68,9
2-metilanilina 9,8 33,5 18,5 61,8
2-aminonaftaleno 17,2 23,8 29,7 62,4
4,4’-metileno-bis-2- 62,5 40,2
cloroanilina 212 250
4,4’-diaminodifenilmetano 2,5 58,4 104,0 130,8
3,3’-dimetilbenzidina 2,8 58,5 5,4 85,1
2-metoxi-5-metilanilina 7,6 54,2 11,2 109,2
4-cloroanilina 2,7 42,0 62,5 96,0
2-cloro-4-nitroanilina 27,4 20,8 46,9 411
4-aminobifenila 8,0 247 11,2 41,2
3,3’-diclorobenzidina 2,7 246 30,2 14,4
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4.2.4. Curva Analitica para Aminas do grupo | por HPLC-DAD e HPLC-ED

Utilizando-se as condigdes previamente otimizadas, foi realizado estudo de
recuperagcao para todas as aminas investigadas através do método de adicédo de
padrdo. Uma amostra de 250 mL de agua potavel foi fortificada com uma mistura das
aminas aromaticas em metanol na concentracdo de 25 mg L. Foram realizadas 4
adicbes da solucédo de 25 mg L. Uma aliquota de 20 uL dessas solugdes foi injetada
em HPLC-DAD e HPLC-ED. Os resultados obtidos de recuperagdo das aminas estédo
apresentados na Tabela 6, mostrando que o método esta otimizado satisfatoriamente
apresentando porcentagens de recuperacgao entre 95 e 105% que esta de acordo com
parametros estabelecidos na literatura.

Em seguida foram construidas curvas analiticas (Vide Anexo 1A e Anexo 1C)
para cada amina aromatica separadamente utilizando ambos os detectores. Os

parametros analiticos obtidos a partir das curvas estao resumidos na Tabela 6.

Tabela 6: Parametros analiticos para as aminas aromaticas do grupo 1 para HPLC-DAD e HPLC-DE.
Fase moével: MeOH/agua 70:30 + 30mM DE BMIm-NTf, (v/v); T =40°C; A = 230nm ou E = +1,00V.

DAD DE
Aminas

A B R # Rec. A B R # Rec.

I . -51,5 2,8x10° 0,999 9,52 110 48,8 4,2x10° 0,998 8,45 100
2,4-diaminotoluidina

4,4'-oxidianilina -254  16x10° 0,998 275 96 | 156 34x10° 0993 156 98
4,4'-diaminobifenila 434  2,7x10° 0,996 357 97 | 275 72x10° 0997 478 97
Anilina -535  54x10° 0,995 229 99 | 1242 88x10° 0996 4,68 99

. . . -34,9 3,9X’IO6 0,997 6,64 100 76,1 9,2x’|06 0,997 9,48 100
3,3'-dimetoxibenzidina

L -125,4 6,2X’IO6 0,999 7,22 103 -87,2 8,4x1 0° 0,998 6,28 103
2-metoxianilina
2-metilanilina 165,7 1,9x10b 0,999 5,57 100 23,8 3,6x1 0° 0,997 2,15 100

2-aminonaftaleno -325.8  1,0x10° 0,996 2,60 103 43,7 2,8x10° 0,999 2,87 103

4,4 -metileno-bis-2-cloroanilina  -264,6 4,8x’]06 0,999 5,73 100 44,6 8,4X106 0,998 5,64 100

4,4'-diamino 28,8 3,6x1 0° 0,997 4,43 99 1246  6,4x1 0° 0,999 2,84 99
Difenilmetano
3,3’-dimetilbenzidina -33,7  1,3x10° 0,998 1,89 95 71,9  4,8x10° 0,997 4,82 95
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2-metoxi-5-metilanilina -66,4 2,4X106 0,996 4,73 100 46,7 5,7X‘|06 0,999 5,37 100
4-cloroanilina 184,6 1,5x10° 0,996 2,60 105 18,6 6,4x10° 0,997 6,28 105

. - 3841 1,2x’106 0,995 3,21 98 -34,8 4,2X’IO6 0,999 8,21 98
2-cloro-4-nitroanilina

o 41,8  59x10° 0,998 8,75 97 46,7 7,6x10° 0999 7,61 97
4-aminobifenila

3,3’-diclorobenzidina 85,5 2,1x10° 0,998 4,00 96 39,3 4,1x10° 0,999 2,86 96

A: coeficiente linear; B: coeficiente angular; #: desvio coeficiente linear A; R: coeficiente de correlagdo; Rec.: %
recuperacao; DAD: detecgdo de arranjos de diodos; DE: detecgdo eletroquimica.

A curva analitica apresentou faixa linear no intervalo de concentragcéo de 1 a 250
mg L (Vide Anexo 1). A Tabela 6 mostra os parametros analiticos correspondentes
aos cromatogramas com deteccdo de arranjos de diodos (DAD) e deteccéo
eletroquimica (ED). Valores de limites de deteccdo foram obtidos através da formula
descrita no procedimento experimental para todas as aminas apresentando valores
entre 1,27 a 10,2 mg L para HPLC-DAD. Do mesmo modo foram determinados
valores para os limites de quantificagdo, os quais permanecem entre 4,24 mg L"e 34,0
mg L. Entretanto para a deteccéo eletroquimica (ED) os valores de limite de deteccéo
estdo no intervalo de 1,38 a 6,04 mg L™ e o limite de quantificagéo no intervalo de 4,44
mg L™ a 20,1 mg L™ (Tabela 6).

Pode-se observar que o detector eletroquimico apresenta valores menores para
determinagao das aminas em relagdo ao detector de arranjo de diodos, exceto para a
anilina que apresentou um limite de detecgéo para o DAD de 1,27 mg L-1 e de 1,59 mg
L-1 para o ED.

Além disto, os resultados correspondentes a assimetria dos picos variam de 0,77
a 1,10 na auséncia de liquido ibnico na fase mével e de 0,87 a 1,00 com adi¢cado de
liquido i6nico para o detector de arranjos de diodos.

Utilizando-se o detector eletroquimico observa-se que os valores variam de 0,79
a 1,12 sem liquido i6nico e de 0,90 a 1,02 quando o liquido ibnico esta presente na
fase movel. Os calculos de assimetria mostram que com a presenca de liquido ibnico a
fase mdvel os seus valores ficam mais proximos de 1 nos cromatogramas em geral,

mostrando que os picos sao mais bem definidos nestas condigdes experimentais.
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Os calculos de numero de pratos tedricos foram realizados na auséncia e
presenca de liquido idnico para ambos os detectores. A analise dos resultados mostra
que para os casos onde o tempo de retencdo da amina diminui com a adi¢cao de liquido
ibnico a fase movel o valor dos pratos tedricos diminui, lembrando que a largura dos
picos permanece praticamente inalterada. Ja para os casos onde o tempo de retencao

aumenta, ha um aumento no valor dos pratos tedricos sem alteragdo na largura dos

mesmos.
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Tabela 7: Parametros analiticos das aminas aromaticas do grupo 1 calculados a partir da curva analitica para HPLC-DAD e HPLC-
ED. Fase mével: MeOH/agua 70:30 + 30mM DE BMIm-NTf, (v/v); T = 40°C; A = 230nm ou E = +1,00V.

DAD DE
Aminas Tr1 Tr2 As Np As Np
L.D. L.Q. L.D. L.Q.
1 2 1 2 1 2 1 2
.. - 106 7,26 10,2 34,0 0,80 0,90 30018,8 29987,2 6,04 20,1 0,85 0,92 312111 29645,7
2,4-diaminotoluidina
4.4’-oxidianilina 11,3 10,6 5,16 17,2 - 0,88 6484,2 59924 1,38 4,59 - 0,90 6491,8 59421
4,4'-diaminobifenila 159 13,9 3,97 13,2 0,82 0,92 24557,4 22347,7 1,99 6,64 0,84 0,96 24214,4 22998,7
Anilina 12,4 15,1 1,27 4,24 1,10 1,00 422457 42865,1 1,59 5,32 1,12 1,02 42642,3 44437,0
. . . 17,4 159 5,11 17,0 0,78 0,92 190512,0 186487,6 3,09 10,3 0,80 0,94 190096,0 189924,7
3,3'-dimetoxibenzidina
N 179 17,3 3,49 11,6 0,88 0,90 89128,9 89142,7 2,24 7,48 0,90 0,93 89301,4 88754,2
2-metoxianilina
2-metilanilina 18,6 18,7 8,79 29,3 0,84 0,89 95227,0 95348,1 1,79 5,97 0,86 0,91 95378,0 95548,7
2-aminonaftaleno 21,4 20,2 7,80 26,0 0,81 0,88 1242214 117241,1 3,08 10,2 0,88 0,92 127925,4 116487,2
4,4’ -metileno-bis-2-cloroanilina 20,4 21,8 3,58 11,9 0,77 0,91 28332,2 29541,8 2,01 6,71 0,81 0,97 28985,1 29257,6
I I 6,48 4,70 3,69 12,3 0,87 0,90 11218,2 9824,3 1,33 4,44 0,89 0,94 118447 9745,8
4,4’-diaminodifenilmetame
3,3’-dimetilbenzidina 9,09 5,32 4,36 14,5 0,81 0,90 22241,3 19832,7 3,01 10,0 0,88 0,99 22901,8 20824,4
2-metoxi-5-metilanilina 8,61 6,16 5,91 19,7 0,81 0,91 19524,7 15824,3 2,82 9,42 0,88 0,95 20544,4 19245,6
4-cloroanilina 742 6,69 5,20 17,3 0,82 0,88 39008,4 38725,7 2,94 9,81 0,86 0,94 39151,2 37954,4
i o 11,3 8,62 8,03 26,8 -- 0,87 6491,8 5248,5 5,86 19,5 -- 0,92 6491,8 55427
2-cloro-4-nitroanilina
i e 16,5 12,6 4,45 14,8 0,77 0,85 42642,2 40658,1 3,00 10,0 0,79 0,94 42642,2 40158,6
4-aminobifenila
3,3’-diclorobenzidina 136 134 5,71 19,0 0,78 0,86 51680,4 51554,7 2,09 6,98 0,81 0,92 51680,4 50964,7

Tr 1: tempo de retengdo em minutos sem liquido iénico; Tr 2: tempo de retengdo em minutos com liquido idnico; L.D.: limite de detecgdo (mg L-1); L.Q.: limite de quantificagdo (mg L-
1). As: assimetria (1: sem liquido i6nico; 2: com liquido i6bnico); Np: niumero de pratos tedricos (1: sem liquido i6nico; 2: com liquido idnico

IQ-UNESP-ARARAQUARA 84



LIZIER, T.M.

4.3. Detecgdo das Aminas Arométicas Classificadas no Grupo 2

4.3.1. HPLC-DAD

A Figura 15 e a Figura 16 ilustram cromatogramas tipicos HPLC-DAD obtidos
com e sem liquido ibnico como aditivo a fase movel, respectivamente para a mistura
das 7 aminas do grupo 2: 2,5-dimetilanilina, 4-cloro-2-metilanilina, 1,4-diaminobenzeno,
p-aminofenol, 4,4’-metileno-bis-2-metilanilina, N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno, 2-
metilbenzeno-1,4-diamina, utilizando como fase mével acetonitrila/agua 60:40 (v/v) e
vazdo de 0,8 mL min™, A = 230 nm, T = 40°C para o modo sem aditivo a fase mével e
para o0 modo com aditivo fase mdvel acetonitrila/agua +30 mmol L™' de BMIm-NTf, 60:40
(vIv), vazao de 0,8 mL min™", » =230 nm, T = 40°C.

Figura 15: Cromatograma HPLC-DAD obtido para 20uL da mistura dos padrdes de aminas do grupo 2
em concentragdo DE 50 mg L-1 em metanol, Fase movel: ACN/agua 60:40 (v/v), L = 230nm, T = 40°C,
vazdo = 0,80mL min™"; fase estacionaria C18. a: 2,5-dimetilanilina; b: 4-cloro-2-metilanilina; ¢: 1,4-
diaminobenzeno; d: p-aminofenol; e: 4,4-metileno-bis-2-metilanilina; f:  N-monoacetil-1,4-
diaminobenzeno; g: 2-metilbenzeno-1,4-diamina.
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Fonte: proprio autor.
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Figura 16: Cromatograma HPLC-DAD a partir da injegcdo de 20uL da mistura dos padrdes de aminas do
grupo Il em concentragdo de 50mg L-1 em metanol; Fase mével: ACN/agua + 30mM DE BMIm-NTf,
60:40 (v/v); vazao: 0,80 mL min’"; fase estacionaria C18, A = 230nm.

a: 2,5-dimetilanilina; b: 4-cloro-2-metilanilina; e: 4,4’-metileno-bis-2-metilanilina; c: 1,4-diaminobenzeno;
d: p-aminofenol; g: 2-metilbenzeno-1,4-diamino; f: N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno.
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Fonte: Préprio autor.

Analisando a Figura 15 pode-se observar que houve co eluicao das seguintes
aminas: p-aminofenol, 4.4'-metileno-bis-2-metilanilina e N-monoacetil-1,4-
diaminobenzidina com tempos DE retencdo 20,08 minutos Além disso, poDEmos
verificar que a 2,5-dimetilanilina (pico a) apresentou um pequeno encaudamento.
Sendo assim, foi adicionado a fase movel liquido i6nico BMIm-NTf,, e o
corresponDEnte cromatograma esta mostrado na Figura 16, no qual as condigdes
cromatograficas otimizadas foram: Fase mével: ACN/agua + 30 mmol L' DE BMIm-
NTf, 70:30 (v/v), T = 40°C, vazéo = 0,80 mL min™"; fase estacionaria C18, monitorando
o comprimento DE onDE DE 230 nm.

A Figura 16 ilustra o efeito do liquido ibnico na separagao cromatografica onDE
se observa que houve separagcdo completa dos compostos analisados: 2,5-
dimetilanilina com tr = 6,77 minutos; 4-cloro-2-metilanilina com tr = 7,98 minutos; 4,4'-
metileno-bis-2-metilanilina com tr = 20,44 minutos; 1,4-diaminobenzeno com tr = 21,70
minutos; p-aminofenol com tr = 22,63 minutos; 2-metilbenzeno-1,4-diamino com tr =
25,10 minutos e N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno com tr = 28,03 minutos. Observa-se
também melhora na resolugdo dos picos, exceto para a 2,5-dimetilanilina que

apresenta um pico assimeétrico.
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A comparagao entre as Figuras mostra ainda que houve mudang¢a na orDEm DE
eluicdo dos compostos: 1,4-diaminobenzeno; p-aminofenol; 2-metilbenzeno-1,4-
diamina e N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno, mostrando que houve mudanga no
mecanismo DE separagao dos analitos.

Com o intuito DE facilitar a comparacao da intensidaDE DE sinal quando se
trabalha com o liquido iénico como aditivo foi construido o cromatograma mostrado na

Figura 17.

Figura 17: Cromatograma comparativo em 3D para o sistema HPLC-DAD das aminas do grupo Il na
auséncia de liquido ibnico (curva B, vermelha) e na presenga do liquido idnico BMImLNTfZ] (curva A,
preta) utilizando deteccdo de arranjos de diodos. Fase moével: ACN/agua + 30 mmol L de BMIm-NTf;
60:40 (v/v), T =40°C, vazao = 0,80 mL min'1; fase estacionaria C18, A = 230nm;
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Fonte: proprio autor.

Na analise da Figura 17 observa-se facilmente que a intensidaDE do sinal
também aumenta em média 20% quando o liquido i6nico foi adicionado a fase mével
DEvido a mudanga no mecanismo DE separagao DEntro da coluna cromatografica. A
justificativa para esse fendbmeno € a mesma que foi apresentada para as aminas do

grupo 1.
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4.3.2. HPLC-DE

Com o intuito DE melhorar a sensibilidaDE do método foi realizado estudo com o
DEtector eletroquimico. A Figura 18 mostra o grafico DE corrente em fungao do
potencial aplicado no intervalo DE 0,5 a 1,2 V na célula eletroquimica do sistema
HPLC-DE.

Figura 18: Grafico DE corrente em funcado do potencial aplicado na célula eletroquimica do
sistema HPLC-DE para as aminas aromaticas do grupo 2. 2,5-dimetilanilina; 4-cloro-2-
metilanilina;  4,4'-metileno-bis-(2-metilanilina); 1,4-diaminobenzeno; p-aminofenol;  2-
metilbenzendo-1,4-diamina, N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno.
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Fonte: proprio autor

A analise da Figura 18 mostra que o potencial que apresenta maior corrente
para todas as aminas estudas foi E = +1,0V versus Ag/AgCl, o qual foi aplicado na
célula para monitoramento DEstes compostos.

A Figura19 e a Figura 20 ilustram cromatogramas tipicos HPLC-ED sem e com
liquido idnico como aditivo, respectivamente para a mistura das 7 aminas classificadas
no grupo 2: 2,5-dimetilanilina; 4 -cloro-2-metilanilina; 4,4’-metileno-bis-2-metilanilina;
1,4-diaminobenzeno; p-aminofenol; 2-metilbenzeno-1,4-diamino; N-monoacetil-1,4-

diaminobenzeno, utilizando como fase madvel acetonitrila/agua 60:40 (v/v) e vazao de
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0,8 mL min™ para o sistema HPLC-ED sem adicdo de liquido iénico e fase mdvel
Acetonitrila/Agua + 30 mmol L™ de BMIm-NTf, 60:40 (v/v), vazédo de 0,8 mL min™. Foi
aplicado potencial de E = +1,0V, otimizado anteriormente.

Figura 19: Cromatograma HPLC-ED obtidos para 20uL da mistura dos padrdes de aminas do grupo Il
em concentragdo de 50mg L™ em metanol, Fase movel: ACN/agua 60:40 (v/v), E= +1,00V, T = 40°C,
vazao = 0,80 mL min'1; fase estacionaria C18. a: 2,5-dimetilanilina; b: 4-cloro-2-metilanilina; c: 1,4-
diaminobenzeno; d: p-aminofenol; e: 4,4-metileno-bis-2-metilanilina; f:  N-monoacetil-1,4-
diaminobenzeno; g: 2-metilbenzeno-1,4-diamina.
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Fonte: Proprio autor

Figura 20: Cromatograma HPLC-DE a partir da injecdo DE 20uL da mistura dos padrées DE aminas do
grupo 2 em concentracdo DE 50mg L-1 em metanol, E= +1,00V; Fase mével: ACN/agua + 30mM DE
BMIm-NTf, 60:40 (v/v); vazéo: 0,80 mL min™"; fase estacionaria C18.

a: 2,5-dimetilanilina; b: 4-cloro-2-metilanilina; e: 4,4’-metileno-bis-2-metilanilina; c: 1,4-diaminobenzeno;
d: p-aminofenol; g: 2-metilbenzeno-1,4-diamino; f: N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno.
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Fonte: proprio autor.
Observa-se na deteccdo eletroquimica os mesmos problemas que ocorreram

para a detecgéo de arranjos de diodos e que foram resolvidos apés a adigao de liquido
ibnico. Com o intuito de facilitar a comparacdo da sensibilidade quando emprega
liquido ibnico como aditivo a Figura 21 ilustra esse efeito para a deteccéo

eletroquimica.

