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A acrilamida € um mondmero utilizado principalmente para producédo de
poliacrilamidas, auxiliares de floculagdo empregadas em sistemas de abastecimento
de agua. Embora sua forma polimérica ndo represente riscos a saude, a
Organizacao Mundial da Saude alerta para a presenca de residuais de acrilamida
nos floculantes, o que seria responsavel por liberar esse contaminante na agua
tratada. Acrilamida é considerada como provavelmente carcinogénica para
humanos, e tem seu padr&o para agua potavel estabelecido em 0,5 pg L™ no Brasil
e nos Estados Unidos da América, e de 0,1 pg L™ na Europa. Diante da
preocupacdo da possibilidade de ingestdo de agua potavel com a presenca de
acrilamida e da falta de monitoramento constante desse parametro, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a aplicacdo de processos fotoliticos para degradacdo da
acrilamida e desenvolver metodologia analitica capaz de quantificar a acrilamida em
niveis traco, baseado no valor de referéncia brasileiro. O estudo foi realizado
seguindo-se as seguintes etapas: (I) desenvolvimento de reator fotolitico de bancada
no Laboratorio de Engenharia do Meio Ambiente - LEMA, na Universidade Federal
de Santa Maria — UFSM; (Il) realizacdo de testes iniciais de fotdlise direta (UV),
fotdlise conjugada com peréxido de hidrogénio (UV/H,O,) e uso de peroxido de
hidrogénio no reator construido; (lll) desenvolvimento de analise de acrilamida na
faixa de 0,5 a 5 mg L™ via cromatografia a liquido com deteccéo por ultravioleta para
acompanhamento da degradacdo, no Laboratdrio de Quimica Analitica Ambiental —
LQAA, do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul — 1Q-
UFRGS; (IV) adequacdo dos parametros de degradacdo e realizacdo dos testes
finais de fotdlise com reator de lampada resfriada, bem como analise dos resultados
e avaliacdo da cinética de degradacdo, no LQAA; (V) definicdo de parametros para
escolha do método mais adequado de extracdo em fase sélida para acrilamida; e
(V1) adequacédo da metodologia de analise de acrilamida via cromatografia liquida de
alta eficiéncia com deteccao por ultravioleta para uma menor faixa de concentracao
e validacdo do método. Os resultados demonstraram que a acrilamida é lentamente
degradada via fotdlise direta (k = 0,0143 mg L™ min™) e, praticamente, de forma
instantdnea quando se adiciona peroxido de hidrogénio (UV/H,0,), embora,
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isoladamente, o peréxido ndo tenha qualquer efeito. Quanto ao método de EFS, de
acordo com a literatura, o carvéo ativo é o mais eficiente sélido para concentracao
de acrilamida. Assim, foi utilizado cartucho de carvdo ativo para essa etapa,
obtendo-se uma recuperacdo satisfatéria de 72 % de acrilamida. O método
desenvolvido via CLAE-UV demonstrou bons resultados quanto aos parametros de
validacdo em solucdes padrdao. No entanto, os resultados nao foram tdo bons
guando esta metodologia (EFS-CLAE-UV) foi aplicada a amostra real fortificada,
provavelmente pela presenca de grande quantidade de interferentes na agua
potavel, aliada a grande solubilidade da acrilamida e dificuldade da sua retencao. A
melhoria dessas condi¢cdes analiticas deve ser pretendida a fim de tornar viavel a
utilizacdo do método para analise de acrilamida em agua potavel.

Palavras-chave: fotélise; cinética de degradacao; peréxido de hidrogénio; radiacao
uv; cromatografia a liquido.



DETECTION AND PHOTOCHEMICAL DEGRADATION OF
ACRYLAMIDE IN WATER

GENERAL ABSTRACT

The acrylamide monomer is used mainly for the production of
polyacrylamides, flocculation aids used in water supply systems. While its polymeric
form does not pose health risks, the World Health Organization warns of the
presence of residual acrylamide in flocculants, which would be responsible for
releasing this contaminant in tap water. Acrylamide is considered as probably
carcinogenic to humans, and has its standard for drinking water set at 0.5 pg L ™ in
Brazil and in the United States, and 0.1 pg L™ in Europe. Given the concern of the
possibility of drinking water intake with the presence of acrylamide and lack of
constant monitoring of this parameter, the objective of this study was to evaluate the
application of photolytic processes for degradation of acrylamide and develop
analytical methodology to quantify the acrylamide levels in trait, based on the
Brazilian benchmark. The study was conducted following up the following steps: (1)
development of bench photolytic reactor in Engineering Laboratory of Environment -
LEMA, the Federal University of Santa Maria - UFSM; (1) conducting initial tests of
direct photolysis (UV) photolysis combined with hydrogen peroxide (UV / H,0;) and
use of hydrogen peroxide in the built reactor; (1) acrylamide analysis of development
in the range of 0.5 to 5 mg L™ via liquid chromatography with ultraviolet detection for
monitoring the degradation in Environmental Analytical Chemistry Laboratory -
LQAA, from the Chemistry Institute of the Federal University of Rio Grande do Sul -
IQ-UFRGS; (IV) adequacy of degradation parameters and carrying out final tests of
photolysis with lamp cooled reactor and analysis of results and preparation of the
degradation kinetics, the LQAA,; (V) defining parameters for most appropriate method
of solid phase extraction to acrylamide; and (VI) adequacy of liquid chromatography
via acrylamide analysis methodology of high efficiency with ultraviolet detection for a
lower concentration range and validation of the method. The results demonstrated
that acrylamide is slowly degraded via direct photolysis (k = 0.0143 mg L™ min™) and
almost instantaneously when adding hydrogen peroxide (UV/H,0,), although alone
peroxide has no effect. As for the method SPE according to the literature, active
carbon is the most efficient for solid concentration of acrylamide. Thus, activated
carbon was used cartridge for this step to give a satisfactory recovery of 72%
acrylamide. The method developed via HPLC-UV showed good results as to the
validation parameters of standard solutions. Same quality was not obtained when
evaluated SPE-HPLC-UV conjunction with real fortified sample, probably due to the
large number of possible interferences present in drinking water, coupled with the
high solubility of acrylamide and difficulty of retention. The improvement of these
analytical conditions should be required to make feasible the use of this method for
the analysis of drinking water.

Keywords: photolysis; degradation kinetics; hydrogen peroxide; UV radiation; liquid
chromatography.
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1 INTRODUCAO

A criacédo de novos processos e produtos, se por um lado torna mais comoda
a vida dos seres humanos, por outro tem sido responsavel pelo aumento de
substancias téxicas as quais acabam sendo expostos todos os seres. Dentre essas
substancias, ha um grupo denominado de desreguladores enddcrinos (DE), definido
como substancias capazes de interferir na sintese, secrecdo, transporte, ligacéo,
acdo ou eliminacdo de horménio natural no corpo, que sdo responsaveis pela
manutencao, reproducdo, desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos.
Por todo o planeta, populacdes de diversas espécies tém sofrido com efeitos nocivos
atribuidos aos DE, principalmente em relacdo ao sistema de reproducdo e de
desenvolvimento de canceres.

Inimeros desreguladores enddcrinos estdo presentes no dia-a-dia da
populacdo humana, desde em materiais plasticos de mamadeiras para criancas, a
detergentes e tecidos domeésticos. Exemplos sdo o0s agrotoxicos, farmacos,
retardadores de chama, inseticidas, dentre um grande numero de substancias.
Embora qualquer exposicdo a esses compostos seja potencialmente prejudicial, ha
de se dar a devida importancia a agua distribuida a populacéo, visto que a agua
captada dos mananciais detém uma carga consideravel de substancias que nao sao
eliminadas no processo de tratamento convencional. Além desta carga, o proprio
processo de tratamento pode ser responsavel por adicionar um desregulador
endécrino na agua tratada, pela adicdo de polimeros floculantes sintetizados
contendo acrilamidas.

A acrilamida € um monémero que, quando polimerizado, é utilizado como
auxiliar de floculacéo nas Estacdes de Tratamento de Agua (ETA). Estudos recentes
comprovaram a acgao toxica e carcinogénica desse monémero, que esta presente
mesmo na forma polimerizada. Considerando os riscos associados, faz-se
necessaria a investigacdo de uma metodologia capaz de elimina-los. De acordo com
alguns autores, processos oxidativos avancados sdo recomendados para degradar
os desreguladores enddécrinos organicos. O objetivo principal deste trabalho foi a
aplicacao de processos fotoliticos, fotdlise direta e combinada, em solucfes aquosas
contendo acrilamida. Também foi desenvolvida metodologia de deteccdo da

acrilamida em agua potavel via cromatografia liquida com detecc¢do por ultravioleta.



2 OBJETIVOS

2.1

Objetivo Geral

O objetivo geral foi investigar a eficiéncia de aplicacdo da fotolise direta e

conjugada para degradacdo de acrilamida em solugdo aquosa e definicdo de

metodologia analitica via cromatografia a liquido.

2.2

Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram:

Avaliar a eficiéncia de degradacéo de acrilamida via processo de fotolise
direta e fotdlise conjugada;

Estabelecer metodologia analitica apropriada para acompanhamento da
degradacéao da acrilamida e avaliagdo da cinética de degradacéo;

Definir metodologia de analise adequada para determinacdo de niveis
traco de acrilamida em &agua potavel via cromatografia liquida com

deteccéo por ultravioleta.
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ARTIGO 1 - Degradacéo de acrilamida por processos de fotdlise
direta (UV) e fotélise conjugada (UV/H,0,)

Resumo

Poliacrilamidas sdo empregadas em estacfes de tratamento de agua como auxiliar
de floculagdo na etapa de clarificacdo da agua bruta. Embora eficiente no seu
proposito, ha a possibilidade de liberagédo de acrilamida residual na agua, motivo de
apreensao considerando a classificagdo dessa como “possivelmente carcinogénico”
para humanos. Dessa forma, esse estudo avaliou a acdo de processos fotoliticos
sobre a acrilamida, monémero residual das poliacrilamidas. Foram empregados
fotdlise direta (UV), fotdlise conjugada com peréxido de hidrogénio (UV/H.0,) e
peréxido de hidrogénio isoladamente em fotorreator com lampada resfriada. As
solucdes de acrilamida utilizadas foram preparadas em &agua ultrapura. Foram
monitorados pH, temperatura e a concentracdo de acrilamida na solugcdo em
intervalos de tempo definidos. O monitoramento da concentragdo de acrilamida se
deu pelo acompanhamento da area do pico cromatografico, via metodologia
desenvolvida de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo por UV
(CLAE-UV). A fotolise direta resultou em degradacéo total da acrilamida apds 360
minutos de experimento, com constante cinética de ordem zero igual a k = 0,0143
mg L min?. A fotélise conjugada, além de degradar rapidamente a acrilamida
(tempo < 5min), resultou na formagdo de subprodutos. A utilizacdo de perdxido de
hidrogénio isoladamente ndo demonstrou qualquer alteracdo significativa na
concentragdo de acrilamida. A avaliacdo dos resultados obtidos permite a concluséo
de que, no caso da fotdlise direta, espécies reativas intermediarias de oxigénio sao
0s agentes atuantes na degradacdo. Na presenca de peroxido, a radiacéo é capaz
de dissociar a molécula do oxidante e gerar radicais HO® que atacam a molécula de
acrilamida. A metodologia de quantificacdo de acrilamida via CLAE-UV apresentou
boa linearidade na faixa de trabalho e permitiu o bom monitoramento da
concentracdo de acrilamida durante a degradacéao.

