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RESUMO

Uma das ultimas etapas do processo industrial de produ¢do mononitrobenzeno (MNB)
consiste na extragdo dos subprodutos da reacdo, 2,4-dinitrofenol (DNF) e 2,4,6-
trinitrofenol (TNF), para aumentar a pureza do MNB. O efluente aquoso da extragao
alcalina, contendo estes nitrofenois (NFs) e seus sais, resultantes do processo de extragao,
¢ depois sujeito a um tratamento adequado. A informagao disponivel na literatura sobre a
transferéncia destes nitrofendis entre as duas fases do processo de extragdo ¢ muito escassa
ou mesmo inexistente. Assim, foi objetivo deste trabalho dar um primeiro contributo para
a determinacao das razodes de distribui¢do destes compostos no sistema liquido-liquido

MNB-agua desmineralizada.

Uma primeira etapa consistiu no desenvolvimento e validacdo de um procedimento
para adaptar a metodologia shake-flask a determinagdo da razao de distribui¢do dos NFs
no sistema liquido MNB-4gua desmineralizada tornando-a mais expedita e eficiente.
Concluiu-se que 2 minutos de agitagdo e 60 minutos de decantagdo sdo condigdes
adequadas para os ensaios, ao invés dos longos periodos referidos na literatura para o

referido método.

A realizagdo do estudo da distribui¢ao dos NFs no sistema MNB-agua, recorreu a dois
lotes de MNB com 99,96% ¢ 99,99% de pureza. Os NFs foram dissolvidos na agua em
diferentes concentragdes, isoladamente e em conjunto, para também avaliar a possibilidade
de um dos solutos condicionar a razao de distribui¢cao do outro. Foi estudada a influéncia

da temperatura e o pH do meio.

A transferéncia do DNF da fase aquosa para a organica, quando isolado, mostrou ser
claramente dependente da pureza do MNB e mais elevada no sistema com um maior grau
de pureza A razao de distribui¢do do DNF, Dpnr, no sistema MNB - 4gua desmineralizada
foi avaliada partindo de concentracdes iniciais de DNF entre 0,06 e 2,5 e apresentou duas
gamas de valores: 0,003 a 4, no caso do MNB de menor pureza, e 60 a 32 para 0 MNB de
maior pureza. A variagdo de Dpnr com a concentracdo inicial ndo ¢ linear e ¢ muito
significativa para concentragdes iniciais superiores a 0,5. O efeito da pureza do MNB foi
ainda mais acentuado quando os NFs foram introduzidos em conjunto no sistema. Na
presenca do TNF, a razdo de distribuicdo Dpnr, aumentou muito significativamente. A
partir de concentragdes iniciais de DNF e TNF de 1, o DNF atinge concentragdes residuais

na fase aquosa, sendo transferido para a fase organica, o que corresponde a Dpnr muito
iv



elevada. No caso do TNF nao foram observadas discrepancias significativas na distribui¢ao

do soluto em funcdo da pureza do MNB utilizado.

O TNF apresentou menor afinidade com o MNB do que o DNF, o que se traduziu em
valores da razdo de distribuicdo muito inferiores aos obtidos para o DNF em sistemas
analogos. A razao de distribuicdo do TNF, mostrou ser independente da pureza do MNB e
da presenga de DNF no sistema. A razdo de distribuicdo aumenta gradualmente com a
concentragdo inicial: ¢ inferior a 1 para concentragdes iniciais de TNF inferiores a 2,5,e
ndo atinge valores superiores a 3. A gama de concentragdes iniciais de TNF testadas atingiu
as 13 unidades. Contudo, acima de 5, a transferéncia para a fase organica aumenta

gradualmente e, de acordo com as gamas obtidas, a distribui¢ao € mais significativa.

Os ensaios realizados a diferentes temperaturas permitiram concluir que a temperatura
ndo ¢ um fator relevante na distribuicio dos NFs, ndo se verificando alteracdes
significativas no comportamento dos solutos. Apenas foi observado um ténue aumento da

razdo de distribuicdo quando a concentragao do TNF ¢ superior a 5.