Figura 21: Cromatogramas comparativos em 3D para o sistema HPLC-ED das aminas do grupo Il na
auséncia de liquido idnico (curva B, vermelha) e na presencga do liquido iénico BMIM[NTf,] (curva A,
preta) utilizando deteccdo eletroquimica. Fase mével: ACN/agua + 30 mmol L™ de BMIm-NTf, 60:40
(v/v), T =40°C, vazéo = 0,80mL min”": fase estacionaria C18, E=+1,0V.

8 8 £
1A

T
= 8

/
/ 8
o
GAGr anor angr anar ongr anar o e e e o oo g

-
0 2 4 § VM RMEMBMD 2NN

Tempo / minutos

Fonte: proprio autor

Analisando a Figura acima pode-se justificar o aumento da corrente quando usa-
se liquido ibnico como aditivo da fase movel pelos mesmos motivos do sistema HPLC-
DAD e em adicao pelo fato de que os ions do liquido ibnico presentes na fase movel
podem aumentar a velocidade de transferéncia de carga, sendo assim, ha um aumento
na corrente gerada pois facilita a oxidagdo das espécies. Neste caso observa-se um

aumento de 15% na corrente gerada na presenga do liquido idbnico como aditivo.
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4.3.3. Comparacao entre a Analise de Aminas Aromaticas do Grupo 2 por
HPLC-DAD e HPLC-ED

Na Tabela 8 esta representado o efeito do liquido idnico sobre a intensidade do
sinal cromatografico obtido para a deteccdo de aminas aromaticas por arranjos de
diodos e detecgao eletroquimica. Para a detec¢cdo de arranjos de diodos observa-se
um aumento significativo na intensidade dos picos apés a adicdo do liquido idnico,
exceto para 2-metilbenzeno-1,4-diamina e N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno.
Entretanto, para o detector eletroquimico a intensidade do sinal aumentou
consideravelmente exceto para 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina, 1,4-diaminobenzeno, 2-
metilbezeno-1,4-diamina. Pode-se justificar essa diminuicdo na intensidade do sinal
para alguns compostos apés a adi¢cao do liquido devido a separagdo dos mesmos que
antes da adicdo estavam coeluindo, sendo assim no mesmo pico pode haver

contribuicdo de mais de um composto.

Tabela 8: Intensidades para o sistema sem e com liquido ibnico para os detectores de
arranjos de diodos (DAD) e detector eletroquimico (DE) para as aminas aromaticas do
grupo Il.

DAD DE

Aminas Intensidade Intensidade Intensidade Intensidade

(mUA) sem LI (mUA) com LI (nA) sem LI (nA) com LI
2,5-dimetilanilina 8,0 19,3 38,2 80,0
4-cloro-2-metilanilina 20,8 50,0 102,5 202,4
4,4’ -metileno-bis-2-metilanilina 22,5 31,3 112,5 34,5
1,4-diaminobenzeno 11,3 25,0 56,3 32,8
p-aminofenol 11,3 56,3 56,3 72,6
2-metilbenzeno-1,4-diamina 11,3 7,3 50,0 13,4

N-monoacetil-1,4-
10,0 4.4 50,0 72,4
diaminobenzeno
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4.3.4. Curva Analitica para Aminas do Grupo 2 por HPLC-DAD e HPLC-ED

Utilizando as condigbes previamente otimizadas foi realizado estudo de
recuperacao para todas as aminas de interesse em agua pelo método de adigdo de
padrao.

Uma amostra de 250 mL de agua potavel foi contaminada com uma mistura das
aminas aromaticas do grupo 2 em metanol na concentracdo de 25 mg L. Uma
aliquota de 20 uL dessa solugao foi injetadas em HPLC-DAD e HPLC-ED utilizando
adi¢des de 25 mg L-1 como solugao padrao. Os resultados obtidos de recuperagéo das
aminas estao apresentados na Tabela 9.

As recuperagdes das aminas em amostras fortificadas mostram que o método
esta otimizado satisfatoriamente apresentando porcentagens de recuperagéo entre 95
e 105%.

As curvas analiticas foram construidas apresentando linearidade no intervalo de
1 a 250 mg L-1 (vide anexo 1) com coeficiente de correlagdo com no minimo 0,99.
Pode-se observar que a inclinagdo da curva analitica da detecgao eletroquimica é
cerca de 3 vezes maior que a detecgao de arranjos de diodos.

Em seguida foram construidas curvas analiticas (vide Anexo 1B e Anexo 1D)
para cada amina aromatica separadamente utilizando ambos os detectores. Os

parametros analiticos obtidos a partir das curvas estdo resumidos na Tabela 9.

Tabela 9: Parametros das curvas analiticas correspondentes aos cromatogramas HPLC-DAD e HPLC-
ED para as aminas aromaticas do grupo Il. Fase mével: ACN/agua 60:40 + 30mM DE BMIm-NTf, (v/v); T
=40°C; A =230nmou E = +1,00V.

DAD DE
Aminas

A B R # Rec. A B R # Rec.
25-dimetilanilina  -156,0  3,15x10° 0,997 848 100 | 59,7  524x10° 0,999 6,30 100
4-cloro-2-metilanilina 69,9 2,78x10° 0,998 6,84 105 327  351x10° 0999 4,21 105

4,4’-metileno-bis-2-

I 182,5 3,85X106 0,999 7,61 90 -68,1 2,47X106 0,999 342 90
metilanilina

1,4-diaminobenzeno 192,8 1,99x10° 0,998 4,28 93 92,3 2,64x10° 0,998 2,78 93

p-aminofenol 1524  342x10° 0,999 832 98 & -367 462x10° 0999 508 98

IQ-UNESP-ARARAQUARA 92



LIZIER, T.M.

2-metilbenzeno- 46,8 5,52x10° 0,998 6,75 95 55,1 5,64x10° 0,999 4,67 95
1,4-diamina
N-monoacetil-1,4-
diaminobenzeno

148,7 2,04x10° 0,998 5,68 99 -81,6 6,47x10° 0,990 3,26 99

A: coeficiente linear; B: coeficiente angular; #: desvio do coeficiente linear; R: coeficiente de correlagdo; Rec.: %
recuperacao; DAD: deteccdo de arranjos de diodos; DE: deteccéo eletroquimica.

Os parametros correspondentes ao limites de detecgcdo obtidos para
determinagao das aminas aromaticas do grupo |l estdo no intervalo de 3,67 a 8,35 mg
L™ e o limite de quantificagdo estdo na faixa de 12,2 a 27,7 mg L para a deteccao de
arranjos de diodos. Entretanto para a deteccéo eletroquimica os limites de deteccéo
estdo no intervalo de 1,51 a 3,61 mg L™ e os limites de quantificagéo estdo na faixa de
5,03 a 13,8 mg L. Pode-se observar que a inclinagéo da curva analitica da detecgao
eletroquimica é cerca de 3 vezes menor que a detecgao de arranjos de diodos.

Os parametros cromatograficos correspondentes a assimetria dos picos variam
de 0,82 a 1,32 na auséncia de liquido i6nico e de 0,90 a 1,10 com adicao de liquido
iGbnico para a detecgao de arranjos de diodos. Entretanto para a detecgéo eletroquimica
os valores variam de 0,85 a 1,36 sem liquido ibnico na fase mével e de 0,96 a 1,08 com
liquido ibnico na fase moével. Os valores de assimetria na presencga de liquido i6nico a
fase moével ficam mais proximos a 1, o que mostra que os picos sao mais simétricos.

Foram calculados os numeros de pratos tedricos na auséncia e na presenca de
liquido ibnico na fase movel. Neste grupo todas as aminas tiveram seu tempo de
eluicdo aumentado sendo assim os numeros de pratos tedricos aumentaram devido a
pequena alteracdo observada na largura dos picos. Comparando os diferentes
detectores observa-se que o detector eletroquimico apresenta numero de pratos
tedricas maiores na auséncia e na presenca de liquido idnico na fase mével que pode

ser explicado pela menor largura dos picos.
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Tabela 10: Parametros analiticos e cromatograficos das aminas aromaticas do grupo Il calculados a partir da curva analitica para detecgéao de
arranjos de diodos e eletroquimico. Fase mével: ACN/agua 60:40 (v/v) + 30mM de BMIm-NTf,; T = 40°C; A = 230nm ou E= +1,00V.

DAD ED
Aminas Tr1 Tr2 As Np As Np
L.D. L.Q. L.D L.Q.
1 2 1 2 1 2 1 2
2 5-dimetilaniina 682 677 8,08 269 132 1,10 54218 52477 3,61 120 136 1,08 6924,2 7208 4
4-cloro-2-metilanilina 7,04 7,98 7,38 246 0,90 096 245245 28547,7 3,60 11,9 091 095  26287,0 29045,8
44-metileno-bis-2- ;4 55, 5o 198 089 095 3845,7 42157 4,15 13,8 088 09 3770,7 4401,8
metilanilina
1,4-diaminobenzeno 16,6 21,7 6,45 215 0,86 096 445251 48257,7 3,15 10,5 0,89 098  40721,8 48217,0
p-aminofenol 169 226 7,30 243 0,85 098 326242 38625,7 3,30 10,9 087 099  35127,3 42658,4
2-metilbenzeno- 178 251 3,67 122 082 090 256244 30258,8 248 828 085 096 363670 412871
1,4-diamina
N-'mo.noacetll-1 ,4- 17,8 28,0 8,35 27,7 0,88 0,95 64587,5 72587,8 1,51 5,03 0,92 0,98 36487,7 47658,8
diaminobenzeno

Tr: 1: tempo de retengdo em minutos sem LI; Tr: 2: tempo de retengdo em minutos com LI; L.D.: limite de detecgdo (mg L™); L.Q.: limite de quantificagdo (mg L"); As: assimetria (1:
sem LI; 2: com LI); Np: nimero de pratos tedricos (1: sem LI, 2: com LI); DAD: detecgdo de arranjos de diodos; DE: deteccdo eletroquimica
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4.5. Aplicagao do Método

Apds otimizagdo do método cromatografico com detecgao eletroquimica
utilizando eletrodo de carbono vitreo testou-se a aplicacdo do método em
analise de amostras de tinturas comerciais. Os resultados estdo apresentados

a sequir.

45.1. Analise de Aminas Aromaticas em Amostras de Tinturas
Comerciais de Cabelo por HPLC-ED

Utilizando-se as melhores condicdes experimentais definidas
previamente para deteccdo de aminas aromaticas por HPLC-ED, foi analisado
a seguir a ocorréncia de aminas aromaticas como impureza em 13 amostras
comerciais de tintura de cabelo. Os produtos comerciais (tonalizantes
masculinos e tinturas femininas) foram analisados segundo procedimentos
descritos na segéo experimental apos tratamento da amostra (extragao liquido-
liquido). Na Figura 22 e Figura 23 sdo apresentados cromatogramas tipicos
correspondentes a analise das aminas em tonalizante, segundo condigdes

otimizadas para aminas aromaticas do grupo 1 e grupo 2, respectivamente.

Figura 22: Cromatograma obtido da injegdo de 20uL de solugéo de tonalizante de cabelo
comercial masculino preto da marca X em HPLC-DE para o grupo |. Fase mével: MeOH/agua +
30mM de BMIm-NTf, 70:30 (v/v), E= + 1,00V; a) 4,4-diaminodifeniimetano; b) 2,4-
diaminotoluidina; ¢) 4,4’-oxidianilina; d) 4-aminobifenila; e) anilina; f) 4,4-metileno-bis-2-
cloroanilina.
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Figura 23: Cromatograma obtido apods injecao de 20uL de solugdo de tonalizante de cabelo
comercial masculino preto da Marca X em HPLC-ED para o grupo Il. Fase mével: ACN/agua +
30 mM de BMIm-NTf, 60:40 (v/v), E= + 0,80V; g) 4-cloro-2-metilanilina; h) 2-metilbenzeno-1,4-
diamina.
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Como podemos observar pelo cromatograma da Figura 22 e Figura 23
foram detectados picos bem resolvidos identificados como: 4,4-
diaminodifenilmetano (5,21 + 1,24 mg L), 2,4-diaminotoluidina (4,32 + 1,55 mg
L™), 4,4'-oxidianilina (3,96 + 0,98 mg L"), 4-aminobifenila (5,02 + 2,01 mg L"),
anilina (7,45 + 0,87 mg L'1) e 4,4-metileno-bis-2-cloroanilina (2,45 £ 1,22 mg L
') estas do grupo | e no grupo II: 4-cloro-2-metilanilina (1,64 + 1,12 mg L") e 2-
metilbenzeno-1,4-diamina (5,22 + 1,62 mg L"). Todas foram quantificados
utilizando a equacéao da reta obtida para cada amina.

De acordo com a IARC a 4-aminobifenila € classificada como 1, ou seja,
carcinogénica em humanos e foi detectada nesta amostra de tonalizantes
masculino em concentracao elevada de (5,02 £+ 2,01) mg L. Entretanto, as
aminas 4,4-diaminodifenilmetano, 2,4-diaminotoluidina, 4,4'-oxidianilina s&o
classificadas pela IARC como 2B (possivel carcinogénico humano), ou seja,
foram realizados testes em animais tendo resultado positivo. Levando em
consideracao a concentracdo das mesmas torna-se preocupante a presenca
delas nessa matriz. A 4-cloro-2-metilanilina é classificada como 2A (possivel
carcinogénico em animais), e apesar da baixa concentragdo encontrada para
esta amina, apresenta riscos, pois a presenca do cloro na molécula a torna
potencialmente perigosa aos mamiferos, humanos e outros animais. A anilina,
encontrada em concentracéo elevada ((7,45 + 0,87) mg L), tem classificacdo

3, ou seja, ndo carcinogénica em humanos, porém sua bioacumulagdo em
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tecido adiposo em maiores concentragdes pode causar danos que até o
momento sdo desconhecidos. As aminas 2-metilbenzeno-1,4-diamina e 4,4-
metileno-bis-2-cloroanilina ndo tem classificagao pela IARC, devido a estudos
nao concluidos sobre as mesmas.

De maneira analoga ao tonalizante masculino de coloragdo preta da
Marca X foi realizada a injecdo do tonalizante masculino de coloracao loira.
Cromatogramas tipicos obtidos nas condicbes otimizadas para aminas

aromaticas do grupo 1, é apresentado na Figura 24.

Figura 24: Cromatograma obtido apds injegdo de 20uL de solugido de tonalizante de cabelo
comercial masculino loiro da marca Y em HPLC-ED para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua +
30mM de BMIm-NTf, 70:30 (v/v), E= + 0,80V; a) 4,4-diaminodifeniimetano; b) 2,4-
diaminotoluidina; ¢) 4,4’-oxidianilina; d) anilina; e) 4,4-metileno-bis-2-cloroanilina.
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Como podemos observar na Figura 24 foram detectados picos bem
resolvidos identificados como: 4,4-diaminodifenilmetano (4,88 + 1,24 mg L'1),
2,4-diaminotoluidina (4,44 + 1,55 mg L'1), 4,4'-oxidianilina (3,90 + 0,98 mg L'1),
anilina (7,43 £ 0,87 mg L'1) e 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina (2,89 + 1,22 mg L
') estas do grupo 1 e no grupo 2 ndo foram detectadas aminas. As aminas
foram quantificados utilizando a equacgao da reta obtida para cada uma delas.
Segundo a IARC a 4,4-diaminodifenilmetano, 2,4-diaminotoluidina, 4,4'-
oxidianilina sdo classificadas pela IARC como 2B (possivel carcinogénico
humano), e como discutido anteriormente, torna-se preocupante a presenca
delas na matriz. Nesta amostra também foi detectada a anilina com

concentracdo elevada (7,43 + 0,87 mg L"'). Embora essa amina tenha
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classificacdo 3, ou seja, ndo carcinogénica em humanos, sua bioacumulacao
em tecido adiposo em maiores concentragdes pode causar danos que até o
momento s&o desconhecidos. A amina 4,4-metileno-bis-2-cloroanilina foi
detectada na concentragdo de (2,89 + 1,22) mg L' porém ndo tem
classificagao pela IARC, devido a falta de estudos conclusivos sobre a mesma.

Analogamente para as tinturas femininas e para o tonalizante masculino
da marca Y foram preparadas e injetadas utilizando as condi¢des previamente
otimizadas. O método foi aplicado na analise de aminas aromaticas em:
Tonalizantes Masculino na colorag&o preto e loiro (marca Y); Tinturas femininas
na coloragao preto, loiro e vermelho das marcas X, Y e Z. Os resultados sao
apresentados na Tabela 11 com suas respectivas concentragcdes DEtectadas

nas amostras DE produtos comerciais.
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Tabela 11: Aminas aromaticas encontradas nos produtos comerciais masculinos e femininos.

Tonalizantes e corantes

Aminas

Marca X
Masc.

Marca Y

Marca X
Fem.

Marca Y

Marca Z

Preto

Loiro

Preto

Loiro

Preto

Loiro

Verm.

Preto

Loiro

Verm.

Preto

Loiro

Verm.

4 ,4-diaminodifenilmetano (5,21mg L-1); 2,4-diaminotoluidina (4,32 mg L-1); 4,4"-oxidianilina (3,96 mg L-1); 4-aminobifenila
(5,02 mg L-1); anilina (7,45 mg L-1); 4-cloro-2-metilanilina (1,64mg L-1); 2-metilbenzidina-1,4-diamina (5,22mg L-1).

4,4-diaminodifenilmetano (4,88 mg L-1); 2,4-diaminotoluidina (4,44 mg L-1); 4,4'-oxidianilina (3,90 mg L-1); anilina (7,43 mg L-
1); 4,4-metilenobis-2-cloroanilina (2,89 mg L-1).

2-cloro-4-nitroanilina (3,54 mg L-1); 4,4'-oxidianilina (4,04 mg L-1); 2-metilanilina (2,03 pmg L-1); PPD (4,12 mg L-1).

4-cloroanilina (2,85 mg L-1); 4-aminobifenila (3,32 mg L-1); 2-aminonaftaleno (1,98 mg L-1); 1,4-diaminobenzidina (4,23 mg L-
1).

3,3'-dimetilbenzidina (4,56 mg L-1); 4-cloroanilina (5,32 mg L-1); 2,4-diaminotoluidina (6,12 mg L-1); 1,4-diaminobenzidina
(4,87 mg L-1).

2-metoxi-5-metilanilina (3,69 mg L-1); 4-cloroanilina (5,12 mg L-1); 1,4-diaminobenzidina (6,34 mg L-1).

4.,4'-oxidianilina (5,52 mg L-1); 2,6-dimetilanilina (4,09 mg L-1); 1,4-diaminobenzidina (6,02 mg L-1).

3,3'-dimetilbenzidina (4,34 mg L-1); 2-metoxi-5-metilanilina (7,04 mg L-1); 1,4-diaminobenzidina (6,29 mg L-1).

4-cloroanilina (4,88 mg L-1); 2,4-diaminotoluidina (8,23 mg L-1); 1,4-diaminobenzidina (7,32 mg L-1).

3,3'-dimetilbenzidina (3,85 mg L-1); 4-cloro-2-metilanilina (7,87 mg L-1); 1,4-diaminobenzidina (3,76 mg L-1).

2-metoxi-5-metilanilina (2,41 mg L-1); 1,4-diaminobenzidina (6,12 mg L-1).

2,4-diaminotoluidina (3,67 mg L-1); 1,4-diaminobenzidina (4,23 mg L-1).