Palavras-chave: poliacrilamida; processos oxidativos avancados; cinética de
degradacéao; cromatografia a liquido.
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ARTICLE 1 - Acrylamide degradation by direct photolysis (UV) and
combining photolysis (UV/H,0,)

Abstract

Acrylamide (AA) is a monomer used mainly in the production of polyacrylamides
used as flocculation aid in water treatment plants. This study evaluated the action of
photolytic processes on acrylamide, polyacrylamides residual monomer applied for
water treatment systems. It were employed direct photolysis (UV) photolysis
combined with hydrogen peroxide (UV/ H,0;) and hydrogen peroxide alone in a
photoreactor with a cold lamp. The acrylamide solutions used were prepared in
ultrapure water. Temperature, pH and the concentration of acrylamide in the solution
at set time intervals were monitored. Monitoring the concentration of acrylamide was
due to the monitoring of the chromatographic peak area, via developed methodology
of high performance liquid chromatography with UV detection (HPLC-UV). Direct
photolysis resulted in complete degradation of acrylamide after 360 minutes of
experiment under constant zero-order kinetics equal to k = 0.0143 mg L™ min™. The
combined photolysis, resulted in formation of by-products and degraded quickly
acrylamide (time <5 minutes). The use of hydrogen peroxide alone showed no
significant change in the concentration of acrylamide. The evaluation of the results
support the conclusion that in the case of direct photolysis, intermediate reactive
oxygen species are agents active in degradation. In the presence of peroxide,
radiation is able to dissociate the molecule and generate oxidant OH* radicals which
attack the acrylamide molecule. The methodology of HPLC-UV via acrylamide
guantification showed good linearity in the working range and allowed the proper
monitoring of acrylamide concentration during degradation.

Keywords: polyacrylamide; advanced oxidation processes; degradation kinetics;
liquid chromatography.
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1 INTRODUCAO

A acrilamida (AA) € um solido cristalino de cor branca, de férmula molecular
C3HsNO, cuja estrutura molecular € apresentada na Figura 1. A maioria da
acrilamida produzida € usada como mondémero na producédo de poliacrilamida, a qual
€ empregada como floculante para clarificacdo de agua potavel, assim como de
efluentes industriais e sanitarios (World Health Organization, WHO, 2011). Ambas as
substancias, seja na forma mono ou polimérica, foram inseridas na listagem de
compostos quimicos da Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da
América (Environmental Potection Agency, US.EPA, 2012) para serem triados e
avaliados com relagédo ao seu potencial de desregulacao endocrina.

NH;

H,C /

Figura 1 — Férmula molecular da acrilamida.

Atualmente, a fonte de contaminacao por acrilamida da agua para consumo
humano de maior relevancia € o uso de polimeros de poliacrilamidas como
coagulante, que contem niveis residuais do monémero (WHO, 2011 e DEARFIELD
et al.,, 1995). Em estacfes de tratamento convencionais, o polimero facilita o
processo de clarificacdo da agua ja que, por efeitos de adsorcdo e formacédo de
pontes intermoleculares de particulas em suspensao, é possivel formar agregados
maiores que sdo mais facilmente separados do meio (BIGGS et al., 2000).

Assim, a acrilamida € um contaminante residual do processo de tratamento de
agua. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, em geral, a concentracdo maxima
de polimero autorizada é 1 mg L™. Sabendo-se que o contetdo de mondmero é
cerca de 0,05%, a concentracdo maxima tedrica de monémero na agua tratada seria
de 0,5 ug L™* (WHO, 2011). Em funcéo disso, é recomendado como limite maximo

permitido a concentracdo de 0,5 pug L™ de acrilamida em agua potavel. O risco de
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cancer associado a essa concentracdo é de 10®°, o que representa um caso de
cancer por 100.000 habitantes ingerindo agua com a concentracdo de referéncia por
um periodo de 70 anos (WHO, 2011). A legislacao brasileira segue a recomendacédo
da WHO, conforme determinado pela Portaria do Ministério da Saude n° 2914 de
2011 (BRASIL, 2011).

Pesquisas com objetivo de avaliar os efeitos da acrilamida em ratos de
laboratério sdo realizadas desde a década de 1980, com resultados que comprovam
sua toxicidade, principalmente nas fungbes cerebrais, com interferéncia em
neurotransmissores (BOND et al.,, 1981; ALI, 1983; AGRAWAL et al.,, 1981).
Paralelamente, outros pesquisadores comprovaram, em laboratério, o efeito
carcinogénico da substancia (BULL et al., 1984; JOHNSON et al., 1986). Embora a
principal preocupacao, a época, fosse a exposi¢do a acrilamida de trabalhadores
durante a producdo de polimeros ou na construcdo civil (com seu uso para
impermeabilizacdo de estruturas), ja era levantada a hipétese de que a
poliacrilamida utilizada no tratamento de agua poderia, também, representar riscos a
saude humana ao consumir a agua tratada (BULL, 1985). Em humanos, sabe-se
gue o metabdlito da acrilamida (glicidamida) forma um epdéxido reativo com o DNA, o
gue confere potencial genotoxico (KIRMAN et al. 2003 apud SOARES, 2007).

Métodos de tratamento para eliminacao residual da acrilamida da agua ou do
esgoto ndo sao empregados, bem como néo ha registro de estudos que investiguem
a remocado ou degradacdo da mesma. Nesse sentido, 0s processos oxidativos
avancados (POA) tornam-se uma tecnologia promissora para o tratamento de
efluentes contendo compostos organicos de dificil biodegradabilidade (AYOUB et al.,
2010; BILA E DEZOTTI, 2007), tais processos podem agir sobre a AA e transforma-
la em compostos menos perigosos, ou mesmo, mineraliza-la completamente.

Os POAs representam um grupo de processos quimico-oxidativos
caracterizado pela geracdo de radicais hidroxila (HO®), que sé@o os mais fortes
oxidantes apds o fllor e capazes de oxidar e mineralizar quase todas as moléculas
organicas a dioxido de carbono e ions inorganicos (ESPLUGAS et al., 2007). Tais
tecnologias sédo, inclusive, recomendadas pela Associacdo Americana de Trabalho
sobre Agua como técnicas mais efetivas para a remocéo de concentracées tracos de
desreguladores endécrinos (AWWARF, 2007).

Assim sendo, o0 objetivo desse trabalho foi investigar a eficiéncia dos

processos de fotdlise direta (UV) e conjugada com perdxido de hidrogénio (UV/H,05)
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na degradacdo da acrilamida em solugdo aquosa, bem como definir método de
acompanhamento dessa degradacgédo via cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector por ultravioleta (CLAE-UV).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes

Acrilamida (99%) e catalase (de figado bovino) (Sigma-Aldrich) e peréxido de
hidrogénio PA 30% (Merck) foram empregados nos processos de degradacéo. Agua
ultrapura utilizada para solucdes e fase movel foi obtida por sistema Milli-Q (Integral
5). Acetonitrila e Metanol grau HPLC (Sigma-Aldrich) também empregados como

fase movel para andlise cromatogréfica.

2.2 Acompanhamento da degradacao via CLAE/UV

O acompanhamento da degradacdo da acrilamida foi realizado via
monitoramento da area do pico cromatografico em cromatografo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu (modelo LC-20AD) acoplado a detector por UV-VIS (modelo
SPD-20A) no Laboratorio de Quimica Analitica e Ambiental do Instituto de Quimica
da UFRGS (IQ-UFRGS) (Figura 2). A separacdo cromatografica ocorreu em coluna
C18 (250 mm x 4,6 mm; 5 um) (Thermo Scientific) com fase movel composta por (A)
agua (60%) e (B) acetonitrila (40%) em modo isocratico com vazdo 0,8 mL min™. O
volume de injecdo foi de 20 pL e o tempo total de analise de 7 minutos. Para
deteccéo, utilizou-se comprimento de onda de 210 nm. Antes da injecdo, amostras
foram filtradas em filtro de seringa PTFE 0,45 um (Vertical Chromatography).
Quando oriunda do processo UV/H,0,, a mesma recebeu uma pequena dose de

catalase para consumo do perdxido de hidrogénio residual antes da filtracao.
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Figura 2 - Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu modelo LC-20AD acoplado a detector
por UV-VIS modelo SPD-20A. Laboratério de Andlises Ambientais, Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

2.3 Testes preliminares para degradacao de AA

Foram realizados experimentos de fotdlise direta, de fotélise com peroxido de
hidrogénio (UV/H,0,) e apenas com peroxido de hidrogénio, com solucdo aquosa de
concentracdo inicial 15 mg L™ de acrilamida. Para isso, foi utilizado reator de
bancada do Laboratério de Meio Ambiente (LEMA) da UFSM. O reator consiste em
um cilindro de vidro espelhado internamente, com volume aproximado de 1,8 litros,
no qual, axialmente, é inserida lampada de vapor de mercurio, sem o bulbo externo
de 80 W (Empalux) encapsulada por um bulbo de quartzo. O sistema de
resfriamento é assegurado por um resfriador em espiral, conectado a torneira de
agua potavel. O fluxo da solucdo entre o reator e o sistema de resfriamento é
garantido por uma bomba peristéltica operada a uma rotacdo de 100 rpm. A conexao
via mangueiras de silicone entre os sistemas permite a coleta de amostras e a

insercao do peroxido no reator com a utilizacdo de seringas (Figura 3).
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Figura 3 — Sistema reator-resfriador-bomba peristéltica utilizado para processos de fotélise direta,
fotolise conjugada e degradacdo com perdxido de hidrogénio, a esquerda; Detalhe da lampada de
vapor de mercurio sem o bulbo externo empregada nos experimentos de fotdlise, a direita.