Para os sistemas MNB-agua a diferentes valores de pH comprovou-se que a afinidade
dos solutos para com a fase orgéanica ¢ de elevada ordem de magnitude a baixos valores de
pH (meio acido). A pH <2,5 houve uma transferéncia praticamente total para o MNB, tanto
do DNF como do TNF. Um aumento do pH favorece a afinidade dos NFs com a fase
aquosa, obtendo-se valores da razdo de distribui¢cdo reduzidos quando o pH ¢ superior a
2,5. Esta influéncia do pH na distribui¢ao dos solutos entre fases pode encontrar explicagao
no fato de estes serem compostos ionizaveis e um aumento do pH induzir a formagao de
sais, os nitrofenolatos, que apresentam uma maior afinidade com a fase aquosa do que com
a fase organica. No caso do DNF, a niveis de pH mais baixos (< 2,5) a razdo de distribuigao
varia entre 500 e 400; para o TNF apresenta valores significativamente inferiores, entre 60

e 115, também em meio de elevada acidez.

Este trabalho permitiu identificar diferencas na distribuicdo dos dois nitrofenodis no
sistema MNB-4gua, contribuindo para um melhor conhecimento das condi¢des de

equilibrio neste sistema funcao da concentracao dos solutos, da temperatura e do pH.

Palavras-chave- Mononitrobenzeno, DNF, TNF, Agua, Razao de distribuicao,

Concentragao, Temperatura, pH, shake-flask.



ABSTRACT

One of the last steps of the manufacturing process for mononitrobenzene (MNB)
consists in extracting the reaction byproducts, 2, 4-dinitrophenol (DNP) and 2,4,6-
trinitrophenol (TNP) to increase the purity of MNB. The effluent from the alkaline
extraction process, containing these nitrophenols (NPS) and their salts, undergoes an
appropriate treatment. The information available in the literature on these nitrophenols
mass transfer between the two phases is very scarce or nonexistent. Thus, it was the aim of
this study to provide an initial contribution to the determination of the distribution ratio of

these compounds in the liquid-liquid system MNB-demineralized water.

The first step of this work consisted in the development and validation of a procedure
to adapt the shake-flask method. The objective was to use a more expeditious and efficient
procedure to determine the distribution ratio of NPs in the water-MNB system. It was
concluded that stirring for two minutes and settling for 60 minutes were suitable conditions
for this system, greatly reducing the time referred to in the literature for the shake-flask

method.

In this study two lots of MNB with 99.96 % and 99.99 % purity were used. DNP and
TNP were dissolved in water at different concentrations, one nitrophenol or the two in the
same solution, to also evaluate the effect of one solute upon the distribution of the other.

The influence of temperature and pH were also assessed.

The mass transfer of DNP from water to organic phase, when alone, has proved to be
clearly dependent on the purity of MNB and increasing with purity grade. The distribution
ratio, Dpnp, in the MNB -water system was studied starting with initial concentrations of
DNP in the range 0,06 to 2,5. The distribution ratios were in the range 0,003 to 4 in the
case of MNB with lower purity, and 6 to 32 for MNB with higher purity. The dependence
of Dpnp on the DNP initial concentration is not linear and is more significant for
concentrations above 0,5. The effect of the purity of the MNB was even more pronounced
when the NPS were introduced together into the system. In the presence of TNP, the Dpnp,
increased very significantly. For initial concentrations of TNP and DNP of 1, the DNP
reaches residual concentration in the aqueous phase, being transferred to the organic phase,
corresponding to very high Dpnp. In the case of TNP, significant differences were observed

in the distribution of the solute as a function of the purity of MNB used.
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TNP showed a lower affinity for the MNB than DNP, which led to distribution ratios
much lower than those obtained for the DNP in similar systems. The distribution ratio of
TNP, Drnp, was not dependent on the purity of MNB or the presence of DNP in the
system. The distribution ratio gradually increases with the initial concentration: less than
1 for initial concentrations of TNP less than 25, and does not reach values higher than 3.
The range of initial concentrations of TNP tested reached 13 units. However, above 5 the
transfer to the organic phase increases gradually and in the range tested the distribution

is improved.

Tests carried out at different temperatures showed that the temperature is not a
relevant factor in the distribution of NPs between phases and there were no significant
changes in the behavior of solutes. A slight increase was observed in the distribution ratio

when the concentration of TNP is greater than 5.

The MNB-water systems at different pH demonstrated that the affinity of the solutes
with the organic phase is big at low pH. At pH <2,5 there was almost complete transfer to
the MNB, of TNP as well as DNP. A pH increase promoted the NPS affinity with the
aqueous phase, obtaining lower distribution ratio vales when the pH is higher than 2,5. This
influence of pH on the distribution of solutes between phases can be explained by the fact
that they are ionic compounds and an increase in pH induces the formation of salts, the
nitrophenolates, which have a greater affinity with the aqueous phase than with the organic
phase. For DNP, at lower pH (< 2,5) the distribution ratio, Dpnp ranged between 500 and
400; D1np distribution ratio exhibits significantly lower values in the range 60 to 115, also

at low pH.