4-cloroanilina (2,41 mg L-1); 1,4-diaminobenzidina (5,55 mg L-1).
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Analisando a Tabela 11 observa-se que em todas as amostras foram
encontradas aminas aromaticas e algumas delas em altas concentragdes. Para
o tonalizante masculino da marca Y e coloragao preta, foram detectadas as
aminas: 2-cloro-4-nitroanilina (sem classificagdo IARC), 4,4'-oxidianilina
(classificacao 2B), 1,4-diaminobenzeno (Classificagcao 3) e 2-metilanilina
(Classificacdo 2A). Neste produto os compostos ndo sao carcinogénicos
comprovados porém devido a sua bioacumulagdo nos tecidos adiposos de
mamiferos (incluindo o homem) e outros animais pode causar danos
irreversiveis futuramente. Entretanto, no tonalizante masculino da marca Y para
coloragao loira foram detectadas as seguintes aminas: 4-cloranilina
(Classificacdo 2B), 4-aminobifenila (Classificacdo 1), 2-aminonaftaleno
(Classificagdo 1), 1,4-diaminobenzidina (Classificagdo 3). Assim, foram
detectados dois compostos que sao considerados carcinogénicos em humanos
0 que € preocupante pois 0os mesmos podem ser absorvidos pela pele e
bioacumular no tecido adiposo e futuramente causar danos, Os outros 2
compostos detectados apresentam menor toxicidade, porém deve-se ter
cautela no consumo.

Para as tinturas comerciais observa-se a presenga de muitas aminas.
Para a coloragcdo preta foi detectado em comum para as trés marcas
analisadas a amina 1,4-diaminobenzeno que tem classificacdo 3 pela IARC.
Esse composto € um precursor de sintese muito utilizado em corantes
permanentes, pois na presenga de peréxido de hidrogénio e outros compostos
sofre oxidacdo no préprio cabelo, formando compostos coloridos que ficam
aderidos a fibra capilar. Entretanto, para as marcas X e Y (coloragao preta), foi
detectada em comum a amina: 3,3-dimetilbenzidina (classificagdo 2B) com
concentracbes bem proximas. Para a tintura da marca X (preta) foram ainda
detectadas a 4-cloroanilina (classificacdo 2B) e a 2,4-diaminotoluidina
(classificagao 2B) em concentragdes relativamente altas. No entanto para a
marca Y foi detectado a 2-metoxi-5-metilanilina também com classificacao 2B e
concentracao alta.

Para as tinturas de coloracao loira de todas as marcas foi detectada a
amina 1,4-diaminobezeno (classificacdo 3) sendo que esta apresentou
concentragbes bem maiores para as marcas X e Y comparativamente a marca

Z. Foi detectada a amina 2,4-diaminotoluidina (classificagédo 2B) nas marcar Y
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e Z sendo que na Y a concentracdo encontrada foi bem maior que para a
marca Z e a amina 4-cloroanilina (classificagcdo 2B) foram detectadas nas
marcar X e Y em concentragdes proximas para ambas as marcas. E a 2-
metoxi-5-metilanilina, com classificagdo 2B, foi encontrada exclusivamente na
marca X.

Finalmente para a coloragao vermelha, de todas as marcas foi detectada
a 1,4-diaminobenzeno (classificagdo 3) com maiores concentragdes para as
marcas X e Z. Para a marca X, foram ainda detectadas as aminas: 4,4'-
oxidianilina (classificagdo 2B), 2,5-dimetilanilina (classificagdo 2B). Para a
marca Y foram detectadas também 3,3'-dimetilbenzidina (classificagao 2B) e 4-
cloro-2-metilanilina (classificagdo 2A), esta ultima em alta concentragdo. Ja

para a marca Z foi detectada também a 4-cloroanilina (classificagao 2B).

4.6. Oxidacao Voltamétrica de Aminas Aromaticas sobre Eletrodo de
Carbono Vitreo Modificado com Gel de Nanotubos de Carbono e Liquido
I6nico

A Figura 25 ilustra os voltamogramas ciclicos obtidos para oxidacao de
25 mL de solugao contendo 50 mg L™ de 2-metilanilina em metanol/BMIm-NT¥,
30 mM sobre eletrodo de carbono vitreo sem modificagdo (curva a, preta) e
com modificagdo por gel de nanotubos de carbono e LI (BMIm-NTf;) (curva b,

vermelha) preparados conforme descrito na segao experimental.
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Figura 25: Voltamogramas ciclicos registrados para a oxidagédo de 50 mg L-1 de 2-
metilanilina sobre eletrodo de carbono vitreo sem modificagao (curva a, preta) e apés
modificagdo com nanotubos de carbono e liquido ibnico BMIm-NTf, (curva b,
vermelha) em meio de metanol/BMIm-NTf, 30mM utilizando fio de Ag como
referéncia.Velocidade de varredura (v) =50 mV s™.

T |
60 -

50 |
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g
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Fonte: proprio autor.

Os voltamogramas obtidos indicam que a oxidagdo da 2-metilanilina (o-
toluidina) sobre eletrodo de carbono vitreo apresenta um pico ao redor de
+0,86 V vs. Ag (curva a, pico | - Figura 25) na varredura andédica e um
pequeno pico ao redor +0,32 V vs. Ag (curva a, pico Il - Figura 25) na
varredura reversa indicando que o processo nao ocorre de forma reversivel. A
curva vermelha (b) mostra que a oxidagdo do composto sobre eletrodo
modificado ocorre em potencial semelhante de + 0,86 V vs. Ag (curva b, pico |
- Figura 25) e pico na varredura reversa em + 0,32 V vs. Ag (curva b, pico Il -
Figura 25). Porém a intensidade do pico € muito maior mostrando que sobre o
eletrodo modificado a corrente é pelo menos 2 vezes maior que o carbono
vitreo convencional. Este aumento de corrente pode ser atribuido ao aumento
da area superficial ativa, pela geragdo com grupos carboxilicos e carbonilicos
dos nanotubos de carbono e maior velocidade de transferéncia eletrénica
nestes materiais, devido a melhor cinética de transferéncia de elétrons no
eletrodo de nanotubos de carbono e liquido ibnico por consequéncia da
interacdo eletrostatica do gel aniénico presente na superficie do eletrodo [25-
27].

Devido ao uso de fio de Ag como pseudo referéncia no sistema foi

estudado a seguir o comportamento voltamétrico do sistema Fc/Fc* em meio
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de metanol/liquido iénico visando checar a influéncia do fio de prata no
sistema. Devido a comprovada reversibilidade o sistema Fc/Fc* é considerado
um bom sistema padrao para corrigir o potencial de oxidagao em relagao a
sistema de apenas dois eletrodos [14]. Deste modo, registrou-se
voltamogramas ciclicos para 25 mL de solugdo contendo 50 mg L™ de Fc/Fc*
em metanol/BMIm-NTf, sobre eletrodo de carbono vitreo antes e apods

modificacdo, os quais estdo mostrados na Figura 26.

Figura 26: Voltamograma ciclico da oxidagdo de Fc/Fc' sob eletrodo de
carbono vitreo sem modificagdo (curva vermelha) e com modificagdo (curva
azul) em meio de Metanol/BMIm-NTf, 30mM. Velocidade de varredura (v): 50

mV s .
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Fonte: proprio autor.

No sistema Fc/Fc* observa-se um par redox ao redor de + 0,39V
(oxidacdo) e + 0,17V (reducdo) vs. Ag e uma relagdo de lps/loc = 1 na curva
vermelha. A curva azul na Figura 26 obtida para o eletrodo modificado
observa-se um par redox ao redor de + 0,33V (oxidagao) e + 0,25V (redugéo)
vs. Ag e uma relagéo de de l,4/lpc = 1, mostrando que o sistema é reversivel
para ambos os eletrodos. A curva b (azul) da Figura 26 mostra que a
modificagdo aumenta consideravelmente a corrente do sistema confirmando o
efeito da modificacdo por nanotubos de carbono e liquido idnico conforme
verificado para o sistema da 2-metilanilina descrito anteriormente.

Para as demais aminas aromaticas foram realizados estudos

semelhantes e os resultados estdo resumidos na Tabela 12. Os valores de
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potencial de oxidagdo para o eletrodo modificado apresenta valores menos
positivos, exceto para as seguinte aminas: 2,6-dimetilanilina, 4,4'-metileno-bis-
2-cloroanilina, anilina, 4,4'-diaminobifenila, 2-metoxianilina, 1,4-
diaminobenzidina, p-aminofenol e 2-metilbenzidina-1,4-diamina que n&o
mostraram significativa alteracdo de potencial de pico. Em todos os
voltamogramas observa-se uma corrente de pico marcadamente maior no
eletrodo modificado indicando que o mesmo poderia ser uma excelente
alternativa para melhorar a detectibilidade das aminas de interesse por HPLC-

ED usando o eletrodo de carbono vitreo modificado como detector.

Tabela 12: Potencias de oxidagdo e respectivas correntes anddicas para
oxidagcdo de aminas sobre eletrodo de carbono vitreo sem e com modificagéo
com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnico BMIm-NTf, em meio
metanol/BMIm-NTf, Antes e apds correcao do potencial em relagéo ao sistema
Fc/Fc”.

nanotubos DE

Modificador do eletrodo Sem modificacao

carbono/BMIm-NTf,

E(V) E (V) E(V)

E (V) /1 (pA) | E (V) vs. |
Ami Vs. WA)  FelFc' vs. (uA) Vs.
minas clFc

Ag H Ag ! Fc/Fc*

2,4-diaminotoluidina +090 202 4+051 +0,50 29,0 +0,17
2,6-dimetilanilina +0.80 108 +0,41 +0,76 534 +0,43
2-cloro-4-nitroanilina +078 186 +0,39 +0,64 64,8 +0,31
2-metoxi-5-metilanilina +091 125 t052 +068 166 +0,35
2-aminonaftaleno +0.80 16.5 +0,41 +O,70 34,5 +0,37
3,3’-dimetilbenzidina +063 123 +0,24 +0,55 29,3 +0,22

4,4,-diaminObifeniImetanO +0.90 16.8 +O,51 +O,68 15,5 +0,35

4,4’-metileno-bis-2-
metilanilina +0,76 24,5 037 +0.65 305 +032

4,4’-metileno-bis-2-
cloroanilina +0,85 10,8 *t046  +085 52,7 +0,52

4.,4’-oxidianilina +075 6.2 +0,36 +0,60 21,7 +0,27
4-aminobifenila +0,80 9.1 +0,41 +0,70 38,8 +0,37
p-aminofenol +0,70 21,8 +0,31 +0,64 41,7 +0,31
4-cloro-2-metilanilina +0,85 258 +0,46 +0,64 52,7 +0,31
4-cloroanilina +071 128 +0,32 +0,64 68.9 +0,31
Anilina +065 103 +0,26 +0,68 37,7 +0,35
4,4'-diaminobifenila +0,92 124 +0,53 +0,90 22,8 +0,57
N-monoacetil-1,4- +095 107 +0,56 +0,62 14,2 +0,29
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diaminobenzeno

2-metoxianilina +0,75 10,2 +0,36 +0,74 50,1 +0,41
3,3'-dimetoxibenzidina +093 152 +0,54 +0,85 18,8 +0,52
2-metilanilina +0,65 142 +0,33 +0,82 80,5 +0,29
1,4-diaminobenzeno +0,61 4,80 +0,22 +0,62 52,5 +0,29
2-metilbenzeno-1,4-diamina +0,70 4,98 +0,31 +0,64 13,9 +0,31
3,3'-diclorobenzidina +0,79 114 +0,40 +0,75 16,7 +0,42

4.7. Determinagcdo de Aminas Arométicas por HPLC-ED com
Eletrodo Modificado com Gel de Nanotubos de Carbono e Liquido Iénico

As aminas aromaticas encontram-se muitas vezes altamente diluidas em
amostras ambientais e os niveis de deteccdo alcancados por HPLC-DAD e
HPLC-ED nao sao suficientes para este fim. Deste modo, considerando a maior
sensibilidade observada para a detecgcdo voltamétrica destas aminas de
interesse por eletrodos modificados com nanotubos de carbono + liquido
ibnico, investigou-se a seguir a modificacdo do eletrodo de trabalho usado
como detector eletroquimico com nanotubos de carbono e liquido iénico para
ampliar o limite de detecgao e quantificagcdo do método.

Apds a modificagdo do eletrodo como descrito na segdo experimental,
foram realizadas as medidas cromatograficas para os dois grupos de aminas

aromaticas usando condigdes otimizadas previamente.

4.7.1. Deteccdo das Aminas Aromaticas do Grupo 1 por HPLC-ED e
Eletrodo Modificado

A deteccéo por HPLC-ED com o eletrodo modificado com nanotubos de
carbono + Liquido iénico foi investigado a seguir na quantificagcdo de aminas
aromaticas do grupo 1, tomando-se como modelo a detecgdo da 2-metilanilina
e sua resposta voltamétrica hidrodindmica para o eletrodo com e sem

modificagao. Os resultados séo apresentados na Figura 27.
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Figura 27: Variagdo da corrente em fungao do potencial aplicado para oxidagao de 50 mg L’
de 2-metilanilina sobre eletrodo de carbono vitreo apés modificagdo com gel de nanotubos
decarbono e liquido ibnico BMIm-BF,; curva vermelha: sem modificagdo em meio de liquido
ibnico BMIm-NTf,; curva preta: modificado em meio de metanol liquido iénico BMIm-NTf,; fase
movel: Metanol/agua 70:30 (v/v) + 30mM de BMIm-NTf,; T = 40°C.
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Fonte: proprio autor.

Foi estudado o intervalo de potencial entre + 0,5 a + 1,2 V e observa-se
que a maior corrente ocorre em potencial de + 1,0 V no eletrodo sem
modificacdo, enquanto que para o eletrodo modificado o potencial de maior
corrente ocorre em potencial + 0,80 V. Considerando que em potencial menos
positivo a presenca de interferentes € menor na detecgao escolheu-se + 0,80V
para detecgao das aminas.

As analises cromatograficas foram conduzidas utilizando as condi¢des
otimizadas para o eletrodo sem modificagdo que foram: vaz&do de 0,8 mL min™,
T = 40°C, fase moével: MeOH/agua + 30 mM de BMIm-NTf, 70:30 (v/v), E =
+0,80V. A Figura 28 ilustra um cromatograma HPLC-ED tipico obtido com o
eletrodo modificado por nanotubos de carbono e liquido ibnico para as aminas

aromaticas classificadas no grupo 1.
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Figura 28: Cromatograma HPLC-ED obtido para a injecdo de 20uL da solugdo padrdo das
aminas do grupo |, sob eletrodo modificado com gel de nanotubos de carbono e BMIm-NTf,.
Fase movel: MeOH/agua + 30 mM DE BMIm-NTf,, vazado: 0,80 mL min”'. E = +0,80V.

a: 4,4'-diaminodifenilmetano; b: 3,3-dimetilbenzidina; c: 2-metoxi-5-metilanilina; d: 4-
cloroanilina; e: 2,4-diaminotoluidina; f: 2-cloro-4-nitroanilina; g: 4,4-oxidianilina; h: 4-
aminobifenila; i: 3,3-diclorobenzidina; j: 4,4-diaminobifenila; k: anilina; I: 3,3-
dimetoxibenzidina; m: 2-metoxianilina; n: 2-metilanilina; o: 2-aminonaftaleno; p: 4,4’-metileno-
bis-2-cloroanilina.
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Observa-se na Figura 28 que os picos estdo bem resolvidos, simétricos
e as aminas aromaticas sao eluidas na seguinte ordem: 4,4'-
diaminodifenilmetano (tr= 4,70 min.); 3,3'-dimetilbenzidina (tr= 5,32 min.); 2-
metoxi-5-metilanilina (tr= 6,16 min.); 4-cloroanilina (tr= 6,69 min.); 2,4-
diaminotoluidina (tr= 7,26 min.); 2-cloro-4-nitroanilina (tr= 8,62 min.); 4,4-
oxidianilina (tr= 10,61 min.); 4-aminobifenila (tr= 12,61 min.); 3,3-
diclorobenzidina (tr= 13,38 min.); 4,4'-diaminobifenila (tr= 13,86 min.); anilina
(tr= 15,09 min.); 3,3'-dimetoxibenzidina (tr= 15,98 min.); 2-metoxianilina (tr=
17,30 min.); 2-metilanilina (tr= 18,70 min.); 2-aminonaftaleno (tr= 20,16 min.);
4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina (tr= 21,75 min.). Verifica-se que com o eletrodo
modificado a corrente gerada no sistema € maior do que a corrente gerada
quando na presenca de eletrodo sem modificagdo. A Figura 29 compara um
cromatograma em 3D com as respectivas correntes geradas com eletrodo
modificado e eletrodo sem modificagao.

O acentuado aumento na detecgao pode ser atribuido provavelmente as

caracteristicas do anion [NTf;], que apresenta maior interagdo com as aminas
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protonadas (pHsoiugzo ~ 7,0) diminuindo assim sua retencdo na fase estacionaria.
Em adicdo também diminui a interagdo com os grupos silandis na coluna
melhorando a resolugdo final dos cromatogramas. Além disso, a estrutura
molecular desse anion possibilita a ressonancia que pode ocorrer entre os
elétrons livres dos atomos de fluor, oxigénio e nitrogénio presentes na sua
cadeia, fazendo com que o sistema apresente uma grande estabilidade do

anion.

Figura 29: Cromatograma comparativo em 3D das aminas do grupo 1 sem modificagcao (curva
B, vermelha) e com modificagao (curva A, preta) utilizando detecgdo eletroquimica. Fase
mével: MeOH/agua + 30 mmol L' de BMIm-NTf, 70:30 (v/v), T = 40°C, vazao = 0,80mL min'1;
fase estacionaria C18, E = +0,80V.
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A partir das condi¢des otimizadas foram construidas as curvas analiticas
no intervalo de concentragdo de 0,5 a 250 mg L-1 para todas as aminas
aromaticas classificadas no grupo 1. Os resultados obtidos sdo mostrados na
Tabela 12.

Tabela 13: Parametros das curvas analiticas das aminas aromaticas classificadas no grupo 1
para HPLC-ED, utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado. Fase moével: MeOH/agua
70:30 + 30mM de BMIm-NTf, (v/v); T =40°C; E = +0,80V.

A

Aminas B R # Rec.
2,4-diaminotoluidina 150,89 6,28x10° 0,999 3,60 100
4,4’ -oxidianilina 817,20 8,84x10° 0,998 2,56 98
4,4'-diaminobifenila 115,47 6,70x10° 0,999 1,13 97
Anilina 828,6 4,15x10° 0,999 2,48 99
3,3'-dimetoxibenzidina 187,5 2,85x10° 0,999 2,78 100
2-metoxianilina -505,9 3,06x10° 0,998 1,03 103
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2-metilanilina 637.3 6,62x10° 0,998 2,14 100
2-aminonaftaleno 578,2 5,71x10° 0,998 4,87 103
4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina 4948 8,18x10° 0,998 2,58 100
4,4’-diaminodifenilmetano 254.,5 6,95x10° 0,997 3,20 99
3,3’-dimetilbenzidina -412,6 9,52x10° 0,997 2,52 95
2-metoxi-5-metilanilina 207,2 8,64x10° 0,999 2,51 100
4-cloroanilina -308,0 6,87x10° 0,997 2,62 105
2-cloro-4-nitroanilina -642,4 9,29x10° 0,999 2,88 98
4-aminobifenila 754,3 6,51x10° 0,999 1,98 97
3,3'diclorobenzidina -369,4 5,56x10° 0,997 2,54 96

A: coeficiente linear; B: coeficiente angular; #: desvio padrdao do coeficiente linear A; R: coeficiente de
correlagéo; Rec.: % recuperagéo.