Para os trés processos, foram mantidos 0os mesmos parametros e
procedimentos, diferenciando-se cada um deles pela adicao do peréxido (5,0 mL de
H,0, 30%) no processo UV/H,O, e pelo ndo acionamento da lampada no sistema
em que se empregou apenas H,0O,. Sao eles: 1,25 L de solucdo de AA no reator;
ativacao da lampada e inicio da contagem do tempo apds 5 min de aquecimento
inicial da lampada; adicdo do peroxido; coleta de amostra a cada 10 min (aliquota de
1,5 mL, aproximadamente); filtracdo da amostra (filtro PTFE) e transferéncia para
vial; medicdo da temperatura interna do reator a cada instante de coleta; duracdo
total da irradiacdo de 150 min.

A partir dos resultados desse experimento inicial, foram otimizados os
intervalos de coleta em cada processo, bem como o tempo de duracao total dos
experimentos e o volume de H,O, a ser utilizado nos ensaios posteriores. Tais
definicbes estao descritas no item 2.4.

Com as primeiras analises via CLAE/UV do processo de degradagédo foi
possivel também a adequacdo do processo cromatografico e de deteccéo, visto que
o H,0, residual mostrou-se um interferente na analise. Nessa etapa, identificou-se a
necessidade do uso da catalase para remoc¢do do H,O, das amostras (conforme

descrito no item 2.2).



19

2.4 Experimentos de degradagéo

Os experimentos foram realizados em batelada, em reator do Laboratério de
Quimica Analitica e Ambiental, IQ-UFRGS. O reator é um fotorreator com lampada
resfriada, constituido de quartzo, com volume util de 225 mL, ao qual foi inserida
axialmente a lampada de vapor de mercurio sem o bulbo externo de 80 W
(Empalux). A temperatura do sistema foi mantida por um fluxo de agua da torneira
no entorno da lampada. Um agitador magnético foi responsavel por manter a
solucdo em agitacdo. As coletas foram realizadas por seringa e a temperatura
monitorada por termémetro digital tipo espeto (Incoterm). O sistema foi mantido
dentro de uma caixa de madeira para bloqueio da radiacdo (Figura 4). Foram
realizados experimentos de fotélise direta (UV), de fotélise conjugada (UV/H,0,) e
com a utilizacdo apenas do oxidante H,0,.

Figura 4 — Fotorreator de lampada resfriada de bancada com sistema de resfriamento e agtac;éo. A
direita, estrutura para isolamento da radiacdo durante a utilizacéo do fotorreator, com detalhe para o
ponto de coleta via seringa.

Utilizou-se solucdo de AA em &gua na concentracdo de 5 mg L™,
diferentemente dos testes iniciais, em funcdo da formacdo de subprodutos que
interferiam na quantificacdo do pico correspondente ao analito de interesse. Além
disso, a boa sensibiidade do método CLAE/UV permitiu essa reducdo de
concentragcdo mantendo uma boa deteccdo. Para cada experimento foram definidos
0s tempos para coletas de amostras para acompanhamento da degradacao.
Amostras para andlise de AA via CLAE-UV continham cerca de 1,5 mL. Para todos
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0s conjuntos foram mantidos os mesmos procedimentos: apos acendimento da
lampada, eram aguardados 5 minutos para o aquecimento inicial, ligadas a agua de
resfriamento e a agitacdo. Ao inicio e final de cada batelada mediu-se o pH da
solucao (pHmetro Digimed DM-22).

Os experimentos de fotdlise direta (UV) foram realizados em trés bateladas
para minima interferéncia da variacdo do volume durante o processo e coleta das
aliquotas. Sendo: (a) primeiro conjunto: coletas de amostras no tempo de 0; 10; 20;
30 e 60 min; (b) segundo conjunto: coletas nos tempos de 0; 120; 180; 240 e 300
min; (c) terceiro conjunto: coletas nos tempos de 0; 360; 420; 480 e 600 min.

Para os experimentos de fotdlise conjugada (UV/H,0,), a organizacdo das
coletas foi a seguinte: (a) primeiro conjunto: tempos de 0; 2; 5; e 10 min; (b) segundo
conjunto: tempos de 0; 10; 12; 14; 20 e 30 min. Nesse experimento, utilizou-se 0,5
mL de H,0, 30%, injetado no sistema ao inicio do processo (tempo 0).

Nos experimentos em que se utilizou apenas H,0O,, 0 volume de oxidante
utilizado foram os mesmos 0,5 mL. A organizacdo das bateladas foi a seguinte: (a)
primeiro conjunto: coletas nos tempos de 0; 15; 30; 60 e 120 minutos; (b) segundo

conjunto: coletas nos tempos de 0; 180; 240; 300 e 420 min.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Definicdo dos parametros para deteccédo de acrilamida via CLAE-UV

O espectro UV da acrilamida em solucdo aquosa, na concentracdo de 100 mg
L apresenta maximo de absor¢do no comprimento de onda 210 nm (Figura 5).
Portanto este comprimento de onda foi selecionado para o monitoramento no CLAE-
UV, a fim de obter-se a melhor resposta e sensibilidade. Esta mesma condicéo,
também foi utilizada por Wang et al. (2008 e 2013), precedida por separacao via

CLAE, porém, para deteccédo de AA em alimentos.
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Figura 5 - Espectro de absorcdo de solucdo de acrilamida em agua ultra pura com concentracdo de
100 mg L.

Para o método cromatografico, utilizou-se, primeiramente, como fase movel
agua:metanol, 60:40, no modo isocratico com vazdo 0,8 mL min™. A injecdo de
amostras de solucdo aquosa de AA com concentracbes 100, 20 e 2 mg L*
apresentaram picos bem definidos e proporcionais, com mesmo tempo de retencéo,
confirmando a deteccdo da AA. Foi testada também a acetonitrila na fase movel,
substituindo-se o metanol por essa, mantendo os demais parametros. A substituicdo
resultou em respostas semelhantes, com diferenca apenas nos tg do pico da AA de
3,94 min com metanol para 3,59 min com acetonitrila.

A substituicdo do metanol pela acetonitrila na fase mével teve o inconveniente
de que os tempos de retencéo do pico referente ao peroxido residual da degradacéo
e do pico da acrilamida ficarem muito proximos (Figura 6), dificultando a
guantificacdo da mesma. Para resolver esta questdo, utilizou-se a catalase para
consumo do peroxido residual dos experimentos. Esta enzima age sobre o peroxido

de hidrogénio liberando agua e oxigénio (NICHOLLS, 2012) (Equacéo 1).

2H,05, — 2H,0 + O, (1)
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Figura 6 — Cromatograma da solucdo de acrilamida e perdxido de hidrogénio. Fase movel
agua:acetonitrila (60:40).

A catalase foi eficiente no seu proposito de remover o peréxido de hidrogénio
da amostra, como mostrado nas figuras 7 e 8. Na figura 7, estédo indicados os picos
correspondentes ao peroxido (tg = 3,61min) e a acrilamida (tgr = 3,958 min) para uma
soluc&o aquosa na concentracdo de 20 mg L™ de AA e de 3 g L™ para o perdxido de
hidrogénio. Na figura 8, tem-se o cromatograma da solucdo aquosa de AA apos a

adicdo de catalase, mostrando o desaparecimento do pico referente ao peroxido.
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Figura 7 — Cromatograma da solu¢do aquosa de acrilamida com peroxido de hidrogénio (picos
indicados). Pico 1: peréxido de hidrogénio, tz = 3,61 min. Pico 2: acrilamida, tg = 3,95 min. Fase mével
agua:metanol, 60:40.
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Figura 8 — Cromatograma da solucdo aquosa de acrilamina tratada com peroxido, apos a adicdo da
catalase. O pico corresponde a acrilamida. Fase mével agua:metanol, 60:40.

O uso da cromatografia liquida de alta eficiéncia é amplamente difundido para
separacao de analitos em meio aquoso. No caso do método desenvolvido, a CLAE-
UV demostrou 6timo resultado, permitindo a separacao e a deteccédo da AA de forma
rapida e eficiente, com nenhuma exigéncia de preparo adicional da amostra além da
sempre necessaria filtracdo e do uso da catalase quando amostra contendo H,0,. A
curva de calibracdo do método (pontos correspondentes as concentracdes de 0,5; 1;

2:3;4e5mg L") é apresentado na figura 9.
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Figura 9 — Curva de calibracdo do método por CLAE/UV. Concentra¢cBes das solugfes aquosas de
acrilamida: 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg L™.
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3.2 Degradacgéo da AA por processos fotoliticos
3.2.1Degradacao da AA por fotdlise conjugada (UV/H,0,)

A utilizacdo do processo conjugado (UV/H20) resultou em uma degradacao
praticamente instantanea da acrilamida. A amostra no tempo de 2 minutos ja
apresentou uma concentracdo de AA de 0,5 mg L™ ou seja, uma reducao de 89,3%
(Figura 10). Na figura 11 observa-se a rapida reducéo do pico da AA (tg =3,6min) no
tempo inicial (em preto) para o tempo de 2 minutos (em rosa). Em funcéo dessa alta
taxa de degradacdo, ndo foi possivel determinar a cinética da reacdo. O pH da
solucéo reduziu de 7,3 no tempo de 0, para 4,8 no tempo de 3 min, provavelmente

em funcéo da dissociac¢éo do H,0,, resultando em ions H™.