This work allowed us to identify differences in the distribution ratios of the two
nitrophenols in the MNB-water system, contributing to a better understanding of

equilibrium conditions in this system.

Keywords - mononitrobenzene, DNP, TNP, Water, distribution ratio, Concentration,

temperature, pH, shake-flask.

Note: Due to confidentiality reasons, the variables were normalized.
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1. INTRODUCAO
1.1 Motiva¢ao para o estudo

Os nitrofenoéis (NFs), nomeadamente o 2,4-dinitrofenol (DNF) e o 2,4,6-trinitrofenol (TNF)
sdo acidos organicos (Figura 1.1) formados em reagdes secundérias no processo de produgao
industrial de mononitrobenzeno (MNB). A percentagem destes subprodutos situa-se na gama
dos 0,1 a 0,5% da massa total de MNB produzido. Apesar de esta percentagem ser relativamente
baixa, em 2011 a produ¢do mundial de MNB ascendeu aos 6,4 milhdes de toneladas, o que

representa uma producdo significativa destes compostos que detém um elevado nivel de

toxicidade (Apéndice A) (Quadros et al., 2004; Nexant, 2011).

Com a crescente preocupagdo com o meio ambiente, a Environmental Protection Agency
(EPA) elaborou uma lista de 130 poluentes prioritarios' na qual estdo incluidos os NFs. A
concentragdo méaxima do DNF e do TNF nos efluentes aquosos ¢ limitado a 20 ppb (Apolindrio
et al., 2008), o que implica o tratamento dos efluentes industriais antes da descarga no meio

ambiente.

A presenca de NFs em efluentes aquosos ¢ uma forte motivacao para se proceder a uma
analise detalhada da sua afinidade para com a 4gua. Por outro lado, na producdo de MNB os
NFs presentes neste produto pode afetar negativamente os processos reacionais a jusante,
nomeadamente na produgdo de anilina, bem como nas reagdes quimicas nas quais o MNB ¢
utilizado para as mais diversas aplicagdes, sendo extremamente crucial proceder a sua remog¢ao

(Berreta, 2011; Ribeiro et al., 2015).

No processo de produ¢do de MNB na CUF-QI, apos etapa reacional de nitragio o MNB ¢
submetido a uma sequéncia de processos de purificacao a fim de remover os vestigios de acidos
minerais utilizados na etapa reacional (&cido nitrico e acido sulftrico), bem como os
subprodutos (NFs) resultantes das reagdes secunddrias. A primeira etapa ¢ uma extragdo
liquido-liquido 4cida, realizada a valores de pH bastante reduzidos, promovendo a remogao de
acidos minerais; nesta etapa também uma determinada quantidade de NFs ¢ extraida
conjuntamente com os acidos minerais no efluente aquoso acidico resultante, que ¢ dependente
do pH do meio. Numa segunda etapa o MNB, isento de 4cidos minerais mas com uma elevada
concentracdo dos acidos organicos de NFs, ¢ submetido a um processo de extragao liquido-

liquido em varios estdgios em condicdes alcalina, frequentemente denominada de lavagem

10s poluentes prioritarios € um conjunto de poluentes toxicos assim considerados prioritarios pelo “Safe
Drinking Water Act” (“Lei da Agua Segura”), que define os padrdes para a qualidade da 4gua potavel nos
Estados Unidos da América (United States Environmental Protection Agency, 2015).
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alcalina. Adicionalmente, o processo de purificacdo do MNB termina com uma extragao

liquido-liquido em condigdes praticamente neutras.

O processo de remog¢ao dos compostos nitrofenolicos do MNB através da extragdo liquido-
liquido alcalina ¢ um processo que envolve o contato do MNB com uma solu¢do aquosa
alcalina, promovendo-se uma reagdo entre os NFs e a soluc¢do alcalina (extragdo alcalina
reativa). Normalmente, os agentes alcalinos utilizados s3o a amdnia, o hidroxido de sodio ou o
carbonato de sddio. Apesar da eficiéncia de remogao das solu¢des com base no sodio ser mais
elevada, na CUF-QI recorre-se a amodnia. Esta decisdo prende-se com o tratamento dos efluentes
aquosos obtidos no processo por incineragdo, possivel quando se utiliza amoénia mas

tecnicamente impraticavel na presenca de sodio no efluente. (Ribeiro et al., 2015).