Observa-se uma relacao linear em todo o intervalo de concentragao de
0,5 a 250 mg L. As curvas analiticas estdo no Anexo 1E apresentando
coeficiente de correlagédo de no minimo de 0,990.

A seguir os limites de deteccdo e quantificagdo foram estimados
segundo tratamento estatistico e os resultados s&o apresentados na Tabela
14. Os resultados obtidos mostram que a deteccdo eletroquimica com eletrodo
modificado apresenta menor limite de quantificacdo que o detector
eletroquimico sem modificagdo sendo que o limite de quantificagdo para a
maioria dos 16 compostos do grupo 1 apresentou valores menores, exceto
para 4,4'-oxidianilina e 3,3'-dimetoxibenzidina.

Ainda na Tabela 14 estdo apresentados os valores correspondentes ao
numero de pratos tedricos na presenga e na auséncia do liquido iénico e a
assimetria dos picos. Os valores de assimetria dos picos quando foi usado
liquido i6nico na fase movel apresenta valores mais proximos a 1, ou seja, 0s
picos cromatograficos neste caso ndo apresentam encaudamento. O numero
de pratos tedricos com acido férmico (eletrélito) ou BMIm[NTf,] a fase mével
apresentam valores bem proximos, mostrando que ndo houve aumento ou
diminuigdo da largura dos picos, pois o tempo DE retengdo permaneceu o
mesmo.

Os valores de recuperagcao obtidos para este estudo, no qual foi
adicionado aliquotas em 250 mL agua potavel a mistura das aminas aromaticas
do grupo | na concentragdo de 25 mg L™, encontram-se entre 96 e 105%,

sendo esses valores aceitos devido a complexidade da matriz.
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Tabela 14: Parametros analiticos obtidos por HPLC-ED das aminas aromaticas do grupo 1
calculados a partir da curva analitica. Fase mével: Metanol/agua + 30 mM DE BMIm-NTf, 70:30
(v/v); T =40°C; E = +0,80V.

L.D. L.D. L.Q. L.Q. As Np
Aminas
DE Mod DE Mod 1 2 1 2
2 4-diaminotoluidina 6,04 1,72 20,1 573 0,85 0,92 8547.,4 8580,7
4,4 -oxidianilina 1,38 0,87 4,59 2,89 0,84 0,90 6715,8 6702,1
4,4'-diaminobifenila 1,99 0,72 6,64 240 0,87 0,96 4381,1 4382,8
Anilina 1,59 1,79 5,32 597 1,09 1,02 4187,7 4218,0
2 1 7 4 25,4 4
3.3"dimetoxibenzidina 3,09 ,93 0,3 9,75 0,80 0,9 6925, 6898,
2,24 1,00 7,48 337 0,90 093 72641 7229,7
2-metoxianilina
2-metilanilina 1,79 0,97 5,97 323 0,86 091 65847,1 65801,3
2-aminonaftaleno 3,08 2,56 10,2 853 0,88 0,92 2685,5 2729,3
4,4-metileno-bis-2- 2,01 095 671 315 081 097 382546 38318,8
cloroanilina
4,4’-diamino 1,33 1,38 4,44 460 0,89 0,94 5478,2 55243
difenilmetano
3,3'-dimetilbenzidina 3,01 0,79 10,0 2,65 0,88 0,99 16485,2 16490,8
2-metoxi-5-metilanilina 2,82 0,87 9,42 2,90 0,89 0,95 3248,5 3250,3
4-cloroanilina 2,94 1,14 9,81 3,81 0,86 0,94 3412,9 3432,9
2-cloro-4- 5,86 0,93 19,5 442 088 0,92 9265,4 9270,5
nitroanilina
N 3,00 0,91 10,0 304 0,80 0,94 45070,4 45107,1
4-aminobifenila
3,3’-diclorobenzidina 2,09 1,37 6,98 457 0,82 0,92 4298,1 4290,5

L.D. ED: limite de detecgdo sem modificacdo (mg L™); L.D. Mod: limite de deteccdo com modificagdo (mg
L'1); L.Q. ED: limite de quantificagdo sem modificagdo (mg L'1); L.Q. Mod.: limite de quantificagdo com
modificagdo (mg L'1); As: assimetria (1: com &cido férmico; 2: com liquido i6nico); Np: numero de pratos
tedricos (1: com acido formico; 2: com liquido i6nico).

4.7.2. Deteccdo das Aminas Aromaticas do Grupo 2 por HPLC-ED e
Eletrodo Modificado

Para otimizar a deteccdo HPLC-ED das aminas aromaticas do grupo Il
(2,6-dimetilanilina; 4-cloro-2-metilanilina; 4,4’-metileno-bis-2-metilanilina; 1,4-
diaminobenzeno; p-aminofenol; 2-metilbenzeno-1,4-diamina; N-monoacetil-1,4-
diaminobenzeno), usando eletrodo modificado com nanotubos de carbono +
Liquido idnico investigou-se a seguir o efeito do potencial entre + 0,5a + 1,2V

sobre a resposta cromatografica. Os resultados sdo apresentados na Figura
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30. A resposta é relativamente maior no eletrodo modificado com melhor

detecgao em potencial de + 0,80V.

Figura 30: Variacdo da corrente em fungao do potencial aplicado para oxida¢do de 50 mg L-1
de 2,5-dimetilanilina sobre eletrodo de carbono vitreo apds modificagdo com gel de nanotubos
de carbono e liquido iénico BMIm-BF,4; Curva vermelha: sem modificagdo em meio de liquido
ibnico BMIm-NTf,; Curva preta: modificado em meio de metanol liquido iénico BMIm-NTf,; fase
movel: ACN/agua 60:40 (v/v) + 30mM DE BMIm-NTf,; T = 40°C, E= +0,80V.
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Assim utilizando-se as condicdes otimizadas de vazdo de 0,8 mL min™,

T = 40°C, fase movel: ACN/agua + 30 mM de BMIm-NTf, 60:40 (v/v) e
potencial de deteccdo de E = + 0,80V, foram registrados cromatogramas
HPLC-ED para as aminas classificadas no grupo 2 e o resultado esta ilustrado

na Figura 31.
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Figura 31: Cromatograma HPLC-ED obtido para a injecdo de 20uL da solugdo padrdo das
aminas do grupo Il. Fase moével: ACN/agua + 30 mM de BMIm-NTf, 60:40 (v/v). a: 2,6-
dimetilanilina; b: 4-cloro-2-metilanilina; c¢: 4,4’-metileno-bis-2-metilanilina; d: 1,4-
diaminobenzeno; e: p-aminofenol; f: 2-metilbenzeno-1,4-diamina; g: N-monoacetil-1,4-
diaminobenzeno. Vazao: 0,80 mL min'1; E = +0,80V.
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Observa-se na Figura 31 que é possivel detectar picos bem resolvidos e
simétricos para as aminas aromaticas nos seguintes tempos de retengdo: 2,6-
dimetilanilina (tr= 6,77 min.); 4-cloro-2-metilanilina (tr= 7,94 min.); 4,4’-metileno-
bis-2-metilanilina (tr= 20,44 min.); 1,4-diaminobenzeno (tr= 21,70 min.); p-
aminofenol (tr= 22,63 min.); 2-metilbenzeno-1,4-diamina (tr= 25,10 min.); N-
monoacetil-1,4-diaminobenzeno (tr= 28,03 min.). Verifica-se que com eletrodo
modificado a corrente gerada no sistema é em média 42% maior que a corrente

gerada para eletrodo sem modificagao.
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Figura 32: Cromatograma comparativo em 3D das aminas do grupo Il sem modificagao (curva
B, vermelha) e com modificacdo (curva A, preta) utilizando deteccdo eletroquimica. Fase
mével: ACN/agua + 30 mmol L™ de BMIm-NTf, 60:40 (v/v), T = 40°C, vazdo = 0,80mL min™";
fase estacionaria C18, E = +0,80V.
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Como discutido previamente também observa-se interagédo eletrostatica
entre as aminas protonadas do grupo Il com o eletrodo modificado, melhora da

area superficial e ha interagdes com os grupos silandis da fase estacionaria.

4.5.3. Curva Analitica para Aminas do Grupo 2

Em seguida, com as condi¢cdes cromatograficas otimizadas, construiu-se
uma curva analitica para as aminas de interesse, no intervalo de 0,5 a 250 mg
L™. A curva analitica esta representada no Anexo 1F e na Tabela 15 estdo os
resultados obtidos.

Tabela 15: Pardmetros da curva analitica para as aminas aromaticas do grupo 2 para HPLC-
ED. Fase mével: ACN/agua 60:40 + 30mM de BMIm-NTf, (v/v); T = 40°C; E = +0,80V.

Aminas A B N R DEs. A Rec.
2,6-dimetilanilina 258,4 3,42x10° 8 0,999 2,25 100
4-cloro-2-metilanilina 2455 3,58x10° 8 0,999 3,08 105
4,4’-metileno-bis-2-metilanilina -957,9 4,21x10° 8 0,999 1,24 90
1,4-diaminobenzeno 287,1 6,24x10° 8 0,998 3,41 93
p-aminofenol -632,6 6,28x10° 8 0,999 1,85 98
2-metilbenzeno-1,4-diamina 465,5 6,58x10° 8 0,999 1,68 95
N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno -633,1 7,54x10° 8 0,990 2,20 99

A: coeficiente linear; B: coeficiente angular; DEs. A: DEsvio padrdo; N: niumero DE mDEidas; R:
coeficiente DE correlagéo; Rec.: % recuperagao.
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Observa-se uma relagao linear em todo o intervalo de concentragao das
aminas entre 0,5 a 250 mg L (Vide Anexo). As curvas apresentaram
coeficiente de correlagdo no minimo de 0,990.

A seguir os limites de deteccdo e quantificagdo foram estimados
segundo tratamento estatistico e os resultados sdo apresentados na Tabela
16. Os resultados obtidos mostram que a detecgao eletroquimica com eletrodo
modificado (LQuop) apresenta valores entre 2,55 e 8,60 mg L™, os quais sdo
menores que o limite de quantificacdo para o DEtector eletroquimico como
eletrodo de trabalho (LQpE).

Ainda nesta tabela estdo apresentados os valores correspondentes ao
numero de pratos tedricos na presenga e na auséncia do liquido iénico e a
assimetria dos picos. Os valores de assimetria dos picos quando foi usado
liquido i6nico na fase movel apresenta valores mais proximos a 1, ou seja, 0s
picos cromatograficos neste caso nao apresentam encaudamento. O numero
de pratos tedricos para a maioria das aminas aromaticas sdo menores quando
liquido ibnico € utilizado como aditivo da fase movel, esse fato pode ser
explicado devido ao menor tempo de retencdo dos analitos além da menor
largura do pico a meia altura.

Os valores de recuperagao obtidos apds estudo no qual foi adicionado
em agua potavel a mistura das aminas aromaticas do grupo Il na concentragéo
de 50 mg L', encontram-se entre 93 e 105%, sendo esses valores aceitos

devido a complexidade da matriz.

Tabela 16: Parametros analiticos das aminas aromaticas do grupo Il calculados a partir da
curva analitica. Fase moével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, 60:40 (v/v), T = 40°C, Vazao =
0,80 mL min™"; fase estacionaria C18, E = +0,80V.

L.D. L.D. L.Q. L.Q. As Np
Aminas
DE MOD DE MOD 1 2 1 2
. I 3,61 1,97 12,0 6,58 1,32 1,08 5423,1 5287,7
2,5-dimetilanilina
4-cloro-2-metilanilina 3,60 2,58 11,9 8,60 0,91 0,95 2515,3 2398,1

4,4’-metileno-bis-2-metilanilina 4,15 0,88 13,8 2,95 0,89 0,96 3854,4 3975,3
1,4-diaminobenzeno 3,15 1,64 10,5 5,46 0,90 0,98 5289,1 5195,7

. 3,30 0,88 10,9 2,95 0,88 0,99 9825,4 9887,1
p-aminofenol

2-metilbenzeno-1,4-diamina 2,48 0,77 8,28 2,55 0,86 0,96 2964,2 2884,3
N-monoacetil-1,4-

L. 1,51 0,88 5,03 2,92 0,92 0,97 4132,7 4189,7
diaminobenzeno
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L.D. ED: limite de detecgdo sem modificagdo (mg L'1); L.D. Mod: limite de detec¢cdo com modificagdo (mg
L'1); L.Q. ED: limite de quantificacdo sem modificagdo (mg L'1); L.Q. Mod.: limite de quantificacdo com
modificagado (mg L'1); As: assimetria (1: com acido férmico; 2: com LI); Np: nimero de pratos tedricos (1:
com &cido férmico; 2: com LlI).

4.8. Aplicacdo do método nas analises das amostras reais.

Apés a otimizagdo do método cromatografico com detecgao
eletroquimica utilizando eletrodo de trabalho modificado com gel de nanotubos
de carbono e liquido i6nico foram realizadas as analises das amostras reais.

Os resultados estao apresentados a seguir.

4.8.1. Analise de Aminas Aromaticas em Amostras de Agua Natural
usando HPLC-ED com Eletrodo Modificado

O método de HPLC-ED com eletrodo modificado por nanotubos de
carbono e liquido id6nico foi aplicado a seguir para analise de aminas
aromaticas em agua coletada no Rio Tieté, na cidade de Tieté antes e apos
estacao de tratamento de esgoto (ETE), segundo fluxograma apresentado no
Esquema 1. A Figura 33 mostra o cromatograma obtido para a injecdo de
20uL para a amostra de agua coletada no Rio Tieté antes da Estagdo de

tratamento de Esgoto (1) para o grupo 1.
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Figura 33: Cromatograma obtido da injegcdo de 20uL da amostra de agua do rio Tieté
na cidade de Tieté antes do descarte da Estagéo de tratamento de Esgoto em HPLC-
ED com eletrodo modificado para o grupo |. Fase moével: MeOH/agua + 30mM de
BMIm-NTf, 70:30 (viv), E= + 0,80V; a) 4,4'-diaminodifenimetano; b) 3,3'-
dimetilbenzidina; ¢) 4-cloroanilina; d) 2,4-diaminotoluidina; e) 2-cloro-4-nitroanilina; f)
4-aminobifenila; g) 4,4'-diaminobifenila; h) anilina.

A Figura 33 apresenta um cromatograma HPLC-ED tipico obtido usando
MeOH/agua + 30 mM de BMIm-NTf, 70:30 (v/v) sob eletrodo modificado com
nanotubos sob potencial de +0,80V.

O cromatograma apresenta 10 picos bem definidos, que foram
quantificados utilizando a equagdo da reta e atribuidos a: 44-
diaminodifenilmetano (4,70 minutos), 3,3'-dimetilbenzidina (5,32 minutos), 4-
cloroanilina (6,69 minutos), 2,4-diaminotoluidina (7,26 minutos), 2-cloro-4-
nitroanilina (8,62 minutos), 4-aminobifenila (12,61 minutos), 4,4'-diaminobifenila
(13,86 miutos) e anilina (15,09 minutos) estas do grupo 1. Para o grupo 2 sob
as condi¢des de detecgaodo grupo Il ndo foram detectadas nenhuma aminas.

As aminas detectadas na agua coletada no Rio Tieté antes do descarte
da estagao de tratamento apresentam em sua maioria classificagéo 2B (3,3'-
dimetilbenzidina, 4,4'-diaminodifenilemetano, 2,4-diaminotoluidina e 4-
cloroanilina) que sao consideradas pela IARC possivel carcinogénico em
humanos, ou seja, apresentaram toxicidade em animais, sendo assim pode
causar algum dano aos mamiferos. A 2-cloro-4-nitroanilina ndo apresenta
classificacao pela IARC. Entretanto, 4-aminobifenila e 4,4'-diaminobifenila séo
classificadas no grupo 1, ou seja, carcinogénicas em humanos foram
detectadas na amostra de agua. Foi encontrada também anilina que é
classificada no grupo 3, n&o carcinogénica.

De maneira analoga, foram ainda analisadas as amostras de agua

coletadas nos seguintes pontos: Agua Rio Tieté na saida da Estacdo de
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Tratamento de Esgoto (ETE) (2), Agua Rio Tieté depois de 2 Km da Estacéo de
Tratamento de Esgoto (ETE) (3), Esgoto sem tratamento da cidade de Tieté (4)
e Esgoto Tratado da cidade de Tieté (5), Agua Rio Araraquara, Agua Potavel
da cidade de Araraquara, Esgoto sem Tratamento de Araraquara, Esgoto
Tratado da cidade de Araraquara. Essas amostras foram coletadas em garrafas
de plastico PET, conforme fluxograma do Esquema 1 e guardadas em isopor
com gelo para conservar a temperatura. Apdés a chegada no laboratério as
mesmas foram acidificadas com &cido acético e em seguida filtradas
primeiramente com filtro de papel e filtro de membrana PTFE. Posteriormente
foram concentradas em cartucho Phenomenex StrataX-CW (500 mg de base
polimérica para compostos basicos), onde 500 mL de agua foram eluidas no
cartucho e apds serem concentradas, foram ressuspensas em 1mL de metanol
e 20uL foram injetadas em HPLC-ED usando fase moével metanol/agua 30mM
de BMIm-NTf, (70:30) sob E= +0,80V.

Esquema 1: Fluxograma representativo dos pontos de coleta de amostras de agua do Rio
Tieté na cidade de Tieté.

Entrada de sen"?:’ %o Rio Coleta antes
esgoto (4) et da saida da

ETE (1)
@ I Coleta entrada da ETE l

Descarte aqul
do Esgoto

Estacao de St
Coleta na saida
T | — | [

Coleta
saida da
ETE (5)

Coleta apos 2 Km
da saida da ETE (3)

A Tabela 17 apresenta os resultados obtidos para cada amina detectada

nas amostras de agua analisadas. Os resultados obtidos indicam que as
aminas detectadas na Agua do Rio na saida da Estacdo de Tratamento de
Esgoto foram as mesmas que as detectadas nas amostras antes da saida da
ETE porém em menores concentracbes das mesmas, mostrando que o

tratamento nado é eficiente para total remogao destas aminas. O mesmo
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fendbmeno acontece na amostra coletada apés 2 Km da saida da ETE, as
aminas encontradas foram as mesmas, porém em menores concentragoes que
nos dois casos anteriores, isto indica que a fonte de poluicdo destas aguas
pode ser a mesma e que a distancia e o volume de agua esta apenas diluindo
a amostra. A maioria das aminas presentes nestas amostras pertences ao
grupo 2B (possivel carcinogénico), entretanto a 4-aminobifenila e 4,4'-
diaminobifenila sdo consideradas carcinogénicas em humanos e somente a
anilina que é classificado no grupo 3 que é considerada n&o carcinogénica.

Na agua coletadas no Rio da cidade de Araraquara foi detectada a
presengca das seguintes aminas: 2,4-diaminotoluidina (classificagao 2B) e
anilina (classificacao 3). Estas aminas aparentemente tem pequeno impacto
nos mamiferos porém devido a possibilidade de bioacumulacdo pode causar
danos irreparaveis ao DNA, causando cancer.