2 4 6 8 10 12

>
L 2

Concentragéo de AA (mg L")

Tempo (min)

Figura 10 — Variacdo da concentracdo da acrilamida em solu¢cdo aguosa em relacdo ao tempo,
empregando o processo de fotdlise conjugada. (Amostras de tempo de irradiagdo: 0, 2, 5 e 10
minutos).
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Figura 11 — Cromatogramas sobrepostos do tempo 0, em preto, e tempo 2 minutos, em rosa, do
experimento de degradacgéo da AA com radiacdo UV e peréxido de hidrogénio.
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O peroxido de hidrogénio, na presenca de radiagdo UV, gera radicais hidroxila
(GOLIMOWSKI e GOLIMOWSKA, 1996; LIU et al.,, 2015) e quanto maior essa
concentracdo, maior € a geracao do radical. Assim, a rapida degradacdo da AA pode
ser atribuida a geracdo de grandes quantidades de radicais hidroxila (equacao 2,
ORBECI, 2014). Sendo o radical HO® um oxidante ndo seletivo e com alto poder de
oxidacdo em moléculas complexas (KLAVARIOTI et al.,, 2009; ESPUGLAS et al.,
1994), a atuacao desse sobre a molécula simples de AA se deu de forma muito

eficaz.

H20, + hv — 2HO* )

Além da degradagdo da AA, houve a formacdo de subprodutos, como
mostrado nos cromatogramas das figuras 12 e 13. Ha a possibilidade de que esses
subprodutos sejam uma forma intermediaria de polimerizacdo da acrilamida, com
caracteristica mais polar que o mondémero, pela antecipacéo do tempo de retencéo.
Porém, nédo foi realizada a identificacdo destes compostos, 0 que seria de grande
importancia para o conhecimento e a avaliacdo da toxicidade destes no que diz

respeito ao potencial de risco a saude.
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Figura 12 — Cromatogramas sobrepostos correspondentes aos tempos 0; 2; 5; 10; 20 e 30 minutos do
experimento com radiacéo e perdxido de hidrogénio.
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Figura 13 — Cromatogramas sobrepostos dos tempos 0, 2, 5, 10, 20 e 30 minutos do experimento

com radiagdo e perdxido de hidrogénio com énfase aos subprodutos detectados.

3.2.2Degradacéo da AA por fotolise direta (UV)

A utilizacdo da radiacdo UV também resultou na degradacdo total da AA,

porém com tempo de exposicdo de 360 minutos. Relacionando concentracdo e

tempo de experimento, pode-se perceber o decaimento da concentracdo de AA de

forma linear, com R2=0,9964, caracterizando uma cinética de degradacédo de ordem

zero (Figura 14). Assim, tem-se como constante cinética k = 0,0143 mg L™ min™ e,

consequentemente, um tempo de meia vida de 174,8 min. O modelo cinético de

ordem zero segue a equacao:
acs
dt

C t
fep —dCs=fy kdt

C}l = CAD—;CIT

Consequentemente, o tempo de meia vida é dado por:

Cﬂo
M, =2k

3)
(4)

()

(6)
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y=-0,0143x+5,1319
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Figura 14 — Cinética de ordem zero para a degradacdo da acrilamida em solucdo aquosa, na
presenca de radiagdo UV. (Tempo de irradiacdo: 0, 10, 20, 30, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos).
Linha de tendéncia de R2 0,9964.

A partir da solucdo de acrilamida na presenca de radiacdo UV e de oxigénio
dissolvido (H,O + AA + hv + O) dois conjuntos de reacfes possiveis entre esses
podem ocorrer, culminando na formacéo de radicais hidroxila: o oxigénio dissolvido,
ao ser irradiado (A = 185nm), gera H,O, por intermédio do ozénio (Equacao 7-9)
(GOLIMOWSKI e GOLIMOWSKA, 1996):

0, + hv — 20 7)
0, +0 — 03 (8)
O3 + H,O — H,0, + O, 9

E/ou a radiacdo excita a molécula de acrilamida (AA), como Unica molécula
organica do meio, iniciando uma reacdo em cadeia envolvendo a formacdo do
radical superéxido (O,®) até seu desproporcionamento e formacédo do peroxido de
hidrogénio (Equacéo 6-8, ACHTERBERG e VAN DEN BERG, 1994):

AA + hv — AA* + & (10)
O,+e —0,° (12)
202_. +2H" > H,O, + O (12)

Formado o perdxido de hidrogénio, a geracdo do radical hidroxila pode
ocorrer das seguintes maneiras: por fotdlise (Equacdo 13) (LUO et al.,, 2012);

reducdo (Equacgdo 14); dissociacdo espontanea em meio alcalino (pH > 5,0) com



28

consequentes reacdes em cadeia para formacdo do superoxido (Equacgéo 15-17)
(GOLIMOWSKI e GOLIMOWSKA, 1996); e reacdo do superdéxido com o ozbnio
(Equacéo 18 e 19) ou com o H,0O, para formacao do radical hidroxila (20) (WAYNE,
1988 apud CAVICCHIOLI e GUTZ, 2003):

H,O, + hv — 2HO® (13)

H,O, + e »HO"® + OH" (14)
H,0, = HOy + H' (15)

HO; + O3 — O3 ™* + HO,® (16)
HO,*= O, + H* (17)

O3+ 0, > 03°+ 0, (18)
Os3°*+H" - HO®*+ O, (19)
H,0, + O* — HO®* + OH + O, (20)

Diante da complexidade do conjunto de reagdes responsavel pela degradacao
da acrilamida iniciada pela radiacdo UV, € de grande dificuldade o estabelecimento
do real meio de degradacdo da mesma. Porém, € visto que, para 0 processo de
fotdlise, € indispensavel a presenca do oxigénio molecular dissolvido (O;) para a
geracdo do oxidante mais atuante nos POA (LUO et al., 2012): o radical hidroxila.
Visando uma aplicacdo futura desse processo em estacOes de tratamento de agua
ou de esgotos/efluentes, a necessidade da presenca de O, ndo € um empecilho.
Grande parte dessas estacdes realizam processos de tratamento na presenca de
oxigénio, seja naturalmente, seja adicionado, principalmente quando se trata de
tratamento biolégico (com excecdo de processos anaeréobios).

No caso do reator de bancada utilizado no ensaio, enquanto o O, era
consumido pelas reacgfes, o proprio contato do meio com a atmosfera e 0 processo
de agitacdo foi responsavel pela adicdo natural do O, na solucdo, seguindo o
equilibrio descrito pela Lei de Henry (BAIRD, 2002), assim como ocorre nos
sistemas naturais. Além da entrada natural de oxigénio no meio, as préprias reacdes
intermediéarias de formacado de radical hidroxila liberam oxigénio molecular em certas
etapas, que auxiliam no restabelecimento da saturacdo da solucdo (Equacdes 9, 18-
20).
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3.2.3Degradacéo da AA com H,0,

A realizacédo de experimento de degradacéo apenas com H,O,, mesmo com
tempo de reacdo de 360 minutos, ndo demonstrou qualquer resultado de
modificacdo da AA. A constancia das concentracdes durante o experimento pode ser

observada na figura 15.
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Figura 15 — Concentracdes da acrilamida em solucdo aquosa quando empregando perdxido de
hidrogénio nos tempos de: 0; 15; 30; 60; 120; 180; 240; 300 e 360 minutos.

A presenca do oxidante ndo é suficiente para uma degradacéao, visto que é
necessaria a radiacdo para sua dissociacdo em radicais hidroxila. Mesmo que tenha
havido a dissociacdo espontanea em jon peroxidrila (HO2) e ion H* (como descrito
na equacao 11), a peroxidrila necessita de ozoénio (formado apenas com irradiacao)
para desencadear uma série de reacdes até a formacdo do radical hidroxila, bem
como de outras espécies de oxigénio reativas intermediarias, o que nado é possivel

sem uma fonte de energia.

3.2.4Discusséo da cinética de degradacao da acrilamida

Comparando os resultados de cinética da degradacdo da acrilamida
apresentados, nas Figuras 10, 14 e 15, respectivamente para: (a) utilizacao
simultanea de radiacdo UV e peréxido de hidrogénio; (b) apenas radiacdo UV e (c)

apenas peroxido; sdo conduzidas as discussfes a seguir.



30

Segundo Cavicchioli e Gutz (2003), as lampadas de vapor de mercurio de
alta pressao (como a utilizada no estudo) emitem radiacao principalmente na faixa
de 200 a 450 nm e em torno de 550 nm. Na figura 16 € apresentado o espectro de
emissao da lampada de vapor de mercurio de alta pressdo. Comparando com o
espectro de absor¢cdo do peréxido de hidrogénio, que tem seu maximo em torno de
200 mn (Figura 17; LEGRINI et al., 1993), conclui-se que este sistema é adequado

para a geracao dos radicais hidroxila.
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Figura 16 — Espectro de emissdo da lampada de vapor de mercurio de alta pressao.
FONTE: adaptado de http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/print/lightsources/mercuryarc-print.html
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Figura 17 - Espectro de absorcao do peroxido de hidrogénio.
FONTE: adaptado de http://www.h202.com/
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De acordo com o espectro de absorcéo da acrilamida, a faixa de 200 a 220
nm corresponde ao maximo de absorcdo (Figura 5). Nestas condi¢des, a radiacéo
emitida pela lampada de mercurio, tem pouca a¢ao sobre a acrilamida, sendo capaz
apenas de ioniza-la para desencadear as rea¢des intermediarias de formacdo dos
radicais (ACHTERBERG e VAN DEN BERG, 1994). Pelos resultados obtidos, pode-
se dizer que este € 0 caso do processo de fotélise, em que podem ocorrer diversas
reacdes envolvendo a radiacdo UV, moléculas de agua, de acrilamida e de oxigénio
dissolvido. Nessa situacdo, a formacdo de espécies reativas intermediarias de
oxigénio é de extrema importancia para a geracao do radical hidroxila e consequente
degradacédo da acrilamida. Para o experimento utilizando apenas H,O, a taxa de
degradacao foi muito baixa, comprovando a necessidade da utilizacdo da radiacéo
para que o processo ocorra (Figura 18).
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Figura 18 — Cinéticas das degradacdes resultantes dos experimentos de fotdlise (UV), fotdlise
conjugada (UV/H,0,) e com peroxido de hidrogénio (H,05).