Entretanto no esgoto sem tratamento da cidade d Araraquara foram
detectadas um grande numero de compostos sendo que a maioria deles
pertences ao grupo 2B da IARC (2-metoxi-5-metilanilina, 4,4'-oxidianilina, 4-
cloroanilina, 3,3'-diclorobenzidina, 3,3'-dimetoxibenzidina, 2-metoxianilina),
além da anilina (grupo 3) e 2-metilanilina (grupo 2A). Em adigéo para a amostra
de esgoto sem tratamento da cidade de Tieté foi detectado apenas a 2-

metilanilina que é classificada no grupo 2A pela IARC.
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Tabela 17: Aminas aromaticas encontradas nas amostras de dgua coletadas no rio e
em estacao de tratamento de esgoto e torneira.

Aminas Ar(;;es Saida da Apés 2 Km da Local Coleta
ETE ETE ETE
4.,4-diaminodifenilmetano 4,72 4,22 3,80
3,3'-dimetilbenzidina 4,21 3,90 3,70
4-cloroanilina 4,80 3,90 3,40
2,4-diaminotoluidina 4,05 4,00 3,80 . )
. . Agua de Rio
2-cloro-4-nitroanilina 6,42 6,10 5,87
4-aminobifenila 3,52 3,02 2,75
4,4'-diaminobifenila 4,21 3,89 3,42
Anilina 4,50 4,10 3,98
2,4-diaminotoluidina 5,20 Agua de Rio de
Anilina 4,87 Araraquara
2-metoxi-5-metilanilina 6,42
4.4'-oxidianilina 4,12
4-cloroanilina 3,88
3,3'-diclorobenzidina 6,48 Esgoto sem tratamento
Anilina 3,57 de Araraquara
3,3'-dimetoxibenzidina 4,28
2-metoxianilina 4,21
2-metilanilina 4,35

Esgoto sem tratamento

2-metilanilina 3,94 da cidade de Tieté

Agua Potavel da cidade

Nao foram detectadas aminas
de Araraquara

N&ao foram detectadas aminas Esgoto Tratado Tieté

Esgoto Tratato

Nao foram detectadas aminas
Araraquara

* concentracéo detectada antes da ETE/na saida da ETE/ap6s 2km da ETE.

4.6.3. Anélise de Aminas Arométicas em Amostras de Agua
deLavagem de cabelo usando HPLC-ED com Eletrodo Modificado

O método de HPLC-ED com eletrodo modificado por nanotubos de
carbono e liquido ibnico foi também aplicado para analise de aminas
aromaticas em aguas de lavagem coletas em saldo de beleza apds o tempo de
espera apos aplicacdo da tintura no cabelo, utilizando-se métodos descritos
previamente e otimizados previamente. A Figura 34 e Figura 35 abaixo

mostram os cromatogramas tipicos das amostras de agua de lavagem da tinta
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da marca X para coloracdo preta para o grupo 1 e para o grupo 2,

respectivamente, coletadas no saldo de beleza.

Figura 34: Cromatograma obtido da injecdo de 20uL da amostra de agua de lavagem
da marca X, coloracdo preta em HPLC-ED com eletrodo modificado para o grupo |.
Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, 70:30 (v/v), E= + 1,00V; a) 2,4-
diaminotoluidina; b) 4,4'-oxidianilina; ¢) 4-aminobifenila; d) anilina.
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Figura 35: Cromatograma obtido da injecdo de 20uL da amostra de agua de lavagem
da marca X, coloragdo preta em HPLC-ED com eletrodo modificado para o grupo 2.
Fase mével: ACN/agua + 30 mM de BMIm-NTf, 60:40 (v/v), E = + 0,80V. a) 4-cloro-2-
metilanilina; b) 1,4-diaminobenzeno; ¢) 2-metilbenzeno-1,4-diamina.
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A Figura 33 e Figura 34 apresentam um tipico cromatograma HPLC-ED
para deteccdo de aminas do grupo 1 e grupo 2, respectivamente, para as
amostras de agua de lavagem de tinturas da marca X para coloragéo preta. O

cromatograma apresenta 4 picos bem definidos, que foram quantificados
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utilizando a equagéao da reta, atribuidos a: 2,4-diaminotoluidina (7,26 minutos),
4,4'-oxidianilina (10,61 minutos), 4-aminobifenila (12,61 minutos), anilina (15,09
minutos) estas do grupo 1 e para o grupo 2 foram DEtectadas os seguintes
compostos: 4-cloro-2-metilanilina (7,94 minutos), 1,4-diaminobenzeno (21,70
minutos) e 2-metilbenzeno-1,4-diamino (25,2 minutos). As aminas detectadas
na agua de lavagem coletada no saldo para tintura da marca X (coloragao
preta) tem as aminas: 2,4-diaminotoluidina e 4,4'-oxidianilina classificadas no
grupo 2B (possivel carcinogénico em humanos), entretanto o composto 4-
aminobifenila & classificado no grupo 1 pela IARC (carcinogénico em
humanos). Em adicdo a 1,4-diaminobenzendo, anilina esta classificada no
grupo 3 (ndo carcinogénico) e a 2-metilbenzidina-1,4-diamina ndo apresentam
classificagado pela IARC.

De maneira analoga, foram coletadas amostras de agua de lavagem de
tintura da marca X para coloracéo loira e das marcas Y e Z para coloragéao
preta e loira, respectivamente. Essas amostras foram coletadas em garrafas de
plastico PET e guardadas em isopor com gelo para conservar a temperatura.
Apoés a chegada no laboratorio as mesmas foram filtradas primeiramente com
filtro de papel e seguido de filtro de membrana PTFE. Posteriormente foi
realizada uma extragao liquido-liquido como descrito na secao experimental.

Na Tabela 18 estdo resumidos os resultados obtidos para todos as
amostras de agua de lavagem analisadas. Observa-se que algumas das
aminas encontradas nestas amostras analisadas apresentam alta toxicidaDEs
em animais e humanos de acordo com a IARC.

Para as 6 amostras de agua de lavagem coletadas em saldo, todas
apresentaram em comum a 1,4-diaminobenzeno. Este composto é um
precursor de sintese comumente utilizado nas tinturas, pois 0 mesmo em
presenca de peroxido de hidrogénio e outros compostos sdo oxidados em um
produto colorido que adere na fibra do cabelo.

Na coloracao preta da marca X houve a maior incidéncia de aminas
detectadas: 2,4-diaminotoluidina (grupo 2B), 4,4'-oxidianilina (grupo 2B), 4-
aminobifenila (grupo 1), anilina (grupo 3), 4-cloro-2-metilanilina (grupo 2A), e 2-
metilbenzeno-1,4-diamina (sem classificacdo). Dentre os compostos

detectados o mais perigoso € o 4-aminobifenila que é considerado
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carcinogénico em humanos, no entanto, as demais pertencem a grupos que
podem causar danos em concentragdes maiores.

Para a coloracdo loira da marca X, foi detectada apenas a 1,4-
diaminobenzeno. No entanto, para a coloragao preta da marca Y foi detectada
também a 2-metoxi-5-metilanilina que é classificada no grupo 2B da IARC,
sendo que o mesmo se aplica para a coloragdo loira da marca Y onde
detectamos a 4-cloroanilina também classificada no grupo 2B. Em adigao para
as amostra de tintura da marca Z foi detectada a 4,4'-oxidianilina (grupo 2B)
para coloragéo preta e 4-aminobifenila (grupo 1) para coloragao loira.

Na Tabela 18 pode-se observar resumidamente os compostos
detectados e sua concentracdo em todas as amostras de agua de lavagem

analisadas neste trabalho.

Tabela 18: Aminas aromaticas encontradas nas amostras de agua de lavagem das tinturas
comerciais.

. Concentragao detectada Marca Tintura e
Aminas =
(mg L-1) coloragéao
2,4-diaminotoluidina 4,38
4.,4'-oxidianilina 4,00
4-aminobifenila 5,10 Agua Lavagem
Anilina 5,57 Marca X, coloracao
4-cloro-2-metilanilina 3,25 Preta
1,4-diaminobenzeno 4,25
2-metilbenzeno-1,4-diamina 5,30
Agua Lavagem
1,4-diaminobenzeno 5,02 Marca X, coloragao
Loira
2-metoxi-5-metilanilina 2,41 Agua Lavagem
1,4-diaminobenzeno 6,12 Marca Y, coloragao
Preta
4-cloroanilina 4,85 Agua Lavagem
1,4-diaminobenzeno 5,51 Marca Y, f:oloragao
Loira
4,4'-oxidianilina 6,18 Agua Lavagem
1,4-diaminobenzeno 3,21 Marca Z, coloraggo
Preta
4-aminobifenila 4,28 Agua Lavagem
1,4-diaminobenzeno 3,81 Marca Z, (.:oloragao
Loira
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4.8. Determinacao de aminas aromaticas utilizando Cromatografia
liquida de ultra Eficiéncia acoplado com Espectrometro de Massas
(UHPLC-MS/MS)

4.8.1. Otimizacado da Técnica UHPLC-MS/MS

Foram testados dois métodos: on-line (pré concentracdo em linha,
utilizando uma coluna especifica), além de um método offline (onde a amostra
foi injetada diretamente na coluna analitica). Inicialmente, foram otimizadas as
condicbes cromatograficas para o método offline e para isto, diferentes fases
moveis e aditivos foram testados. Agua de grau HPLC nao tamponada e adicéo
de 0,1% acido férmico, foram avaliados como fases méveis para a fase
aquosa, enquanto metanol e acetonitrila foram testados como solventes
organicos, sob um gradiente linear de 5 a 100 % de solvente organico, em
corrida de 15 min. com vazdo de 0,2 mL min"'. Estas foram as condicdes
iniciais. Levando em consideracao o tempo de analise, resolucao, intensidade e
largura do pico, a melhor condi¢cao experimental foi: solvente (A): metanol com
0,1 % de acido férmico; solvente (B): agua com 0,1% de acido féormico, com
vazao de 0,2 mL min™. O gradiente de eluigéo foi: condig¢des iniciais 20 % A; 0-
3,0 min, 20-100 % de A; 3,0-6,0 min, 100 % de A; 6,0-6,1 retorno as condi¢cdes
iniciais; 6,1-9,0, o equilibrio da coluna. O volume da amostra injetada foi de
10uL e a temperatura da coluna foi de 40°C.

Com as condicdes otimizadas, foi entdo estudada as condigdes de pré-
concentragcdo no modo on line (Equan™). Este método consiste em pré
concentrar a amostra em uma coluna independente, utilizando um solvente
especifico. Em seguida, a fase movel é otimizada para eluir os analitos que
seguem diretamente para a coluna analitica onde ocorrera a separagao dos
compostos. Nesta etapa foi otimizada a composigdo e vazado de carregamento
na coluna de pré concentragdo. Foram também otimizados o tempo de elui¢cao
e o tempo de transferéncia que sao parametros importantes para a obtencao
de um cromatograma com boa separag¢ao. As melhores condigbes foram: 100%
agua, vazao de 1,0 mL min™', volume de injecao de 250uL, tempo de eluigao de

400 segundos e tempo de transferéncia 20 segundos.
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As 23 aminas aromaticas de interesse apresentam picos com boa
intensidade, atribuidos a boa ionizagdo dos compostos. O tempo de retencao
dos compostos foram: 2-aminonaftaleno (tr = 1,90 min); 4,4'-mtileno-bis-2-
cloroanilina (tr = 3,31 min); anilina (tr = 4,00 min) 4,4'-oxidianilina (tr = 1,90
min.); 3,3'-dimetoxibenzidina (tr = 2,96 min.); 2-metoxianilina (tr = 2,71 min.);
3,3'-dimetilbenzidina (tr = 2,99 min.); 2-metoxi-5-metilanilina (tr = 3,11 min.); 4-
aminobifenila (tr = 3,53 min.), 4,4'-diaminodifenilmetano (tr = 2,49 min.); 2-
metilanilina (tr = 1,32 min.), 4-cloroanilina (tr = 3,15 min.); 2-cloro-4-nitroanilina
(tr = 3,93 min.), 1,4-diaminobenzidina (tr = 1,33 min.); 2-metilbenzidina-1,4-
diamina (tr = 2,71 min.), 4-aminofenol (tr = 1,33 min.), N-monoacetil-1,4-
diaminobenzidina (tr = 1,58 min.), 2,6-dimetilanilina (tr = 3,28 min.); 4,4'-
metileno-bis-2-metilanilina (tr = 3,98 min.), 4-cloro-2-metilanilina (tr = 3,52 min.),
2,4-diaminotoluidina (tr = 1,68 min.); 4,4'-diaminobifenila (tr = 1,74 min.) e 3,3'-
diclorobenzidina (tr = 3,93 min.). Embora, houvesse co-eluicdo de alguns
compostos (mesmo tempo de retencéo) a técnica permite quantificar as aminas
pela relacdo de massas de cada composto que sao diferentes.

Deste modo, a Tabela 19 apresenta as respectivas transicbes do
espectro de primeira ordem, ou seja, o pico de maior intensidade para cada
composto (ESI-MS/MS), e seus sinais relativos a uma carga positiva ([M+H]"),
correspondente as transicbes dos dois fragmentos mais intensos
correspondentes a relacdo [M+H]*. Na Tabela 19 estdo apresentadas ainda
as energias de colisdo (CE) para cada transigado monitorada. Esta € a energia

necessaria para fragmentagao da molécula.

Tabela 19: fon molecular, fragmentos e energia DE colisdo das aminas aromaticas.

Composto [M+H]* Fragmentos g,%

Anilina 94,0 (33;8 - 23;8, :1’,5
2-metilbenzidina-1,4-diamina 123,1 (11223?;:|1_—)>17089,’11) ;g
N-monoacetil-1,4-diaminobenzidina 151,1 (115511’ ’11 __))1902?’11) ;‘11
4-aminofenol 110,1 (jl 181 : ggl) fg
4,4'-metilenebis-(2-cloroanilina) 267,1 ég;l : fg;l) 38
3,3"-dimetilbenzidina 213,2 (3123 g Sgﬁ) gg
3,3'-diclorobenzidina 2541 2541 —218.1 o

(254,1 — 183,1) 28

IQ-UNESP-ARARAQUARA 124



LIZIER, T.M.

4,4'-diaminodifenilmetano 199,3 (119995,33__:17076?11) ‘212
3,3'-dimetoxibenzidina 2451 éjg} : ;gg]) :1))5
2,4-diaminotoluidina 1231 (Egl - 182:1) 14
4-cloro-2-metilanilina 142,0 (1238 : 1828) ;g
4-cloroanilina 128,1 (1321 : ?21) ‘11;
2-aminonaftaleno 1441 (114444,11117277,’11) 5421
4,4-oxidianilina 201,1 (220011,’11: 1%0é,1 1) i
4-aminobifenilina 170,1 (1;8:1 - lggl) 1o
1,4-diaminobenzidina 109,1 (18811 - gé:l) 2
2-cloro-4-nitroanilina 173,1 (];gl : ]ggg) ;g
4,4'-metileno-bis-2-metilanilina 227,2 égg:ggg) %
2-metoxi-5-metilanilina 138,1 (1221 : ggl) ;g
4,4'-diaminobifenila 185,1 (122:1 - ]23:1) 27
2-metilanilina 108,1 (18211 . g;:?) 14
2-metoxianilina 124,0 (1 12244:?0:1800?’00) ;g
2,5-dimetilanilina 122,1 1221170 o

(122,1 — 105,1) 14

A primeira transicao foi utilizada para quantificacdo, enquanto a segunda
foi utilizada para confirmar a identidade dos compostos. A fim de obter maior
sensibilidade, precisao e reprodutibilidade, otimizou-se o tempo de ciclagem e
o tempo de permanéncia utilizando SRM automatico, em que as transi¢cdes séo
monitorizados apenas em torno do tempo de retencdo esperado. Assim, o SRM
automatizado diminuiu o numero de transicdes SRM simultaneas.

Em seguida, usando a condi¢céo otimizada de fase movel para o método
offline e online, construiu-se as curvas analiticas para as 23 aminas usando
metanol como solvente. Os respectivos parametros da curva analitica sao
apresentados na Tabela 20. Analisando-se o coeficiente de correlagdo (r%) de
cada curva, observa-se valores de no minimo 0,99, tanto para o método online,
quanto offline, demonstrando uma boa relagéo linear entre 4,8 ng L' e 0,1 Mg L
! para todos os compostos. O limite de detecgdo obtido estatisticamente para o

método online apresentou valores entre 0,97 e 52,8 pg mL™" e para o método
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off-line os valores variaram entre 0,81 e 44,0 pg mL™". O limite de quantificacéo
para o método off line variou de 2,9 e 159 pg mL" e para o método on line os
valores variou de 2,6 e 145 pg mL™". Todos os valores estdo resumidos na
Tabela 20, e os resultados referem-se a analise das aminas em metanol como

solvente.
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Tabela 20: Parametros analiticos obtidos a partir da curva analitica para o método on line e off line usando metanol como solvente.

Off line On Line (EQUAN)
Compostos — — — —
A B R leltfz Ll_m_lte ) A B R L|m|t~e Ll-m_lte )
deteccdo* Quantificacdo* deteccdo* Quantificagao*
Anilina 553231,7  1,66x10° 0,999 43,2 129 13013,2 666950, 1 0,999 36,0 118
2-metilbenzeno-1,4-diamina 49274,9 9,83x10° 0,999 2,90 8,7 -59947,2 2,31x10° 0,999 2,42 7,9
N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno 99111,2 9,69x10* 0,999 3,34 10,0 2403,5 702575,3 0,999 2,78 9,1
4-aminofenol -15409,5 1,82x10° 0,999 8,57 26,4 1201,5 107759,1 0,999 7,14 24,0
4,4'-metileno-bis-(2-cloroanilina) -15045,1 3,08x10° 0,999 6,53 19,8 -32,6 58691,7 0,999 5,46 18,0
3,3'-dimetilbenzidina -26500,1 1,05x10° 0,999 6,65 19,8 350,8 1,93x10° 0,999 5,54 18,0
3,3'-diclorobenzidina 3013,6 3,89x10* 0,999 4,98 15,4 611,5 79618,7 0,999 4,15 14,0
4,4'-diaminodifenilmetano 137075,1 1,79x10° 0,999 3,32 10,0 -13492,6 2,02x10° 0,999 2,77 9,1
3,3'-dimetoxibenzidina -85167,8 2,52x10° 0,999 6,64 19,8 -718,5 2,79x10° 0,999 5,53 18,0
2,4-diaminotoluidina -16024,4 1,19x10° 0,999 0,97 29 7875,8 1,72x10° 0,999 0,81 2,6
4-cloro-2-metilanilina 6214,9 8221,9 0,999 9,38 28,6 -65,8 36009,5 0,999 7,82 26,0
4-cloroanilina -41394,4 4,13x10° 0,999 3,38 10,2 8271,7 449384,7 0,999 2,82 9,3
2-aminonaftaleno 995536,9  8,60x10° 0,999 1,12 3,2 -15552,3 3,72x10° 0,999 0,93 29
4,4'-oxidianilina -33979,8 1,58x10° 0,999 6,25 18,7 -4531,7 3,56x10° 0,999 5,21 17,0
4-aminobifenilina -38505,9 3,04x10° 0,999 3,61 11,4 4870,3 3,16x10° 0,999 3,01 10,0
1,4-diaminobenzeno -35942,7 4,36x10° 0,998 52,8 159 -1684,9 13235,9 0,997 44,0 145
2-cloro-4-nitroanilina 30198,9 2,00x10° 0,995 7,51 22,5 5610,1 747619,1 0,996 6,25 20,0
4,4'-metileno-bis-2-metilanilina 255300,5  6,44x10° 0,996 13,2 38,5 2643,7 999963,8 0,998 11,0 35,0
2-metoxi-5-metilanilina 6588125 1,82x10° 0,998 2,71 8,14 -13152,5 4,26x10° 0,998 2,26 7,4
4,4'-diaminobifenila -81299,9 1,26x10° 0,997 7,66 23,1 1048,3 3356,9 0,997 6,38 21,0
2-metilanilina 28545 1,54x10° 0,997 3,01 9,24 14024,8 3,07x10° 0,999 2,51 8,4
2-metoxianilina 24219,4 8,01x10° 0,998 10,6 33,6 -23408,4 599922,1 0,998 8,81 30,0
2,5-dimetilanilina -33062,4 8,51x10° 0,998 3,62 11,4 10727,4 379132,5 0,998 3,02 10,0

A: coeficiente linear; B: coeficiente angular; R: coeficiente de correlacdo; *concentracdo em pg mL™"; L.D. e L.Q. sdo limites de método.
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A fim de verificar o efeito da matriz nas curvas analiticas foram
realizadas calibragdes para as 23 aminas aromaticas concomitantemente em:
agua potavel, efluente e influente. Apéds filtragdo das matrizes citadas as
mesmas foram fortificadas com solucdo padrdo das aminas aromaticas como
descrito na segao experimental. A Figura 36 apresenta uma curva analitica
representativa da analise de 20uL de 2,5-dimetilanilina entre 0,05 e 0,30 pg mL"
1

Figura 36: Curva analitica obtida para 2,5-dimetilanilina em metanol, em agua potavel,
efluente (entrada da estacdo de tratamento de esgoto) e influente (saida da estacao
de tratamento de esgoto).