3.3 Processos de fotdlise e fotocatalise em outros sistemas

Processos utilizando UV e UV/H,0, sdo empregados para degradacdo de
diversos compostos presentes em efluentes sanitarios e industriais, que, geralmente,
ndo sdo removidos nos sistemas convencionais de tratamento. Pode-se citar o caso
de antibiéticos florfenicol e tianfenicol (LIU et al., 2015), farmacos (WOLS et al.,
2013; DE LA CRUZ et al., 2012; ARANY et al., 2013; DONNER et al, 2013), biocidas
e pesticidas (DE LA CRUZ et al., 2012), surfactantes (KARCI et al., 2014), ftalatos
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(XU et al., 2007), corantes (TIMCHAK e GITIS, 2012), parabenos (SANCHEZ-
MARTIN et al., 2013), dentre tantos outros.

A grande vantagem dos processos de fotdlise direta ou conjugada (inclusive
com emprego de catalisadores) é a possibilidade de utilizacdo da radiacdo solar
como fonte de radiagcdo UV, podendo-se citar o caso da degradacdo por fotdlise
solar do farmaco propranolol na Plataforma Solar de Almeria (PSA, Espanha) (DE
LA CRUZ et al, 2013) e a utilizacdo da radiagédo solar como ativador do processo de
foto-Fenton para degradacéo do antibidtico trimetoprima na PSA (MICHAEL et al.
2012). Além de tratamentos para remocdo de contaminantes, a radiacao solar é
empregada também para a desinfec¢cdo de agua, como, por exemplo, no processo
de fotocatélise por UV e dioxido de titdnio para inativacdo da bactéria Escherichia
coli em agua, desenvolvido na PSA (FERNANDEZ et al, 2005) e também no Coletor
Parabdlico Composto (compound parabolic collector - CPC) do Instituto Federal de
Tecnologia Suigo, Lausanne, Suica (RINCON e PULGARIN, 2004).

Pelos resultados obtidos nesse trabalho, infere-se seja possivel a
degradacdo da AA por fotdlise solar, com aplicacdo ou ndo de peroxido de
hidrogénio. Como trabalho futuro, a verificacdo da eficiéncia da degradacao solar da
AA seria de grande importancia, bem como a estruturacdo de um reator de fotolise
solar, a partir dos resultados obtidos do reator de bancada. Experimentos que
comprovem a viabilidade de tratamento de agua com reduzido gasto de energia
elétrica, como € o0 caso do aproveitamento da energia solar, sdo de grande

relevancia para uma aplicacao futura em escala real desses métodos.

4 CONCLUSAO

O método via CLAE-UV demonstrou ser uma boa ferramenta para o
monitoramento da degradacdo da acrilamida. Com um tempo de analise de 7
minutos e uma boa linearidade para a faixa de trabalho, foi um método réapido, eficaz
e apropriado para o monitoramento.

A acrilamida sofreu degradacdo quando empregado sistema de fotdlise
direta e de fotdlise conjugada. No primeiro, apresentou uma constante de velocidade
k = 0,0143 mg L min®, sendo completamente degradada com 360 minutos de
reacdo; no segundo, um tempo de reagdo de 2 minutos foi suficiente para

degradagcdo de 89,3% da AA presente na solugdo, estando completamente
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degradada aos 5 minutos. O processo conjugado resultou ainda na formacgao de
subprodutos néo identificados da AA. A utlizacdo de peréxido de oxigénio
isoladamente ndo demonstrou qualquer resultado na redugédo da concentragéo de
acrilamida, confirmando a necessidade da presenca da radiagcdo para que ocorram
as reacoes de degradacéao.

Processos de fotdlise para tratamento de agua e esgotos, nas mais diversas
configuracbes, sdo responsaveis pela degradacdo de diversos contaminantes,
dentre eles os desreguladores enddcrinos, apontados como responsaveis por
grande numero de doencas. Diante das diversas fontes de contaminacdo por
acrilamida e dos riscos associados ao consumo de agua com a mesma, O
aprimoramento dessas técnicas e sua incorporacdo as plantas de tratamento de

agua e esgoto seriam de grande importancia para a saude da populagao.
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ARTIGO 2 - Determinacéo de acrilamida em agua potavel por

cromatografia liquida com deteccao por ultravioleta

Resumo

Acrilamida € um contaminante residual de processos de tratamento de aguas que
utilizam poliacrilamidas como auxiliar de floculagéo, dentre diversos outros usos
industriais. E considerada como potencialmente carcinogénica em humanos, com
comprovada acdo neurotdxica em testes laboratoriais em ratos. No Brasil, a
concentracdo maxima permitida em agua potavel é de 0,5 pg L™, cinco vezes maior
que o padrdo europeu, de 0,1 pg L™. Diante disso, 0 monitoramento das
concentracbes de acrilamida em agua potavel é de extrema importancia para a
salde da populacdo abastecida. Porém, métodos analiticos de deteccdo e
quantificacdo de acrilamida sdo muito trabalhosos e complexos, principalmente em
funcdo da alta solubilidade da acrilamida em agua e da baixa concentracdo em que
ela se apresenta, resultando em dificuldade de concentracdo e de separacédo da
mesma. Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi definir método de analise para
acrilamida via cromatografia a liquido com deteccéo por ultravioleta para emprego
em amostras de agua potavel. Foi empregada extracdo em fase sélida com carvao
ativo como solido e metanol como condicionante e eluente. Analises foram
realizadas via cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas e via
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo por ultravioleta. A EFS resultou
em uma recuperacao de 72 % da acrilamida. Para o método CLAE-UV, fase movel
com agua:metanol (60:40) apresentou maior intensidade de sinal. Validacdo do
meétodo CLAE-UV foi baseada na linearidade, com R? = 0,9984; na sensibilidade,
com bom coeficiente angular da reta de calibracdo; quanto aos limites de deteccao e
quantificacdo, foram obtidos LD = 1 yg L™ e LQ > 1 pg L. Quando avaliado o
conjunto de procedimento EFS-CLAE-UV, com amostra real fortificada, a
recuperacdo foi de apenas 21,8 %, provavelmente pelos diversos possiveis
interferentes presentes na amostra real. Dessa forma, os parametros desenvolvidos
devem ser aprimorados para garantir melhor extracdo e concentracdo da acrilamida
em amostras reais, para uma real aplicabilidade em amostras de agua potavel.

Palavras-chave: potencial carcinogénico; agua potavel; extracdo em fase solida;
carvao ativo; cromatografia a liquido.
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ARTICLE 2 — Determination of acrylamide in potable water by high

performance liquid chromatography with UV detection

Abstract

Acrylamide is a residual contaminant water treatment processes using
polyacrylamide as a flocculating aid, among many other industrial uses. It is
considered as potentially carcinogenic in humans, with proven neurotoxic action in
laboratory tests in rats. In Brazil, the maximum allowable concentration in drinking
water is 0.5 ug L™, five times higher than the European standard of 0.1 ug L™. Thus,
the monitoring of acrylamide concentrations in drinking water is extremely important
for the health of the population abastecida.Porém, analytical detection methods and
quantification of acrylamide are very laborious and complex, mainly due to the high
solubility of acrylamide in water and the low concentration in which it is presented,
resulting in difficulty in concentration and separation of the same. Thus, the aim of
this study was to define the method of analysis for acrylamide via liquid
chromatography with ultraviolet detection for use in drinking water samples. Was
used solid phase extraction with activated carbon as solid and methanol as eluent
and conditioning. Analyzes were carried out via gas chromatography coupled to
mass spectrometry and via high performance liquid chromatography with detection
by ultraviolet efficiency. SPE resulted in a recovery of 72% acrylamide. For the
HPLC-UV method, mobile phase of water:methanol (60:40) showed higher signal
intensity. Validation of the HPLC-UV method was based on linearity, with Rz =
0.9984; sensitivity, with good slope of the calibration line; regarding the limits of
detection and quantification were obtained LD = 1 g L* and LQ > 1 g L™
Investigation of the set of SPE-HPLC-UV procedure, with real fortified sample the
recovery was only 21.8%, probably by the various possible interferences present in
the actual sample. Thus, the developed parameters must be improved to ensure
better extraction and acrylamide concentration in real samples for real applicability in
drinking water samples.

Key words: carcinogenic potential; drinking water; solid phase extraction; activated
carbon; liquid chromatography.
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1 INTRODUCAO

Acrilamida € uma molécula altamente sollvel em agua e de baixo peso
molecular (71g mol™). Em &gua, a solubilidade chega a 2115 g L™, a 30°C. Soluvel
também em metanol (1.555 g L™), etanol (862 g L™), acetona (631 g L), acetato de
etila (126 g L ) (EU, 2002). Seu principal uso é como matéria prima para a
producéo de poliacrilamidas, empregadas no tratamento de agua e efluentes, dentre
outros USOS menos expressivos como agentes de impermeabilizacdo de
reservatérios de agua e pocos (WHO, 2011a). A utilizacdo de poliacrilamida como
parte do tratamento de 4gua € a principal fonte de contaminacdo da agua potavel
com acrilamida, presente de forma residual no polimero em 0,05 %, segundo a WHO
(2011a).

Croll et al. (1970) ja alertaram sobre a falta de conhecimento e de controle
das concentracdes de acrilamida presentes na agua potavel e efluentes, resultado
do uso de poliacrilamidas como floculantes. Salientando como mais preocupante o
fato de que os efluentes langados em corpos d’agua ainda seriam captados e
tratados novamente com poliacrilamidas, resultando em um acumulo de acrilamida
na agua tratada, mesmo respeitando-se a dosagem maxima de aplicacéo de 1,0 mg
L™ de polimero. Isto porque a acrilamida residual presente na poliacrilamida utilizada
Nnos processos convencionais de tratamento de agua nao é retida durante as etapas
seguintes a coagulacdo e floculacdo (CROLL et al., 1970), assim como ndo €&
degradada em estacfes de tratamento de esgotos (BROWN et al., 1982).

Segundo o International Programme on Chemical Safety (IPCS, 1999), a
acrilamida € uma neurotoxina capaz de afetar os sistemas nervosos central e
periférico, variando a magnitude do efeito em funcédo da duracdo da exposicdo e da
dose total. A International Agency for Research on Cancer, da World Health
Organization (WHO/IARC, 1994) classifica a acrilamida como uma substancia
pertencente ao grupo 2A, ou seja, um agente provavelmente carcinogénico para
humanos baseado em estudos em animais.

Em funcao dos riscos associados a ingestdo de acrilamida pelo consumo da
agua potéavel tratada com poliacrilamidas, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO,
2011b), no seu Guia de Qualidade para Agua Potavel, recomenda que o valor
méximo permitido de acrilamida seja de 0,5 pg L™. Tal concentracéo seria resultado

da utilizacdo de polimeros com 0,05 % de mondémero livre, aplicado no tratamento a
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uma concentracdo de 1 mg L™ Essa recomendacdo é seguida pelo governo
brasileiro, que definiu como valor méximo permitido de acrilamida na agua potavel a
concentracdo de 0,5 pg L™, conforme publicado na Portaria do Ministério da Satde
n°2914/2011. Diferentemente, a Unidao Europeia mantem um padrao mais restritivo
de permissibilidade de acrilamida na agua potéavel, sendo esse de 0,1 pg L™ (EU
2014).

Embora a presenca de acrilamida em &gua potavel seja causa de
preocupacao, a partir de 2002, com a publicacdo do estudo de Tareke et al. (2002)
comprovando a formacdo de acrilamida durante o processo de aquecimento de
alimentos ricos em carboidratos, pode-se perceber uma tendéncia a discutir o
assunto e desenvolver pesquisas na area de alimentos. Desde entdo, muitas
metodologias de deteccdo e quantificacdo de AA em alimentos sdo desenvolvidas
para as mais diversas matrizes, seja café (e.g. BORTOLOMEAZZI et al., 2012),
batatas (e.g. GOKMEN et al., 2005; KAYKHAII e ABDI, 2013), comida para bebés a
base de cereais (e.g. MICHALAK et al., 2013), outros alimentos ricos em
carboidratos (e.g. ZHANG et al., 2007; NEMOTO et al., 2012; TAKATSUKI et al.,
2003; ROACH et al., 2003; MASTOVSKA e LEHOTAY, 2006).

Métodos analiticos de deteccao/quantificacdo da acrilamida em agua séo
muito trabalhosos, caros e demandam tempo para o preparo das amostras em
funcdo da baixa concentracdo em que se apresenta nas amostras de agua, potavel
ou ambiental. Geralmente, baseiam-se em etapas de pré-concentracdo do analito,
remocao de interferentes (quando amostra ambiental, principalmente), derivatizacéo
e analise via cromatografia (a liquido ou a gas) acoplada a detectores diversos. A
reduzida concentracdo do analito (faixa de microgramas por litro) aliada a alta
solubilidade da AA em agua (2150 g L™, a 30°C (HINTERMAINER-ERHARD, 2002))
sdo fatores que dificultam a eficiéncia dos processos de preparo da amostra (CHU e
METCALFE, 2007). Devido a essa dificuldade, métodos sdo desenvolvidos por
pesquisadores com objetivo de facilitar esse preparo, reduzir o numero de etapas de
preparacao (ou mesmo elimina-las) ou adequar métodos de analise existentes para
aumento da sensibilidade e da preciséo.

Assim, o objetivo deste trabalho foi estabelecer método de deteccdo e
guantificacdo de acrilamida em agua potavel por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector por ultravioleta com etapa de pré-concentracdo via extracdo

em fase sdélida.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e equipamentos

Acrilamida P.A., acetona e metanol grau HPLC (Sigma-Aldrich), &gua
ultrapura obtida por sistema Milli-Q (Integral 5), cartucho de carvao ativo Sep-Pak
Plus AC-2 (400 mg; 85 um de particula, Waters).

2.2 Anédlise Instrumental

A acrilamida foi analisada por cromatografia a liquido e a gas. As condicdes

instrumentais sdo descritas na sequéncia.

2.2.1 Analise por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

Para analise por cromatografia a gas, foi utilizado cromatografo a gas
acoplado a espectrometro de massas modelo QP2010SE (Shimadzu) equipado com
injetor automatico (AOC-20i, Shimadzu) e com coluna capilar RTX-5MS (30m x 0.25
mm x 0.25 pm) utilizando hélio como gas de arraste a um fluxo constante de 1 ml
min. Os parametros de injecdo foram: 1 pL, modo splitless; 50°C por 3 min;
15°C/min até 100°C; 40°C/min até 250°C mantido por 1 min. As temperaturas do
injetor e da interface foram 250°C e 310°C, respectivamente. A energia de ionizacao

utilizada foi de 30 eV.

2.2.2 Analise por cromatografia a liquido com detector de Ultra-violeta/Visivel
(CLAE-UV)

A analise da acrilamida foi realizada em cromatografo liquido de alta
eficiéncia Shimadzu (modelo LC-20AD) com detector de UV-VIS (modelo SPD-20A)
no Laboratério de Quimica Analitica e Ambiental do Instituto de Quimica da UFRGS
(IQ-UFRGS). Para a separagdo cromatogréfica utilizou-se coluna C18 (250 mm x 4,6

mm; 5 um) (Thermo Scientific) com fase mdével composta por (A) agua (60%) e (B)
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metanol (40%) em modo isocratico com vazdo 0,8 mL min™. O volume de injecao foi
de 20 pL e o tempo total de andlise de 7 minutos. No detector, utilizou-se

comprimento de onda de 210 nm.

2.3 Coleta e preparo da amostra

Foram coletadas amostras de agua tratada na saida da estacdo de
tratamento de agua da cidade de Cachoeirinha/RS, operada pela Companhia
Riograndense de Saneamento (CORSAN) e que faz uso da poliacrilamida como
auxiliar de floculagdo. Amostras foram coletadas em frasco de vidro ambar e
mantidas sob refrigeracdo para encaminhamento ao laboratério. No laboratério,
foram filtradas em filtro PTFE 0,45 um (Vertical Chromatography), e fracionadas em
trés amostras de 100 mL cada (triplicatas A, B e C). As coletas ocorreram por um

periodo de quatro dias consecutivos no més de janeiro de 2015.
2.4 Etapa de concentracdo: extracdo em fase sdlida

Para pré-concentracdo da acrilamida presente na amostra utilizou-se
cartucho de carvao ativo Sep-Pak Plus AC-2 (400 mg; 85 um de particula, Waters)
em sistema Supelco. O condicionamento se deu com uso de 3 mL de metanol
seguidos de 5 mL de agua. Volume de amostra percolada pelo cartucho foi de 100
mL. A eluicéo foi realizada com 5 mL de metanol seguida de reducéo de volume por
fluxo de nitrogénio a 1 mL em evaporador (Reacti-Therm, Thermo Scientific). A
Figura 1 apresenta as etapas de EFS realizadas e a Figura 2, a estrutura utilizada
para procedimento. A otimizacdo da etapa de extracdo considerou os parametros
volume de quebra de solugdo em agua ultrapura (25, 100 e 250 mL) e volume do

solvente de eluicdo (2, 5, 7 e 10 mL).
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Figura 1 - Etapas da extracao em fase sdlida: condicionamento, percolagdo da amostra e elui¢éo.
FONTE: adaptado de http://www.johnmorris.com.au

Figura 2 — Sistema utilizado para etapa de extracdo em fase solida: cartucho de carvéo ativo Waters,
acoplado em manifold equipado com bomba de vécuo.

2.5 Validagcdo do método

O método foi validado usando soluc¢des padrdes de acrilamida em solvente e
em agua, nas concentracbes de 10; 25; 50; 75 e 100 ug L. Parametros como

linearidade, sensibilidade, precisdo, recuperacdo, limite de deteccdo e limite de


http://www.johnmorris.com.au/Solid-Phase-Extraction-Automated/ASPEC-C18-50mg-1ml.aspx?pd=181238&CategoryID=1302
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guantificacdo foram avaliados no processo de validagao, conforme recomendacdes
do Instituto Brasileiro de Metrologia (INMETRO).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Condic¢des da analise instrumental

3.1.1 Cromatografia a gas com detecc¢éo por espectrometro de massas

Utilizando solugdo padrdo de acrilamida em acetona, determinaram-se as
condic¢des para a analise instrumental. A avaliagéo inicial da eficiéncia do método de
EFS foi realizada em cromatégrafo a gas acoplado a espectrometro de massas
modelo QP2010SE (Shimadzu) equipado com injetor automatico (AOC-20i,
Shimadzu) e com coluna capilar RTX-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym) utilizando
hélio como gas de arraste a um fluxo constante de 1 ml min™. Os parametros de
injecdo foram: 1 pL, modo splitless; 50°C por 3 min; 15°C/min até 100°C; 40°C/min
até 250°C mantido por 1 min. As temperaturas do injetor e da interface foram 250°C
e 310°C, respectivamente. Foram avaliadas as energias de ionizacao de 30, 45 e 70
evVv.

A acrilamida em solucdo com acetona (12 mg L™) foi analisada no modo
SCAN (Figura 3), com satisfatoria similaridade quando comparada ao espectro de
massas da biblioteca NIST/EPA/NIH 2008, sendo os ions mais representativos os de
relacdo massa/carga (m/z) 44, 55 e 71 (com energia de ionizacdo de 30 eV). Os
espectros de massa da acrilamida detectado (a) e o da biblioteca (b) séo
apresentados na Figura 4. Energias de ionizacdo maiores que 30 eV resultaram em
grande fragmentacdo da acrilamida, o que impediu a identificacdo da mesma pela
analise do espectro de massas. Solucdo padrao de acrilamida em metanol também
apresentou bons resultados quando utilizada coluna RTX-5MS, porém, com menor
intensidade do sinal.

Conhecido o espectro da acrilamida, selecionaram-se os ions de m/z55 e 71
para monitoramento, visto que 44 é também caracteristico da molécula de dioxido de

carbono, naturalmente presente no ar e um possivel interferente. Foi definida
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também a energia de ionizacdo necessaria como 30 eV e 0 solvente apropriado a

acetona.
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12500000—:

Resposta do detector

10000000—:
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Tempo de retengao (min)
Figura 3 - Cromatograma de solucao de acrilamida em acetona na concentracéo de 12 mg L™ obtido
via cromatografia gasosa com deteccao por espectrometria de massas com energia de ionizagao de
30 eV.
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Figura 4 — (a) Espectro de massas da acrilamida em solucdo de acetona via CG-EM com energia de
ionizacdo de 30 eV; e (b) espectro de massas caracteristico da acrilamida segundo NIST/EPA/NIH
(2008).