12¢10" +
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4 v Efuente (Entrada)
< 80x10" 4
°
=
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Fonte: proprio autor.

Analisando-se a Figura 36 acima, para metanol e agua potavel as
curvas apresentam uma relagéo linear com inclinacdo aproximada de 3,79x10°.
Entretanto, para influente (entrada da estagdo de tramento de esgoto) e
efluente (saida da estacdo de tramento de esgoto) a inclinagdo da curva
diminui para 8,28x104 e 9,24x104, respectivamente. Tendo em vista esses
dados, pode-se afirmar que a matriz tem grande influencia na resposta da 2,5-
dimetilanilina. Este comportamento € a evidéncia de que a matriz apresenta
grande complexidade, devido provavelmente a grande quantidade de matéria
organica, as quais podem interagir com as aminas aromaticas e, assim,
prejudicar a ionizagao e, consequentemente, a sensibilidade.

A fim de tentar diminuir a influencia da matriz, as amostras de agua

foram fortificadas com 100 ng L' de uma mistura de padrdo das aminas

IQ-UNESP-ARARAQUARA 128



LIZIER, T.M.

aromaticas de interesse e submetidos a extracdo em fase sélida utilizando
cartuchos phenomenex StrataX-CW (500 mg de base polimérica para
compostos basicos). A Figura 37 mostra a recuperagdo obtida para as 23

aminas estudas em agua potavel.

Figura 37: % de recuperacdo das aminas aromaticas em agua potavel. a) anilina; b) 2-
metilanilina; c) 1,4-diaminobenzeno; d) 4-aminofenol; e) 2,5-dimetilanilina; f) 2,4-
diaminotoluidina; g) 2-metilbenzeno-1,4-diamina; h) 2-metoxianilina; i) 4-cloroanilina; j) 2-
metoxi-5-metilanilina; k) 4-cloro-2-metilanilina; 1) 2-aminonaftaleno; m) N-monoacetil-1,4-
diaminobenzeno; n) 4-aminobifenila; o) 4,4'-diaminobifenila; p) 4,4'-diaminodifenilmetano; q)
4 4'-oxidianilina; r) 3,3-dimetilbenzidina; s) 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina; t) 3,3'-
dimetoxibenzidina; u) 3,3'-diclorobenzidina; v) 2-cloro-4-nitroanilina; x) 4,4'-metilene-bis-2-
cloroaniline.

PR LR S 0L e
-

% Recuperacho

Os resultados indicam uma porcentagem de recuperagao média de 72 a
82 % (média de trés repeticbes £ RSD), utilizando as condi¢des otimizadas. As
aminas aromaticas apresentaram boa recuperagdo usando cartuchos Strata
XL-CW uma vez que houve uma melhor interagdo entre os grupos amino
protonados das aminas aromaticas e os grupos silanois presentes na fase
estacionaria do cartucho que estdo carregadas negativamente. Na Tabela 21

estdo os dados de recuperacéo para as outras matrizes estudas.
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Tabela 21: Recuperagido das aminas aromaticas nas amostras ambientais.

% Recuperagao (%RSD) (n=3)

Compostos Agua
Influente Efluente
Superficial
Anilina 82 (£ 5,2) 90 (+ 10,0) 102 (£ 1,2)
2-metilbenzeno-1,4-diamina 72 (£ 6,2) 85 (£ 2,6) 94(x 7,6)
N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno 91 (£ 2,7) 93 (£ 8,1) 102 (£ 8,1)
4-aminofenol 78 (£ 2,7) 88 (+ 4,6) 94 (+ 6,8)
4,4’-metileno-bis-(2-cloroanilina) 114 (£ 2,5) 102 (£ 1,8) 91 (£ 6,8)
3,3'-dimetilbenzidina 115 (£ 8,3) 88 (£ 9,2) 97 (£ 9,2)
3,3'-diclorobenzidina 86 (£ 4,2) 92 (£ 4,4) 105 (£ 9,9)
4,4'-diaminodifenilmetano 93 (£ 3,4) 97 (£ 6,4) 89 (£ 6,2)
3,3'-dimetoxibenzidina 75 (£ 1,5) 83 (£ 2,4) 91 (£ 3,8)
2,4-diaminotoluidina 86 (+ 5,6) 90 (+ 3,7) 91 (£ 8,2)
4-cloro-2-metilanilina 88 (+ 22,5) 90 (+ 16,4) 92 (+15,4)
4-cloroanilina 80 (+ 2,8) 89 (+ 14,8) 94 (£ 21,9)
2-aminonaftaleno 85 (+ 2,5) 93 (+ 4,8) 108 (£ 8,4)
4,4'-oxidianilina 79 (£2,7) 88 (£ 6,4) 97 (+ 3,3)
4-aminobifenilina 88 (+ 5,6) 92 (£ 6,7) 98 (£ 2,7)
1,4-diaminobenzeno 85 (£ 2,9) 93 (£ 4,8) 98 (£ 5,1)
2-cloro-4-nitroanilina 106 (£ 7,4) 110 (£ 5,8) 95 (£ 9,2)
4,4'-metileno-bis-2-metilanilina 94 (+2,4) 100 (+ 5,8) 82 (£ 12,2)
2-metoxi-5-metilanilina 76 (£2,8) 83 (£6,2) 99 (£ 1,9)
4,4'-diaminobifenila 82 (+ 6,6) 94 (£2,1) 88 (+ 11,6)
2-metilanilina 91 (x2,4) 95 (+ 6,8) 98 (+7,5)
2-metoxianilina 87 (£ 2,9) 98 (+ 3,8) 90 (£ 4,9)
2,5-dimetilanilina 79 (£ 11,6) 82 (+16,4) 94 (£ 19,2)

Como pode-se observar na Tabela 21 o intervalo de recuperacédo para
influente foi de 72 a 115% entretanto para efluente e agua superficial o
intervalo de recuperacéo foi de 82 a 110% e 82 a 108%, respectivamente.

Na Tabela 22 esta representado o limite de deteccao e quantificacdo das
aminas aromaticas em metanol para o método off line e on line (Equan™). Os
resultados confirmam claramente que o método Equan ™ é mais sensivel que
o método off line. Na Tabela 23 estdo os dados de limite de detecgao e
quantificacao para as outras matrizes estudadas e neste caso novamente o

método on line (Equan™) foi mais sensivel.
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Tabela 22: Parametros analiticos (limite detec¢do e quantificagdo) obtido para o método off

Ilré?).mpostos Limite detecgao Limite Quantificagao
Agua Agua Agua Agua
Influente  Efluente Influente Efluente
Superficial Potavel Superficial Potavel
Anilina 54,8 47,7 37,4 36,8 168 138 140 130
2-metilbenzeno-1,4-diamina 356 336 50,6 6,90 1279 1102 157 8,72
N-monoacetil-1,4-
diaminobenzeno 67,6 60,2 49,5 4,41 222 199 178 10,0
4-aminofenol 756 640 14,9 17,8 2551 2152 50,4 26,4
4,4'-metileno-bis-(2-cloroanilina) 21,8 30,5 22,2 37,8 71,6 100 79,2 19,8
3,3'-dimetilbenzidina 62,9 46,6 12,6 10,3 205 157 457 19,8
3,3'-diclorobenzidina 76,1 168 24,2 18,9 249 546 87,6 15,4
4,4'-diaminodifenilmetano 216 325 90,2 43,0 712 1071 324 10,0
3,3'-dimetoxibenzidina 47,1 80,9 57,2 24,1 151 273 206 19,8
2,4-diaminotoluidina 251 304 93,5 77,7 313 997 337 2,90
4-cloro-2-metilanilina 556 1113 385 131 2494 3717 1386 28,6
4-cloroanilina 57,2 74,8 8,5 9,7 170 252 27,6 10,2
2-aminonaftaleno 32,7 81,7 14,1 22,9 106 262 50,8 3,19
4,4'-oxidianilina 276,7 462 176 131 913 1533 636 18,7
4-aminobifenilina 30,2 66,8 10,8 12,4 99,8 210 38,8 11,7
1,4-diaminobenzeno 27,2 18,9 55,1 61,3 86,4 64,1 181 159
2-cloro-4-nitroanilina 12,4 11,9 27,9 34,1 41,8 39,9 101 22,1
4,4'-metileno-bis-2-metilanilina 39,7 60,9 70,4 93,4 129 199 253 38,5
2-metoxi-5-metilanilina 8,38 30,0 11,6 14,9 25,1 96,6 44,5 8,14
4,4'-diaminobifenila 35,6 75,7 8,9 9,7 117 2530 35,0 23,1
2-metilanilina 67,5 189 3,3 2,9 229 630 11,2 9,24
2-metoxianilina 33,1 420 10,3 10,1 84,8 1386 46,3 33,4
2,5-dimetilanilina 34,0 136 13,2 16,2 111 441 51,4 11,3
Concentragao em ppt (pg mL™)
Tabela 23: Parametros analiticos (limite de deteccdo e quantificacdo para o método) obtido
para método on line (EQUAN).
Limite DEtecgao Limite Quantificagao
Compostos Agua Agua Agua Agua
Influente  Efluente Influente  Efluente
Superficial potavel Superficial potavel
Aniline 40,6 454 34,0 35,0 125 132 117 118
2-metilbenzeno-1,4-diamina 264 320 46,0 58,0 948 1050 13,1 203
N-monoacetil-1,4-
diaminobenzeno 50,1 57,3 45,0 42,0 165 190 149 138
4-aminofenol 560 610 13,5 17,0 1890 2050 42,0 60,0
4,4'-metileno-bis-(2-cloroanilina) 16,2 29,0 20,0 36,0 53 96 66 119
3,3'-dimetilbenzidina 46,6 44.4 1,5 9,8 152 150 38,1 32,3
3,3'-diclorobenzidina 56,4 160 22,0 18,0 185 520 73 59
4,4'-diaminodifenilmetano 160 310 82,0 41,0 528 1020 270 135
3,3'-dimetoxibenzidina 34,9 77,1 52,0 23,0 112 260 172 76
2,4-diaminotoluidina 186 290 85,0 74,0 232 950 281 244
4-cloro-2-metilanilina 560 1060 350 125 1848 3540 1155 412
4-cloroanilina 42,4 71,2 7.8 9,2 126 240 23,0 27,6
2-aminonaftaleno 242 77,8 12,8 21,8 79,2 250 42,3 71,9
4,4'-oxidianilina 205 440 160 125 676,5 1460 528 412
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4-aminobifenilina 22,4 63,6 9,8 11,8 73,9 200 32,3 38,9
1,4-diaminobenzeno 20,0 18,0 50,0 58,4 64,0 61,0 151 169
2-cloro-4-nitroanilina 9,2 11,4 25,4 32,5 31 38 84 107
4,4'-metileno-bis-2-metilanilina 29,4 58 64,0 89,0 96 190 211 294
2-metoxi-5-metilanilina 6,21 28,6 10,6 14,2 18,6 92,0 37,1 50,0
4,4'-diaminobifenila 26,4 72,1 8,1 9,2 87,1 2410 29,2 30,4
2-metilanilina 50,0 180 3,0 2,8 170 600 9,3 9,0
2-metoxianilina 24,5 400 9,4 9,6 62,8 1320 38,6 41,2

2,5-dimetilanilina 25,2 130 12,0 15,4 82,9 420 42,8 58,4

Concentragdo em ppt (pg mL™)

Testes de recuperagdes para amostras de agua superficial, aguas
residuais (influente e efluente) e agua potavel foi realizado fortificando as
mesmas com a mistura de solugcido padrdo das aminas aromaticas em metanol
em concentragao final de 100 ng L, com o objetivo de simular nivel de
concentragado permitido pelo CONAMA que é de cerca de 0,0002 ug L™ para
4,4'-diaminobifenila, 2-aminonaftaleno e 4-aminobifenila. Para as outras aminas
aromaticas em agua superficial é cerca de 0,001 ug L™ [33]. Todas as analises
foram realizadas em triplicatas e as recuperagbes representam os valores
obtidos apds a extragdo SPE, pela adicdo de padrdo. Os resultados mostraram
recuperacoes no intervalo de 72 a 105%, indicando que o método de extracao
apresentam valores aceitaveis para todos os compostos, uma vez que 0s
valores foram superiores a 70 %.

Os limites de deteccdo para todas as amostras estudadas variaram entre
0,97 a1113 ng L™ no método off line e o limite de quantificacdo variaram entre
2,9 a 3717 ng L™ " no método off line. Entretanto, para o modo on line (Equan™)
o limite de deteccéo variaram entre 0,81 a 1060 ng L™ e limite de quantificacao
variaram entre 2,6 a 3540 ng L. Isso reflete a grande influéncia da matriz na
deteccao e quantificacdo de aminas aromaticas. A matriz, que apresentou a
maior interferéncia foram as aguas residuais, provavelmente, devido a grande
quantidade de matéria organica. Deste ponto de vista, o método desenvolvido
indica uma supressao de ions para todos os compostos, com a excecao de
anilina, 2-metilbenzeno-1,4-diamina, 3,3'-dimetoxibenzidina, 2-metoxianilina,
3,3'-dimetilanilina. Além disso, 3,3'-diclorobenzidina, 4-cloroanilina e 2-
naftilamina apresentaram aumento de sinal para aguas residuais (influente e
efluente), ou seja, ocorreu um efeito positivo da matriz para esses analitos. A

aminas aromaticas apresentaram supressao de ions, ou seja, apresentaram
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redugédo de sinal em aguas residuais (influente e efluentes) e agua superficial.
Estes resultados mostram que € necessario corrigir esses efeitos, com a
finalidade de evitar a quantificagdo imprecisa (superestimagcdo ou
subestimagéo) nas analises de amostras reais.

Em seguida foram realizadas analises das amostras ambientais: agua
superficial, esgoto (influente e efluente) e agua potavel coletadas em Girona/
Catalunha/Espanha e Araraquara/Sao Paulo/Brasil. Os resultados obtidos

estao apresentados na Tabela 24
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Tabela 24: Aplicagdo do método on line (EQUAN) para amostra real de Araraquara/SP/Brasil e Girona/Catalonia/Espanha.

BrasiI' ) Espanha )

Compostos " * Agua Agua * * Agua Agua

Efluente Influente Potavel*  Superficial* Efluente* Influente Potavel*  Superficial*
Anilina 0,28 0,17 n.d. 0,09 0,29 n.d. n.d. 0,09
2-metilbenzeno-1,4-diamina 0,14 n.d. n.d. n.d. 0,01 n.d. n.d. n.d.
N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4-aminofenol 0,13 0,04 n.d. 0,07 0,27 0,30 n.d. n.d.
4,4'-metilene-bis-(2-cloroanilina) 0,20 n.d. n.d. 0,20 n.d. n.d. n.d. n.d.
3,3'-dimetilbenzidina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3,3'-diclorobenzidina 0,05 0,03 n.d. 0,21 n.d. n.d. n.d. n.d.
4.4'-diaminodifenilmetameno 0,25 0,09 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3,3'-dimetoxibenzidina 0,13 0,14 n.d. 0,25 n.d. n.d. n.d. n.d.
2,4-diaminotoluidina 0,22 n.d. n.d. 0,21 0,01 n.d. n.d. 0,05
4-cloro-2-metilanilina 0,12 0,18 n.d. 0,14 n.d. n.d. n.d. n.d.
4-cloroanilina 0,07 0,01 n.d. 0,03 0,17 n.d. n.d. n.d.
2-aminonaftalena n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4,4'-oxidianilina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4-aminobifenilina 0,24 0,07 n.d. 0,24 n.d n.d. n.d. n.d.
1,4-diaminobenzeno n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2-cloro-4-nitroanilina 0,22 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4.,4'-metileno-bis-2-metilanilina 0,11 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2-metoxi-5-metilanilina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
4.4'-diaminobifenila n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2-metilanilina n.d. n.d. n.d. n.d. 0,07 n.d. n.d. n.d.
2-metoxibenzidina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
2,5-dimetilanilina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

* concentragdo em ppb
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Em relagdo a agua potavel coletadas em Girona/Catalunha/Espanha e
Araraquara/SP/Brasil nenhum composto foi encontrado considerando o limite
de deteccdo do método proposto on line que esta entre 2,8 a 1060 pg mL™"
(ppt). Entretanto, para as aguas superficiais coletadas em rio da Espanha,
foram detectadas as seguintes compostos: anilina (0,09 ppb), 2,4-
diaminotoluidina (0,05 ppb). Segundo legislagdo o limitado maximo permitido
de 4,4'-diaminobifenila em agua superficial ¢ 0,1 ug L.

Nas amostras do Brasil foram encontradas 0,09 ppb para anilina e 0,21
ppb para 2,4-diaminotoluidina. Em adicéo, foram detectadas mais sete aminas
aromaticas: 4-aminofenol (0,07 ppb); 4,4'-metilene-bis-(2-cloroanilina) (0,20
ppb); 3,3'-diclorobenzidina (0,21 ppb); 3,3'-dimetoxibenzeno (0,25 ppb); 4-cloro-
2-metilanilina (0,14 ppb); 4-cloroanilina (0,03 ppb); 4-aminobifenila (0,24 ppb),
que compromete a qualidade da agua.