Foi avaliada também a coluna DB-WAX (30m x 0.25 mm x 0.25 uym) sob as
seguintes condi¢Ges de injecdo: 1 pL, modo splitless; 80°C por 1 min; 12°C/min até
240°C mantido por 5 min. As temperaturas do injetor e da interface foram 220°C e
250°C, respectivamente. A analise foi realizada no método SIM, com monitoramento
dos ions de m/z 71 e 55, e utilizados os padrdes de acrilamida em acetona e em

metanol (0,5 mg L) para avaliacgdo do método. A Figura 5 apresenta o
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cromatograma da solucdo padrédo de acrilamida em acetona; a Figura 6, em
metanol. Nao houve muita alteracdo em relacdo ao tempo de retencdo da
acrilamida, porém, o sinal gerado como resposta pela acrilamida quando em solugéo
em acetona foi consideravelmente mais intenso.
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Figura 5 - Cromatograma da acrilamida em solucdo em acetona. Concentracdo de 0,5 mg L™ tg =
10,4 min. Coluna cromatogréfica: DB-WAX.
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Figura 6 - Cromatograma da acrilamida em solu¢do em metanol. Concentracdo de 0,5 mg L-1; tR =
10,09 min. Coluna cromatografica: DB-WAX.

3.1.2 Cromatografia a liquido de alta eficiéncia com deteccao por ultravioleta/visivel

Para utilizacdo da CLAE-UV como método analitico, as melhores condicfes
foram: amostra em metanol e fase movel composta por agua:metanol (60:40). Na
Figura 7 é apresentado cromatograma da acrilamida em solugcdo em metanol (em

preto “a”) e em solugdo mista agua:metanol, 50:50, (em rosa “b”).



47

6000 A
5000 |
4000 -
3000 A
2000 A
1000 4

Resposta do detector (uV)

-1000
-2000 -
-3000 - ||
-4000 - | |
-5000 | y

—— —
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Tempo de retenc¢do (min)

Figura 7 - Cromatogramas sobrepostos de acrilamida em solucdo em metanol (a) e em agua:metanol
(50:50) (b).

A Figura 8 apresenta cromatogramas correspondentes as solucdes em
metanol com concentracées de 5 ug mL™ e 0,5 pg L™ de acrilamida. Na Figura 9, se
V€ que a amostra composta apenas por metanol ndo apresenta qualquer sinal no
tempo de retencéo da acrilamida e mantem o pico correspondente ao solvente (tr =

3,6 min), ndo interferindo na quantificacdo do analito.
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Figura 8 - Cromatogramas sobrepostos de solugbes padrdes de acrilamida em metanol com

concentracdes de 0,5 e 5 pg L™, obtidos via CLAE-UV.
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Figura 9 - Cromatogramas sobrepostos de metanol e de solugdo padrdo de acrilamida em metanol,
obtidos via CLAE-UV, como indicacdo da ndo interferéncia do metanol na deteccdo e quantificacdo
da acrilamida.

3.2 Ajuste das condi¢cdes de extracdo em fase solida

Para etapa de otimizacdo do volume de quebra do processo de extracdo em
fase solida foram utilizados, inicialmente, os volumes de 25 e 250 mL de solucao
aquosa de acrilamida, com concentracdes correspondentes a concentracdo final
(ap6s processo de EFS) de 0,5 pg mL™?, com eluicdo realizada com 5 mL de
acetona. Na Figura 10, vé-se os cromatogramas correspondentes aos eluidos das
solucdes de 25 e 250 mL. Analise realizada via CG-MS, com coluna RTX-5MS (30m

x 0.25 mm x 0.25 ym) no modo SIM, com monitoramento dos ions de m/z 55 e 71.
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Figura 10 - Cromatogramas dos eluidos em metanol da fase de EFS correspondentes as solucfes
iniciais com volumes de 250 mL (concentragdo de 2 ug L™) e de 25 mL (concentracéo de 20 pg L™).
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Devido a baixa intensidade da resposta do detector para a amostra
correspondente a solugdo de 25 mL, a coluna RTX-5MS foi substituida pela DB-
WAX (30m x 0.25 mm x 0.25 um). A reinjecdo das amostras sob condicoes
cromatograficas e de deteccdo para coluna DB-WAX (modo SIM: ions monitorados
55 e 71) resultou em sinais mais intensos dos ions monitorados da acrilamida e
alteracdo do tempo de retencdo para 10,4 min. Porém, a recuperacao do analito ndo
foi satisfatéria, como pode ser visto na Figura 11 (c), em que se compara a solucdo
padrdo 0,5 pg L™ em acetona e os eluidos da EFS. Embora a acetona tenha se
demonstrado melhor solvente para as condi¢cbes cromatogréficas, nao teve um bom

desempenho como eluente da acrilamida.
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Figura 11 - Cromatogramas obtidos via CG-MS com coluna DB-WAX: (a) eluido em acetona da
solugdo aquosa de AA com volume inicial de 25 mL; (b) eluido em acetona da solu¢éo aguosa de AA
com volume inicial de 250 mL; e (c) sobreposicdo do cromatograma do padréo e dos eluidos.

A partir desses resultados, foi substituido o solvente de eluicdo da EFS por
metanol, em fung¢do da maior solubilidade da acrilamida nesse quando comparado a

acetona. Repetido o processo de EFS com solucdo aquosa de volume 250 mL e
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mesma concentragdo, foi obtida uma recuperacdo de 72% da acrilamida da

concentragéo inicial (Figura 12).
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Figura 12 — Sobreposi¢do do cromatograma do padrdo em metanol e do eluido em metanol obtidos
via CG-EM com coluna DB-WAX.

Definidos parametros da EFS para o volume de 250 mL, procurou-se reduzir
esse volume para maior agilidade do processo. Trabalhou-se, entdo, com solucéo
aquosa de 100 mL, com concentracdo de 5 pg L™. Na fase de eluicdo, 0 mesmo
cartucho foi eluido com um total de 10 mL de metanol com coleta em 4 etapas:
eluido (1) com 2 mL; eluido (2) com 3 mL; eluido (3) com 2 mL; e eluido (4) com 3
mL. Esses foram reduzidos a 1 mL em evaporador por fluxo de N, e posteriormente
analisados via CLAE-UV para definicdo do volume de metanol necessario para
eluicdo mais eficiente. A Figura 13 mostra que apenas o0s eluidos (1) e (2)
apresentam sinais de acrilamida, o que representa um total de 5 mL de metanol,

sendo esse o volume mais adequado para eluicao.
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Figura 13 — Cromatogramas dos eluidos da EFS com 2 mL (eluido 1), com 3 mL (eluido 2) e com 2
mL (eluido 3). Acrilamida é detectada apenas nos dois primeiros, ou seja, nos primeiros 5 mL de
eluicdo. Cromatogramas obtidos via CLAE-UV.

3.3 Validacdo do método

A linearidade do método de andlise foi obtida para uma faixa de
concentracdes de 10 a 100 pg L™, com injecées em triplicata, correspondendo a um
coeficiente de determinacdo de 0,9984, conforme mostrado na Figura 14. As
concentracdes utilizadas na curva, 10; 25; 50; 75 e 100 ug L™, correspondem as
concentragdes iniciais na solugcdo aquosa para a EFS de 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; e 1,0
ug L™, respectivamente. O valor central é o padrdo estabelecido pela Portaria do
Ministério da Saude como valor maximo permitido de acrilamida na agua potavel. A
relacdo das concentracdes das solucdes iniciais e das concentracdes finais (apos

EFS) é apresentada na Tabela 1.
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Figura 14 — Curva de calibracdo para o método na faixa de trabalho de 10 a 100 ug L™, com
linearidade obtida de 0,9984.
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Concentracao
Solucdo (ugL?) Final (ng L")
0,10 10
0,25 25
0,50 50
0,75 75
1,00 100

Tabela 1 - Concentracdes das solu¢cdes aquosas iniciais e correspondentes concentracbes das
amostras em solvente apés extracdo em fase sélida.

A sensibilidade é avaliada através da inclinacdo da reta da curva de
calibracdo. Na curva obtida para o método (Figura 15) obteve-se uma reta com boa

inclinacdo, ou seja, préoxima de 45°, representando boa sensibilidade do mesmo.
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Figura 15 - Curva analitica com indicag&o da reta, com detalhe da inclinacéo préxima a 45°.

Para determinacéo da precisdo do método, foram avaliadas a repetitividade
e precisdo intermediaria. A repetitividade foi obtida através do coeficiente de
variagdo das analises realizadas em triplicata das amostras em solvente nas
concentracdes de 10; 25; 50; 75 e 100 ug L™. Os coeficientes de variacdo (%) s&o

apresentados na Tabela 2 para cada concentracao considerada.
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Con(c;fgnt_rla)gao CV (%)
10 2,870
25 2,373
50 0,830
75 1,439
100 0,680

Tabela 2 - Repetitividade do método determinada para cinco niveis de concentracdo através da
obtencdo do coeficiente de variacdo relativo as analises realizadas em triplicata, sob mesmas
condicdes.

A precisdo intermediaria foi avaliada em dois dias diferentes, para o0s
mesmos niveis de concentracfes. Os resultados dos coeficientes de variacédo

obtidos sdo apresentados na Tabela 3.

Concentragao

(ng L) cv )
10 0,693
25 1,885
50 0,950
75 1,890
100 0,843

Tabela 3 - Precisdo intermediaria do método determinada para cinco niveis de concentracdo
considerando o coeficiente de variacdo de amostras analisadas em dois dias diferentes.

Solucdo padrdo em solvente na concentragéo de 1 ug L™ foi utilizada para
determinacdo dos limites de quantificacdo (LQ) e de deteccdo (LD) instrumentais.
N&do sendo possivel determinar a relacdo sinal/ruido, embora a AA tenha sido
detectada, considerou-se como LQ > 1 ug L* e LD = 1 pyg L™. Essa concentragéo
corresponde a uma concentracdo na solucdo inicial de 0,01 ug L™,

A recuperacao do método EFS-CLAE-UV foi avaliada a partir da fortificacao
de amostra real com acrilamida, em concentracdo de 0,5 pg L™, que é o valor
maximo permitido pela Portaria MS 2914/2011. A amostra passou por processo de
EFS, sob as condi¢des descritas anteriormente, e foi analisada via CLAE-UV, em
duplicata. A concentragdo da amostra inicial (0,5 pg L™) corresponde a uma
concentracdo final apés a EFS de 50 pyg L™*. Com os resultados obtidos dessa
analise, a recuperacéo do processo completo foi de 21,8%, ou seja, a concentracao
de acrilamida quantificada foi de 0,1 pg L™, ainda dentro da faixa de trabalho.
Embora as analises dos padrdes tenham resultado em bons parametros de

validacdo, quando analisada amostra real fortificada, o processo ndo demonstrou
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qualidade satisfatoria, visto que a recuperacdo recomendada para analitos em
concentracdo de nivel de traco é de 70 a 120 % (RIBANI et al, 2004).

Os parametros e métodos desenvolvidos devem ser aprimorados para um
melhor resultado em amostras reais, visto que podem existir diversos compostos na
agua tratada atuando como interferentes nos processos de extracdo e separacao.
Amostras reais de agua tratada nado tiveram acrilamida detectada pelo método EFS-
CLAE-UV, porém, a partir dos resultados obtidos com a amostra fortificada, a nédo
deteccdo de acrilamida ndo é garantia de que a amostra nao continha AA. Caso
houvesse, seria abaixo do limite maximo permitido estabelecido pelo Ministério da

Saude, considerando a recuperacao determinada.

4 CONCLUSAO

O procedimento de extracdo em fase solida desenvolvido com utilizacdo de
cartuchos compostos de carvao ativo demonstrou boa recuperacédo da acrilamida,
cerca de 72%. Este valor deve-se a combinacdo de fatores como componente solido
do cartucho, solvente eluente e consi¢cfes cromatograficas adequadas. Nesse caso,
metanol foi melhor eluente que a acetona para a acrilamida na etapa de EFS.

Com a utilizacdo da CLAE-UV, foi desenvolvido um método com 6tima
linearidade (R2 = 0,9984), boas sensibilidade, repetitividade e precisao intermediaria,
na faixa de trabalho de 10 a 100 pg L™ Quanto aos limites de deteccdo e
quantificacdo, LD = 1 yg L e LQ > 1 pg L™. Quando avaliado processo de EFS-
CLAE-UV, a recuperacdo da acrilamida em amostra real fortificada foi de apenas
21,8%.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do trabalho permitiu conhecer o comportamento da
acrilamida sob acdo da radiagdo UV, do conjunto UV/H,O, e do H;O,. Essas
informacgdes permitem utilizacdo desses processos para degradacdo de acrilamida
em conjunto com outros contaminantes presentes na agua para abastecimento, que
sabidamente ndo sdo eliminados ou retidos nos processos convencionais de
tratamento de agua.

Importante salientar a possibilidade da utilizagdo da radiacdo solar como
fonte de radiacdo UV, que demonstra 6timos resultados na degradacdo de outros
contaminantes (em fotolise direta, fotdlise conjugada, e fotocatalise) e tem
possibilidade de ser igualmente eficiente para a acrilamida. Apresenta ainda o
beneficio adicional de ser uma energia gratuita e de grande disponibilidade.

O desenvolvimento da metodologia analitica resultou em um método
eficiente de EFS e de analise via CLAE-UV, na anélise de padrdes. A partir desses
resultados, o método pode ser melhorado e adequado para amostras reais para
efetiva utilizacdo e monitoramento da acrilamida na agua potavel.

Esse trabalho, como primeiro a ser desenvolvido nessa tematica dentro do
Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia Civil, area de Recursos Hidricos e
Saneamento Ambiental, € de grande valia para o Programa. Seu desenvolvimento e
0os resultados obtidos, assim como a parceria com o0 LQAA do IQ-UFRGS,
apresentam uma grande possibilidade de trabalhos futuros na area de degradacao

de contaminantes e de métodos analiticos via cromatografia.



4 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar os experimentos de degradagdo na concentracdo ambiental, ou
seja, na concentracdo encontrada em amostras de agua potavel.

Realizar os experimentos de degradagdo em amostras reais.

Concluir o método com a utilizacdo de cromatografia a gas acoplado a
espectrometria de massas com etapa anterior de derivatizacdo (APENDICE), para
se atingir LD e LQ menores, alcancando o padréo internacional de 0,1 ug L™.

Identificar, através de espectrometria de massas, os subprodutos gerados na
degradacdo da acrilamida. Se necessario, realizar testes de toxicidade com os

mesmos.



APENDICE

BROMACAO DE ACRILAMIDA PARA ANALISE POR CG-EM

1 Introducéao

Devido a dificuldade de analise da acrilamida, principalmente em funcéo da
sua alta solubilidade em agua, os principais métodos analiticos desenvolvidos séo
baseados em processos de derivatizacdo da acrilamida. Papousek et al (2014)
desenvolveu método para determinacdo de acrilamida e acroleina em fumaca de
cigarro, apos solubilizacdo da mesma em agua, via processo de brominacéo desses
analitos.

Diante disso, o0 objetivo desse trabalho foi aplicar o processo de bromacéo
descrito por Papousek et al (2014) em amostras aquosas de acrilamida e avaliar sua

recuperacao.

2 Reagentes

Acrilamida P.A e sulfato de magnésio (MgS0O,) (Sigma-Aldrich), bromato de
potassio (KBrOs), brometo de potassio (KBr), acido sulfuarico P.A. (H2SO.,
Proquimios), tiossulfato de sédio (Na,S,03), acetato de etila grau HPLC . Foram

empregados reagentes comerciais.

2.1 Procedimento de derivatizacao e extracao liquido-liquido

Processo de derivatizacdo foi adaptado de Papousek et al. (2014). Para
processo de derivatizacao, foi adicionado a amostra de 10 mL 2 mL de solucéo 0,1
M de KBrOs;, seguido de 0,5 g de KBr e de 4 mL de solucdo 0,1M H,SO,4. Nesse
momento inicia o processo de bromacdo da acrilamida, indicado pela coloragéo
amarelada da amostra. O recipiente permaneceu em banho de gelo e no escuro por
30 min. Ao fim da reacdo, adicionou-se 3 mL de solucdo 0,1 M de Na,S;0s3;. A
extracdo foi realizada com acetato de etila, 3 vezes de 2 mL cada. Empregou-se
MgSO, para remocgéo da umidade. O extrato foi entdo lentamente reduzido a 1 mL

em evaporador (Reacti-Therm, Thermo Scientific) com fluxo de Na.
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2.2 Andlise via GC-MS

Amostras derivatizadas foram analisadas em GC-MS Shimadzu QP-
2010SE equipado com injetor automatico (AOC-20i, Shimadzu) e coluna
capilar Restek Rtx-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um) utilizando hélio como géas
de arraste a um fluxo constante de 1 mL min™. Parametros de injecdo foram: 1
UL splitless; 50°C por 5 min e 10°C/min até 250°C. As temperaturas do injetor
e da interface foram 250°C e 280°C, respectivamente. Analisador de massas
quadrupolar foi empregado e os dados foram capturados nos modos SCAN e
SIM. A energia de ionizagé&o utilizada foi de 30 eV.

3 Resultados e discussao

3.1 Pocesso de derivatizacao e de extracao liquido-liquido

Derivatizacdo da acrilamida em solucdo aquosa com concentracdo de 5 mg
L? ocorreu de forma esperada. Andlise por CG-EM detectou o composto
derivatizado 2,3 — dibromopropionamida, com tempo de retencéo de 8,7 min, nas
condi¢Bes cromatogréaficas descritas no item 2.2 (figura 1). Analise do espectro de
massas obtido (figura 2a) confirma a deteccdo quando comparado ao espectro
disponivel pela biblioteca NIST/EPA/NIH 2008 (figura 2b). A boa correspondéncia
entre 0s espectros permite a selecéo de ions de relacdo massa/carga caracteristicos

para posteriores analises em modo SIM, que torna o método mais sensivel.
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Figura 01 - Cromatograma da acrilamida bromada, ou 2,3 - dibromopropionamida.



61

§§1.DD ) =5
[ =]
£ 0.75] (a)
S X
f:; 0.50]
@ 106
207
% 0.251 55 149 281
i) 133
&= D.onm ‘.\‘\..\. L, 22 ‘H il H a7 191l 221 235 249 285 ) 295
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0

150
106 Br
0.257 g 10
Pl e
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 295.0 250.0 275.0
Figura 02 - Espectros de massas de 2,3 — dibromopropionamida: (a) espectro de massas obtido via

CG-EM; (b) espectro de massas disponibilidade pela biblioteca NIST/EPA/NIH 2008.

Resposta do detector
(x10,0
o o
[
o (4]
N
=
[ss]
2
—C
=
A3
—
(=2
S

0.00

Foi realizada derivatizacéo de solucéo aquosa a 1 mg L™ de acrilamida,que
demonstrou bons resultados (figura 3), mesmo com a utilizagdo de reagentes
comerciais, com grau de pureza indesejavel para andlises cromatograficas. Assim,
espera-se que a qualidade do processo de derivatizacdo, extracao e separagcao seja

ampliada a partir da utilizacdo de reagentes de qualidade adequada.
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Figura 03 - Cromatogramas de 2,3 - dibromopropionamida correspondentes as concentracdes iniciais
de acrilamida em solucéo aquosa de 5 e 1 mg L™t

4 Concluséo
O processo de bromacdo da acrilamida via metodologia adaptada de

Papousek et al (2014) demonstrou-se um método adequado a analise de amostras

de 4gua tratada. A reacéo de brominacao ocorre de forma rapida (30 min) e, embora



62

exista o risco da liberagdo de bromo, esse pode ser facilmente controlado seguindo-
se recomendacdes bésicas de seguranca laboratorial.

Analise via CG-EM utiliza condicdes amplamente utilizadas e difundidas em
laboratérios de cromatografia, facilitando a aplicabilidade do método. De acordo com
os resultados preliminares, parece um método muito sensivel, mesmo na presenca
de interferentes. A utilizagdo futura de reagentes de grau de pureza adequados,
deve tornar o método ainda mais sensivel e permitir a conclusdo e validagdo do

mesmo.
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