Na amostra de influente do Brasil foram detectadas as seguintes aminas:
anilina, 4-aminofenol, 3,3'-diclorobenzidina, 4,4'-diaminodifenilmetano, 3,3'-
dimetoxibenzeno, 4-cloro-2-metilanilina, 4-cloroanilina, 4-aminobifenila onde as
concentracdes variam entre 0,03 & 0,18 ug L. Entretanto, para as amostras de
influente da Espanha foi detectada apenas a 4-aminofenol (0,30 ug L™)

Para as amostras de efluente no Brasil foram detectadas as seguintes
aminas: anilina, 2-metilbenzeno-1,4-diamina, 4-aminofenol, 4,4'-metileno-bis-(2-
cloroanilina), 3,3'-diclorobenzidina, 4,4'-diaminodifenilmetano, 3,3-
dimetoxibenzeno, 2,4-diaminotoluidina, 4-cloro-2-metilanilina, 4-cloroanilina, 4-
aminobifenila, 2-cloro-4-nitroanilina e 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina onde as
concentragdes variaram entre 0,05 a 0,28 g L. Entretanto para a amostra de
efluente da Espanha foram detectadas as aminas: anilina, 2-metilbenzeno-1,4-
diamina, 4-aminofenol, 2,4-diaminotoluidina, 4-cloroanilina, 2-metilanilina onde
a concentragdo variam entre 0,01 a 0,29 ppb.

Na Tabela 24 observa-se que houve redugdo na concentracdo das
aminas encontradas. Observando-se os resultados dos efluentes e influente
verifica-se que houve diminuicdo da concentragdo dos compostos, exceto 3,3'-
dimetoxibenzeno e 4-cloro-2-metilanilina que tiveram um pequeno aumento na
concentragdo encontrada. Para os compostos 2-metilbezeno-1,4-diamina, 4,4'-
metilene-bis-(2-cloranilina), 2,4-diaminotoluidina, 2-cloro-4-nitroanilina e 4,4'-
metileno-bis-2-metilanilina a concentracdo foi menor que o limite de deteccao
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desses compostos neste método. A mesma conclusdo se pode observar para
os compostos detectados na amostra de efluente e influente da Espanha sendo
que os compostos anilina, 2-metilbenzeno-1,4-diamina, 2,4-diaminotoluidina 4-
cloroanilina e 2-metilanilina a concentragcdo desse compostos foi menor que o
limite de detecgdo do método e no caso do composto 4-aminofenol a
concentracao do influente houve um pequeno aumento.

Os resultados mostram que as aminas aromaticas cancerigenas nao
estdo presentes na agua potavel, mas eles estdo presentes na agua superficial
e efluente e influente de aguas residuais em Girona, Espanha, bem como em
Araraquara, Brasil. Podemos destacar a 4-aminobifenila, que foi encontrado em
amostras de agua de superficie de Araraquara/SP/Brasil é classificado pelo
IARC no grupo 1 para ser cancerigeno em humanos. No entanto, as amostras
coletadas em Girona/Catalunha/Espanha exibiu outros grupos de aminas que
sdo toxicos em animais, mas nao téxico em humanos.

Portanto, de acordo com o método proposto as aminas aromaticas: 4-
aminobifenila, 4,4'-diaminobifenila, 4-cloro-2-metilanilina, 2-aminonaftaleno, 4-
cloroanilina, 4,4'-diaminodifenilmetano, 3,3'-diclorobenzidina, 3,3-
dimetilbenzidina, 3,3'-dimetoxibenzidina, 4,4'-metileno-bis-(2-cloroanilina), 4,4'-
oxidianilina, 2-metilaniline, 2-metoxianiline, 2-metoxi-5-metilanilina, 2,4-
diaminotoluidine, 2-cloro-4-nitroanilina considerados carcinogénicos,
possivelmente ou provavelmente cancerigena (classificacéo 1, 2B ou 2A) pela
IARC podem ser detectadas na faixa de 9,3 a 1155 ppb usando a preé-
concentragao on line (Equan™), acoplado ao sistema de UHPLC-MS/MS.

O potencial do sistema Equan™ para a determinagcdo de aminas
aromaticas contaminantes em matrizes ambientais complexas apresentou boa
sensibilidade. O método mostrou limites muito baixos de deteccdo em analise
realizados em agua potavel, aguas residuais e das aguas superficiais e
oferecer ferramenta confiavel e robusta que pode ser usado para analise de

rotina de aminas aromaticas em amostras aquosas.
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4.9. Ensaio de Toxicidade

A toxicidade aguda de cada amina aromatica foi testada usando a
bactéria marinha bioluminescente (Vibrio fischeri). Os resultados obtidos
encontram-se resumidos na Tabela 25. As aminas aromaticas com toxicidade
mais elevado foi a 2-aminonaftaleno que apresentou um ECsq de 5,05 mg L,
bem como a 2-cloro-4-nitroanilina com ECso de 17,2 mg L' e 18,9 mg L para
4-cloroanilina. A elevada toxicidade de 2-aminonaftaleno pode ser atribuida a
sua configuragao estrutural que contribui para a redugao da luminescéncia do
micro organismo. O substituinte cloreto em 2-cloro-4-nitroanilina e 4-
cloroanilina podem aumentar a toxicidade em relagcdo a outras aminas.
Embora, 4,4'-diaminobifenila apresenta uma ECsy de 79,6 mg L, é prejudicial
a saude devido a sua classificagdo como cancerigenas em humanos segundo
a IARC (grupo 1). 2-metilanilina, 2,5-dimetilanilina, 4-cloro-2-metilanilina, 2-
metoxyanilina, anilina e 3,3'-dimetoxybenzidine foram as aminas aromaticas
que apresentaram toxicidade mais baixa, com ECsy de 461,0, 452,0, 408,0,
397,0, 390,0 e 268,0 mg L, respectivamente.

Finalmente, estudou-se a mistura de todas as aminas aromaticas em
conjunto e o valor de ECs, foi de 5,25 mg L. O resultado sugere que ndo ha
efeito adicional, pois a mistura apresentou ECso maior que aquele obtido para o
2-aminonaftaleno. Nao foram realizados estudos de toxicidade em amostras de
agua coletadas nos rios porque n&o seria possivel distinguir o efeito das
aminas aromaticas e de outros compostos que poderiam estar presentes na

matriz. Os resultados estao resumidos na Tabela 25.

Tabela 25: Dados de toxicidade das aminas aromaticas pelo teste de Microtox.

Intervalo D~E Tempo ECs

Compostos concentragao (minutos) \

(mg L-1) (mglL")
Anilina 501-62,5 15 390
2-metilbenzidina-1,4-diamina 125-16,2 15 42,3
N-monoacetil-1,4-diaminobenzidina 500-62,5 15 194
p-aminofenol 125-16,2 15 60,3
4,4'-metilene-bis-(2-cloroanilina) 502-62,5 15 63,3
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3,3'-dimetilbenzidina
3,3'-diclorobenzidina
4,4'-diaminodifenilmetano
3,3'-dimetoxibenzidina
2,4-diaminotoluidina
4-cloro-2-metilanilina
4-cloroanilina
2-aminonaftaleno
4.4'-oxidianilina
4-aminobifenila
1,4-diaminobenzidina
2-cloro-4-nitroanilina
4,4'-metileno-bis-2-metilanilina
2-metoxi-5-metilanilina
4.4'-diaminobofenila
2-metilanilina
2-metoxianilina
2,5-dimetilanilina

Mistura

505-62,5
125-16,2
498-62,5
504-62,5
125-16,2
500-62,5
125-16,2
31,4-3,48
506-62,5
501-62,5
500-62,5
500-62,5
502-62,5
502-62,5
500-62,5
507-62,5
508-62,5
510-62,5

31,4-3,90

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

15

113
72,3
106
268
93,5
408
18,9
5,05
35,6
85,1
105
17,2
110
101

79,6
461

397
452

5,25
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5. Conclusoes

Os resultados obtidos mostram que a adigdo de liquido idnico a fase
moével melhora significativamente a resolugcao cromatografica. Na maioria das
aminas estudadas o tempo de retencédo foram menores devido provavelmente
a mudanca no mecanismo de separacdo que ocorre no interior da coluna
cromatografica. Para a deteccdo eletroquimica o liquido i6nico diminui a
corrente de fundo do sistema, além de minimizar a adsor¢cao desses compostos
na superficie eletrodica. Observa-se apés a adicao do liquido ibnico a fase
movel que a assimetria torna-se mais proxima a 1 para ambos os detectores
(DAD e ED). O mesmo pode-se observar em relagdo ao numero de pratos
tedricos que na maioria dos casos ocorre uma diminuicdo desses valores
devido aos menores tempo de retengcdo e também menores larguras de pico
proporcionadas pelo liquido idnico adicionados a fase movel.

Comparando os detectores de arranjos de diodos e eletroquimico
observa-se que a deteccdo eletroquimica apresenta menores limites de
quantificacdo, como se segue: 2,4-diaminotoluidina (LQpg =20,1 mg L™"; LQpap
=34,0 mg L); 4,4"-oxidianilina (LQpe =4,59 mg L™; LQpap = 17,2 mg L™); 4,4'-
diaminobifenila (LQpe = 6,64 mg L'; LQpawo = 13,2 mg L) 3,3-
dimetoxibenzidina (LQpg = 10,3 mg L™ LQpap = 17,0 mg L'1); 2-metoxianilina
(LQpe = 7,48 mg L™"; LQpap = 11,6 mg L™"); 2-metilanilina (LQpe = 5,97 mg L™;
LQpap = 29,3 mg L™"); 2-aminonaftaleno (LQpe = 10,2 mg L™; LQpap = 26,0 mg L°
"); 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina (LQpe = 6,71 mg L"; LQpap = 11,9 mg L™);
4 4-diaminodifeniimetame (LQpe = 4,44 mg L™ LQpao = 12,3 mg L™); 3,3-
dimetilbenzidina (LQpe = 10,0 mg L"; LQpap = 14,5 mg L"); 2-metoxi-5-
metilanilina (LQpe =9,42 mg L™; LQpap = 19,7 mg L™); 4-cloroanilina (LQpg =
9,81 mg L™ LQpap = 17,3 mg L'); 2-cloro-4-nitroanilina (LQpe = 19,5 mg L;
LQpao = 26,8 mg L™); 4-aminobifenila (LQpe = 10,0 mg L™; LQpap = 14,8 mg L’
"); 3,3-diclorobenzidina (LQpe = 6,98 mg L™ LQpap = 19,0 mg L7); 2,5
dimetilanilina (LQpe = 12,0 mg L™"; LQpap = 26,9 mg L™); 4-cloro-2-metilanilina
(LQpe =11,9 mg L™"; LQpap = 24,6 mg L™); 4,4’-metileno-bis-2-metilanilina (LQpg
=13,8 mg L™; LQpap = 19,8 mg L™); 1,4-diaminobenzeno (LQpe = 10,5 mg L";
LQpap = 21,5 mg L™); p-aminofenol (LQpe = 10,9 mg L™"; LQpap= 24,3 mg L™);
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2-metilbenzeno-1,4-diamino (LQpe = 8,28 mg L"; LQpap = 12,2 mg L"); N-
monoacetil-1,4-diaminobenzeno (LQpe = 5,03 mg L™; LQpap = 27,7 mg L),
exceto para a anilina (LQpe = 5,32 mg L™ LQpap = 4,24 mg L") o qual
apresenta limite de quantificacdo ligeiramente maior que o deteccdo de
arranjos de diodos.

O método desenvolvido com detecgao eletroquimica foi aplicado para
uma amostra de tonalizante masculino na qual foram detectadas as seguintes
aminas: 4,4'-diaminodifenilmetano (5,21 mg L'1), 2,4-diaminotoluidina (4,32 mg
L™), 4,4-oxidianilina (3,96 mg L-'), 4-aminobifenila (5,02 mg L™), anilina (10 mg
L") and 4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina (4,56 mg L™).

A seguir o detector acoplado ao sistema HPLC foi modificado com gel de
nanotubos de carbono e liquido i6nico de modo simples e eficiente. Os
respectivos limites de quantificacdo obtidos foram:  2,4-diaminotoluidina
(LQwmob= 5,73 mg L™"; LQpe= 20,1 mg L™); 4,4"-oxidianilina (LQuop= 2,89 mg L;
LQpe= 4,59 mg L™"); 4,4'-diaminobifenila (LQumop= 2,40 mg L™; LQpe= 6,64 mg L°
"; 3,3-dimetoxibenzidina (LQwop= 9,75 mg L'; LQpe= 10,3 mg L"); 2-
metoxianilina (LQuop= 3,73 mg L™"; LQpe= 7,48 mg L™"); 2-metilanilina (LQuop=
3,23 mg L™, LQpe= 5,97 mg L™); 2-aminonaftaleno (LQuop= 8,53 mg L™; LQpe=
10,2 mg L™); 4,4’-metileno-bis-2-cloroanilina (LQuop= 3,15 mg L™"; LQpe= 6,71
mg L™"); 3,3-dimetilbenzidina (LQuop= 2,65 mg L™ LQpe= 10,0 mg L™"); 2-
metoxi-5-metilanilina (LQuop= 2,90 mg L"; LQpe= 9,42 mg L™); 4-cloroanilina
(LQmop= 3,81 mg L™; LQpe= 9,81 mg L™); 2-cloro-4-nitroanilina (LQuop= 4,42
mg L™ LQpe= 19,5 mg L™"); 4-aminobifenila (LQuop= 3,04 mg L”; LQpe= 10,0
mg L™); 3,3-diclorobenzidina (LQuop= 4,57 mg L™; LQpe= 6,98 mg L™); 2,5-
dimetilanilina (LQwop= 6,58 mg L™ LQpe= 12,0 mg L'1); 4-cloro-2-metilanilina
(LQmop= 8,60 mg L™ LQpe= 11,9 mg L'1); 4,4’-metileno-bis-2-metilanilina
(LQumop= 2,95 mg L™"; LQpe= 13,8 mg L™); 1,4-diaminobenzeno (LQuop= 5,46
mg L”; LQpe= 10,5 mg L™"); p-aminofenol (LQuop= 2,95 mg L™"; LQDE= 10,9 mg
L™"); 4,4'-metilbenzeno-1,4-diamino (LQuop= 2,55 mg L™"; LQpe= 8,28 mg L™);
N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno (LQwop= 2,92 mg L™; LQpe= 5,03 mg L),
exceto para anilina (LQumop= 5,97 mg L"; LQpe= 5,32 mg L") e 4,4-
diaminodifenilmetano (LQuop= 4,60 mg L™"; LQpe= 4,44 mg L"), que foram

ligeiramente menores no eletrodo modificado.

IQ-UNESP-ARARAQUARA 140



LIZIER, T.M.

O método foi aplicado na analise de 13 amostras de tinturas comerciais
sendo 4 amostras de tonalizantes masculino e 9 amostras de tinturas
femininas. Nessas amostras comerciais foram detectados compostos
classificados no grupo 1 segundo a IARC. Além disso foi detectada 1,4-
diaminobenzeno (precursor de sintese) que provavemente estd em excesso na
formulacdo. Em adigao foram analisadas 9 amostras de agua natural: agua de
Rio Tiete (cidade de Tieté) coletadas antes, na saida e apés 2Km da saida da
estacdo de tratamento de esgoto da cidade, agua de Rio da cidade de
Araraquara, esgoto sem tratamento da cidade de Araraquara e Tieté, agua
potavel da cidade de Araraquara e esgoto tratado da cidaDE DE Tiete e
Araraquara. Em todas essas amostras foram detectadas aminas aromaticas
exceto para agua potavel da cidade de Araraquara e esgoto tratado da cidade
de Tieté e Araraquara.

Os compostos detectados nessas amostras apresentam toxicidade
relativamente alta, como por exemplo, a 4-aminobifenila (grupo 1) pela IARC.
Nas amostras coletadas na saida da estacao de tratamento de esgoto de Tiete
e Araraquara nao foram detectadas aminas. Foram também coletadas agua de
lavagem apods o tingimento do cabelo, sendo assim os compostos detectados
nestas amostras mostram que alguns compostos sdo adicionados em excesso
na formulagdo como por exemplo a 1,4-diaminobenzeno (precursor de sintese)
que deveria ser totalmente consumido durante a oxidagcdo com peroxido de
hidrogénio.

Posteriormente, foi desenvolvido um método de cromatografia de ultra
eficiéncia (UHPLC-MS/MS) com detector de espectrometria de massas. Nesta
etapa o objetivo foi alcangar niveis compativeis para deteccédo das aminas de
interesse em agua, onde a matriz € mais diluida. Sendo assim, foram obtidos
limites de quantificagdo significativamente menores para todas as aminas e
devido ao grande efeito de matriz que foi observado foi construido curvas
analiticas para cada matriz de interesse, no modo online e offline. Os valores
de limites de quantificagdo em solvente para o modo offline variaram entre 2,9
a 159 pg mL. Os limites de quantificagdo em matriz para o modo offline variou
de 25,1 a 2551 pg mL”’ para o influente e entre 64,1 a 3717 pg mL™", para agua
superficial variou entre 11,2 a 1386 pg mL" e para agua potavel variou entre

2,90 a 130 pg mL™. Entretanto para o modo on-line o limite de quantificagdo em
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solvente variaram entre 2,6 a 145 ng mL; para o influente ficaram entre 31 a
1890 pg mL", o efluente variou-se entre 38 a 3540 pg mL™, no entanto para
agua potavel variou entre 9,0 a 412 pg mL™" e finalmente para agua superficial
ficou entre 9,3 a 1155 pg mL™". Observando-se esses valores de limite de
quantificacao verifica-se uma grande variacdo, mostrando que a matriz tem
uma grande influencia no resultado.

O método foi aplicado para a detecgdo de aminas aromaticas em agua
potavel, agua superficial, influente e efluente para amostras do Brasil e
Espanha. Os resultados obtidos mostraram que os tratamentos de esgoto no
Brasil e na Espanha sao eficientes, embora tenha sido detectada aminas no
esgoto tratado de ambos os locais 0os mesmos apresentaram menores
concentragbes que as iniciais. Na amostra de agua potavel do Brasil e da
Espanha nao foram detectadas aminas aromaticas. Na agua superficial do
Brasil foram detectadas aminas embora estejam em baixas concentracdes
podem causar danos a saude devido a possibilidade de bioacumular no
organismo.

Finalmente foi realizado o teste da toxicidades desses compostos em
micro-organismos, e os resultados obtidos estdo de acordo com a classificagéo
IARC, como por exemplo, o 2-aminonaftaleno é classificado no grupo 1 da
IARC e obteve-se um ECso de 5,05 mg L™, ou seja, mostrou altamente toxico
ao micro-organismo, entretanto, a 4,4'-diaminobifenila também classificada no
grupo 1, apresentou um ECsy bem maior 79,6 mg L. Essa diferenca pode ser
explicada pela diferenga na estrutura quimica dos dois compostos que torna-se
mais facil a interacdo da 2-aminonaftaleno em relagao a 4,4'-diaminobifenila.

Os demais compostos analisados e a mistura deles apresentaram
resultados coerentes. Os esperado para os compostos clorados seria um ECsg
baixo, porém a 4-cloro-2-metilanilina apresentou um ECso de 408 mg L, porém
a 4,4'-metileno-bis-(2-cloroanilina), 3,3'-diclorobemzidina, 4-cloroanilina, 2-
cloro-4-nitroanilina apresentaram ECsy mais baixos, ou seja, mais toxicos,
tendo ECsy de 63,3; 72,3; 18,9 e 17,2 mg L. Anilina, 2-metilanilina, 2-
metoxianilina e 2,5-dimetilanilina apresentaram maiores ECsy, ou seja, sao
menos toxicos ao micro-organismo.

Conclui-se que com o uso de liquido iénico utilizado como aditivo a fase

mével em métodos de cromatografia liquida pode ser uma excelente
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alteranativa para determinacdo de aminas usando detectores DAD ou
eletroquimico. Observou-se uma significativa diminuigdo do limite de
quantificacao destes compostos bem como melhor definicdo e resolugdo dos
picos cromatograficos. A modificacdo do detector com nanotubos de carbono
também mostrou uma alternativa viavel para deteccdo destes compostos em
amostras de corantes comerciais, aguas de lavagem e em amostras de aguas
onde a concentracao é relativamente alta.

No entanto, embora menos econdmico o método de UHPLC-MS/MS
apresentou limites de quantificacdo extremamente baixos compativeis com o
requerido para detecgdo de aminas em aguas superficiais, 0 que confirma sua
superioridade para analise de aminas aromaticas em matrizes extremamente

diluidas, presente na maioria em niveis de tragos.
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Anexo 1

A) Curva Analitica HPLC-DAD-grupo 1.

1) 2,4-diaminotoluidina

Figura 38: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugédo padrdo de 2,4-diaminotoluidina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o

grupo 1. Fase moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80
mL min™, fase estacionaria: C18.
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2) 2-cloro-4-nitroanilina

Figura 39: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugdo padrdo de 2-cloro-4-nitroanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o
grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80
mL min™, fase estacionaria: C18.
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3) 2-metoxi-5-metilanilina

Figura 40: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugao padrao de 2-metoxi-5-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o

grupo 1. Fase moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80
mL min™, fase estacionaria: C18.
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4) 2-aminonaftaleno

Figura 41: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao
de 20uL da solugdo padrdao de 2-aminonaftaleno solubilizada em metanol em HPLC-

DAD para o grupo 1. Fase moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v),
T=40°C, vazdo: 0,80 mL min™', fase estacionaria: C18.
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5) 3,3'-diclorobenzidina

Figura 42: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo DE 20uL
da solucdo padrdo de 3,3'-diclorobenzidina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o
grupo 1. Fase moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80
mL min™, fase estacionaria: C18.
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6) 3,3'-dimetilbenzidina

Figura 43: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solucdo padrdo de 3,3'-dimetilbenzidina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o
grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80
mL min™, fase estacionaria: C18.
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7) 4,4'-diaminodifenilmetano

Figura 44: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugao padrao de 4,4'-diaminodifenilmetano solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o

grupo 1. Fase moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80
mL min™, fase estacionaria: C18.
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8) 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina

Figura 45: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL
da solugdo padrao de 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD
para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao:
0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.
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9) 4-aminobifenila

Figura 46 Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo DE 20uL
da solugdo padrao de 4-aminobifenila solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1.

Fase movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™,
fase estacionaria: C18.
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10) 4-cloroanilina

Figura 47: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao
de 20uL da solugcao padrao de 4-cloroanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD
para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C,

vazdo: 0,80 mL min™', fase estacionaria: C18
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11) Anilina

Figura 48: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugéo padrdo de anilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1. Fase
moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazéo: 0,80 mL min™", fase
estacionaria: C18.
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12) 4,4'-diaminobifenila

Figura 49: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugao padrao de 4,4'-diaminobifenila solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo
1. Fase mdvel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min~
! fase estacionaria: C18.
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13) 2-metoxianilina

Figura 50: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugdo padrédo de 2-metoxianilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1.

Fase movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™,
fase estacionaria: C18
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14) 2-metilanilina

Figura 51: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugdo padrdo de 2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1.

Fase movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min™,
fase estacionaria: C18.
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15) 4,4'-oxidianilina

Figura 52: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugéo padrao de 4,4'-oxidianilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 1.
Fase movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™,
fase estacionaria: C18.
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16) 3,3'-dimetoxibenzidina

Figura 53: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL
da solucdo padrao de 3,3'-dimetoxibenzidina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o
grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80
mL min™, fase estacionaria: C18.
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B) Curva Analitica HPLC-DAD-grupo 2.

1) 2,5-dimetilanilina

Figura 54: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugdo padrao de 2,5-dimetilanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo
2. Fase moével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™,
fase estacionaria: C18.

12000

i

i § i

] L2 T T
0 50 100 150 200 250
Concentraciio / ppm

2) 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina

Figura 55: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugdo padrao de 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD
para o grupo 2. Fase moével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf;, (60:40) (v/v), T=40°C, vazio:
0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.
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3) 4-cloro-2-metilanilina

Figura 56: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugao padrao de 4-cloro-2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o
grupo 2. Fase movel: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL
min”', fase estacionaria: C18.
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4) N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno

Figura 57: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugédo padrdo de N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em HPLC-
DAD para o grupo 2. Fase moével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C,
vazao: 0,80 mL min™', fase estacionaria: C18.
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5) p-aminofenol

Figura 58: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugdo padrdo de p-aminofenol solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o grupo 2.
Fase mével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazéo: 0,80 mL min”,
fase estacionaria: C18.
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6) 1,4-diaminobenzeno

Figura 59: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugédo padrdo de 1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em HPLC-DAD para o
grupo 2. Fase movel: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL
min”', fase estacionaria: C18.
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7) 2-metilbenzeno-1,4-diamina

Figura 60: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugdo padrao de 2-metilbenzeno-1,4-diamina solubilizada em metanol em HPLC-DAD

para o grupo 2. Fase mével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazéo:
0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.
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C) Curva Analitica HPLC-ED-grupo 1.

1) 2,4-diaminotoluidina

Figura 61: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugéo padrao de 2,4-diaminotoluidina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo

1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”
' fase estacionaria: C18.
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2) 2-cloro-4-nitroanilina

Figura 62: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL
da solugao padréo de 2-cloro-4-nitroanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo
1. Fase moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”
' fase estacionaria: C18.
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3) 2-metoxi-5-metilanilina

Figura 63: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugdo padrao de 2-metoxi-5-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o
grupo 1. Fase moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80
mL min™, fase estacionaria: C18.
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4) 2-aminonaftaleno

Figura 64: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugéo padrao de 2-aminonaftaleno solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1.
Fase movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazéo: 0,80 mL min”,
fase estacionaria: C18.

1A

5) 3,3'-diclorobenzidina

Figura 65: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugao padrao de 3,3'-diclorobenzidina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo
1. Fase moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min~
! fase estacionaria: C18.
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6) 3,3'-dimetilbenzidina

Figura 66: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solucéo padréo de 3,3'-dimetilbenzidina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo
1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”
! fase estacionaria: C18.
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7) 4,4'-diaminodifenilmetano

Figura 67: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugdo padrao de 4,4'-diaminodifenilmetano solubilizada em metanol em HPLC-ED para o
grupo 1. Fase moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80
mL min™, fase estacionaria: C18.
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8) 4,4-metileno-bis-2-cloroanilina

Figura 68: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugdo padrao de 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED
para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao:
0,80 mL min'1, fase estacionaria: C18.
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9) 4-aminobifenila

Figura 69: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugéo padréo de 4-aminobifenila solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1.
Fase movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazéo: 0,80 mL min”,
fase estacionaria: C18.
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10) 4-cloroanilina

Figura 70: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solucdo padrdo de 4-cloroanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1.
Fase movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™,
fase estacionaria: C18.

I uA

11) Anilina

Figura 71: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solucdo padrédo de anilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1. Fase
moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min™", fase
estacionaria: C18.
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12) 4,4’-diaminobifenila

Figura 72: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugdo padréo de 4,4'-diaminobifenila solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo
1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min~
! fase estacionaria: C18.
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13) 2-metoxianilina

Figura 73: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL
da solucdo padrdo de 2-metoxianilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1.
Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™,
fase estacionaria: C18.
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14) 3,3'-dimetoxibenzidina

Figura 74: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL
da solugao padréo de 3,3'-dimetoxibenzidina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o
grupo 1. Fase mével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazéo: 0,80

mL min”', fase estacionaria: C18.
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Figura 75: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢cdo de 20uL
da solucdo padrao de 2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1.
Fase movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazéo: 0,80 mL min”,

fase estacionaria: C18.
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16) 4,4'-oxidianilina

Figura 76: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugdo padrao de 4,4'-oxidianilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 1.
Fase movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazéo: 0,80 mL min”,
fase estacionaria: C18
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D) Curva Analitica HPLC-ED-grupo 2.
1) 2,5-dimetilanilina

Figura 77: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugéo padrao de 2,5-dimetilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 2.
Fase movel: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vaz&o: 0,80 mL min™,
fase estacionaria: C18.
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2) 4,4'-metileno-2-metilanilina

Figura 78: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugao padrao de 4,4'-metileno-2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o
grupo 2. Fase movel: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL
min”', fase estacionaria: C18.
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3) 4-cloro-2-metilanilina

Figura 79: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solucéo padrao de 4-cloro-2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo
2. Fase moével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™,
fase estacionaria: C18.
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4) N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno

Figura 80: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugido padrao de N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em HPLC-

ED para o grupo 2. Fase moével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C,
vazao: 0,80 mL min'1, fase estacionaria: C18.
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5) p-aminofenol

Figura 81: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solucdo padrao de p-aminofenol solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo 2.

Fase movel: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vaz&o: 0,80 mL min™,
fase estacionaria: C18.
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6) 1,4-diaminobenzeno

Figura 82: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solucéo padréo de 1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em HPLC-ED para o grupo

2. Fase moével: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™,
fase estacionaria: C18.
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7) 2-metilbenzeno-1,4-diamina

Figura 83: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugéo padrao de 2-metilbenzeno-1,4-diamina solubilizada em metanol em HPLC-ED para
o grupo 2. Fase movel: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazio: 0,80
mL min™, fase estacionaria: C18.
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E) Curva Analitica HPLC-DE com Eletrodo Modificado-grupo 1.
1) 2,4-diaminotoluidina

Figura 84: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugao padrao de 2,4-diaminotoluidina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase mével:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min”', fase
estacionaria: C18.

2) 2-cloro-4-nitroanilina

Figura 85: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL
da solugao padréo de 2-cloro-4-nitroanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min”', fase
estacionaria: C18.
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3) 2-metoxi-5-metilanilina

Figura 86: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugcado padrédo de 2-metoxi-5-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com
eletrodo modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase

movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™", fase
estacionaria: C18.

1A

4) 2-aminonaftaleno

Figura 87: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugédo padrdo de 2-aminonaftaleno solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase mével:

MeOH/agua + 30mM de BMIM-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min”, fase
estacionaria: C18.
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5) 3,3'-diclorobenzidina

Figura 88: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugao padrao de 3,3'-diclorobenzidina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase movel:

MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min", fase
estacionaria: C18.
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6) 3,3'-dimetilbenzidina

Figura 89: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugdo padrdo de 3,3'-dimetilbenzidina de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase

moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min™", fase
estacionaria: C18.
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7) 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina

Figura 90: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugdo padrao de 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED
com eletrodo modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1.

Fase movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”,
fase estacionaria: C18.

1 uA

8) 4-aminobifenila

Figura 91: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugcdo padrdao de 4-aminobifenila solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase moével:

MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min”, fase
estacionaria: C18.
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9) 4-cloroanilina

Figura 92: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugado padrao de 4-cloroanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase moével:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min", fase
estacionaria: C18.
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10) 4,4-diaminodifenilmetano

Figura 93: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugdo padrdo de 4,4'-diaminodifenilmetano solubilizada em metanol em HPLC-ED com
eletrodo modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase
moével: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min™", fase
estacionaria: C18.

1 uA

Concentracho / ppm

IQ-UNESP-ARARAQUARA 184



LIZIER, T.M.

11) anilina

Figura 94: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugao padrao de anilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo modificado
com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase mével: MeOH/agua +
30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vaz&o: 0,80 mL min™", fase estacionaria: C18.
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12) 4,4'-diaminobifenila

Figura 95: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugéo padrao de 4,4'-diaminobifenila solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase mével:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min", fase

estacionaria: C18.
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13) 2-metoxianilina

Figura 96: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugdo padrdo de 2-metoxianilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase moével:
MeOH/agua + 30mM DE BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min", fase

estacionaria: C18.
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14) 3,3'-dimetoxibenzidina

Figura 97: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugdo padrdao de 3,3'-dimetoxibenzidina solubilizada em metanol em HPLC-ED com
eletrodo modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase
movel: MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf;, (70:30) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min”, fase
estacionaria: C18.
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15) 2-metilanilina

Figura 98: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegao de 20uL
da solugado padrdo de 2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 1. Fase moével:
MeOH/agua + 30mM de BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min", fase
estacionaria: C18.
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16) 4,4'-oxidianilina

0 %0 100 150 200 10
Concentragéo / ppm

Figura 99: Curva analitica obtida a partir do cromatograma corresponDEnte a injecdo DE 20uL
da solugdo padrao 4,4'-oxidianilina solubilizada em metanol em HPLC-DE com eletrodo
modificado com gel DE nanotubos DE carbono e liquido iénica para o grupo 1. Fase movel:
MeOH/agua + 30mM DE BMIm-NTf, (70:30) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min”, fase
estacionaria: C18.
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F) Curva Analitica HPLC-DE com Eletrodo Modificado-grupo 2.

1) 2,5-dimetilanilina

wA

3
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Figura 100: Curva analitica obtida a partir do cromatograma corresponDEnte a injecdo DE
20uL da solucdo padrdao DE 2,5-dimetilanilina solubilizada em metanol em HPLC-DE com
eletrodo modificado com gel DE nanotubos DE carbono e liquido idnica para o grupo 2. Fase
moével: ACN/agua + 30mM DE BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vaz&o: 0,80 mL min™", fase
estacionaria: C18.

2) 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina

Figura 101: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL
da solugao padrao de 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED
com eletrodo modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 2.
Fase movel: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vaz&o: 0,80 mL min™,
fase estacionaria: C18.
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3) 4-cloro-2-metilanilina

Figura 102: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugdo padrao de 3-cloro-2-metilanilina solubilizada em metanol em HPLC-ED com
eletrodo modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 2. Fase
movel: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazao: 0,80 mL min™, fase
estacionaria: C18.

I A

4) N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno

Figura 103: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugédo padrdo de N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em HPLC-
ED com eletrodo modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 2.
Fase movel: ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min™,
fase estacionaria: C18.
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5) p-aminofenol

Figura 104: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugdo padrdo de p-aminofenol solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 2. Fase mével:
ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min”, fase
estacionaria: C18.

LA

6) 1,4-diaminobenzeno

Figura 105: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugao padrao de 1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em HPLC-ED com eletrodo
modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 2. Fase mével:
ACN/agua + 30mM de BMIm-NTf, (60:40) (viv), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min", fase
estacionaria: C18.
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7) 2-metilbenzeno-1,4-diamina

Figura 106: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugao padrao de 2-metilbenzeno-1,4-diamina solubilizada em metanol em HPLC-ED com
eletrodo modificado com gel de nanotubos de carbono e liquido ibnica para o grupo 2. Fase
movel: ACN/agua + 30mM de BMIM-NTf, (60:40) (v/v), T=40°C, vazdo: 0,80 mL min™, fase
estacionaria: C18.
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1 uA

G) Curva Analitica UHPLC-MS/MS

1) 2,4-diaminotoluidina

Figura 107: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL
da solugao padrao de 2,4-diaminotoluidina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
mével: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL min".
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2) 2,5-dimetilanilina

Figura 108: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugdo padrao de 2,5-dimetilanilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazdo: 0,20 mL min™".
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3) 2-cloro-4-nitroanilina

Figura 109: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugdo padrao de 2-cloro-4-nitroanilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vaz&o: 0,20 mL min™".
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4) 2-metoxi-5-metilanilina

Figura 110: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugdo padrdo de 2-metoxi-5-metilanilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS.
Fase movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL min™".
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5) 2-naftilamina

Figura 111: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL
da solugdo padrdo de 2-naftilamina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vaz&o: 0,20 mL min™".
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6) 3,3'-diclorobenzidina

Figura 112: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢gao de 20uL
da solugao padrao de 3,3'-diclorobenzidina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazdo: 0,20 mL min™".
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7) 3,3'-dimetilbenzidina

Figura 113: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL

da solucdo padrao de 3,3'-dimetilbenzidima solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL min™,
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8) 4,4'-diaminodifenilmetano

Figura 114: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solucdo padrdo de 4,4'-diaminodifenilmetano solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS.
Fase movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL min™".
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9) 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina

Figura 115: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugdo padrdo de 4,4'-metileno-bis-2-cloroanilina solubilizada em metanol em UHPLC-
MS/MS. Fase movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL min™.
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10) 4,4'-metileno-bis-2-metilanilina

Figura 116: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugdo padrdo de 4,4-metileno-bis-2-metilanilina solubilizada em metanol em UHPLC-
MS/MS. Fase mével: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL min™".
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11) 4,4'-oxidianilina

Figura 117: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugao padrdo de 4,4'-oxidianilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazdo: 0,20 mL min™".
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12) 4-aminobifenila

Figura 118: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugcdo padrdo de 4-aminobifenila solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazdo: 0,20 mL min™".
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13) 4-cloro-2-metilanilina

Figura 119: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugéo padrao de 4-cloro-2-metilanilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vaz&o: 0,20 mL min™".
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14) 4-cloroanilina

Figura 120: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solucdo padrdo de 4-cloronilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL min™".
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15) anilina

Figura 121: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugdo padrdo de anilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vaz&o: 0,20 mL min™".

1.6x10" <
1.4x10" <
1.2¢10' «
1.0x10"
8.0x10"

8.0x10"

Intensidade / UA

4.0x10" 4
2.0x10" 4

Concentracio / ppb

IQ-UNESP-ARARAQUARA 198



LIZIER, T.M.

16) 4,4'-diaminobifenila

Figura 122: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugdo padrdo de 4,4'-diaminobifenila solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazdo: 0,20 mL min™".
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17) N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno

Figura 123: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injegdo de 20uL
da solugao padrao de N-monoacetil-1,4-diaminobenzeno solubilizada em metanol em UHPLC-
MS/MS. Fase mével: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL min™".

2.0x10" 4

(R
t 1 1

1.5x10"
!
>
g 1.0x10" 4
§
c »
= 50x10" 4
0.0
L 1 1 L] L
3 10 15 20 25
Concentracio / ppb

IQ-UNESP-ARARAQUARA 199



LIZIER, T.M.

18) 2-metoxianilina

Figura 124: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugdo padrdo de 2-metoxianilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazdo: 0,20 mL min™".
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19) 3,3'-dimetoxibenzidina

Figura 125: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL
da solugdo padrdao de 3,3'-dimetoxibenzidina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS.
Fase mével: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vaz&o: 0,20 mL min™.
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20) 2-metilanilina

Figura 126: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugao padrido de 2-metilanilina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase moével:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL min™".
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21) p-aminofenol

Figura 127: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugao padrao de p-aminofenol solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase movel:
MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL min™".
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22) 1,4-diaminobenzidina

Figura 128: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solucdo padrao de 1,4-diaminobenzidina solubilizada em metanol em UHPLC-MS/MS. Fase
movel: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazdo: 0,20 mL min™".
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23) 2-metilbenzeno-1,4-diamina

Figura 129: Curva analitica obtida a partir do cromatograma correspondente a injecdo de 20uL
da solugdo padrdo de 2-metilbenzeno-1,4-diamina solubilizada em metanol em UHPLC-
MS/MS. Fase mével: MeOH/agua gradiente, T=40°C, vazao: 0,20 mL min™".
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