A referida extragdo liquido-liquido alcalina reativa, ¢ um processo de separagdo que se
baseia na distribuicdo de um ou mais solutos entre dois liquidos imisciveis em contacto
(Rydberg et al., 2004). No caso em analise, os NFs estdo inicialmente dissolvidos na fase
organica, constituida maioritariamente por MNB e por benzeno que ndo reagiu. No contacto
desta solucdo organica com a amonia os NFs sdo neutralizados e convertidos em sais, 0s
nitrofenolatos de amonio, que t€ém mais afinidade com a fase aquosa do que com a fase organica,
mas que se distribuem nas duas fases liquidas (Toseland et al., 1986; Cardoso, 2013). As
reacdes principais que ocorrem no processo de extragdo alcalina encontram-se descritas na
Figura 1.1. A eficiéncia da extracdo depende dos fatores que afetam a transferéncia de massa
do soluto da fase organica para a fase aquosa, nomeadamente a concentracao, temperatura, pH

e o contacto entre as duas fases liquidas (Muller et al., 2012).

OH ONH,"
U ~ J + NH,0H | /J + H0
\r ——— -
‘
NO, NO,

-
O'NH,

OH

O:N\(&\T.Noz 012\'\(4\\\ _NO,
. \]? + NH,0H {;j + H0
NO,

NO,

Figura 1.1- Reagdes de forn;ac;ﬁo dos nitrofenolatos de aménio. [Adaptado de Cardoso (2013)]
O conhecimento da distribuicdo dos NFs no sistema MNB-4gua revela-se assim crucial
para perceber o seu comportamento em fun¢do da natureza acida, bésica ou neutra do meio,
sendo uma motiva¢do muito relevante de forma a controlar o seu teor em efluentes aquosos,

bem como otimizar as condi¢des de purificagdo por extracdo liquido-liquido.
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1.2 Objetivos do Trabalho

O MNB ¢ um composto com uma vasta gama de aplicagdes que requerem um teor de
especificado de compostos nitrofenolicos inferior a 50 ppm (CUF-QI, 2014). Por outro lado,
a industria de MNB gera efluentes contendo estes poluentes. O processo de remogao de NFs
do MNB ¢ uma das etapas cruciais no processo de producao do MNB, bem como o controlo
destas espécies nos efluentes obtidos, sendo fundamental conhecer o comportamento de

distribuicao destes compostos nos sistemas MNB-agua.

O conhecimento da termodinamica do processo ¢ essencial para compreender o processo
de lavagem do MNB e proceder a sua otimiza¢do, bem como controlar de forma adequada
os efluentes aquosos obtidos no processo de producao. A presenca de NFs nos efluentes
aquosos ¢ um fator extremamente critico para os seres vivos € o meio ambiente, sendo

fundamental conhecer a afinidade destes subprodutos com a agua.

Apesar de a producdo de MNB a nivel mundial ser elevada, ndo existe disponivel na
literatura informacao sobre a razdo de distribui¢do (D) dos NFs no sistema de liquidos
imisciveis utilizados no processo de extragdo. O MNB proveniente do processo de extracao
liquido-liquido acidica é encaminhado para a extracao liquido-liquido alcalina. Além dos
NFs (DNF e TNF) presentes numa propor¢ao mais elevada, contém ainda impurezas como
benzeno, acido sulfurico, 4cido nitrico e 4gua. A presenca destes compostos afeta a razao
de distribuicao dos NFs entre as duas fases liquidas na extragao reativa. Contudo este estudo
tem como objetivo determinar a razdo de distribui¢do dos NFs em sistemas mais simples,
de forma a efetuar uma primeira contribuicao para o conhecimento da razao de distribui¢ao
dos NFs no processo. Neste contexto, no presente trabalho pretende-se determinar
experimentalmente a razao de distribuigdo dos NFs no sistema MNB-dgua, submetendo o

sistema a diferentes condigdes: concentragcdo de solutos, temperatura e pH.
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2. EXTRACAO LiQUIDO-LiQUIDO

2.1 Fundamentos da Extracao liquido-liquido

A extracdo liquido-liquido, também designada por extragdo por solvente ¢ uma técnica de
separagdo que ¢ baseada na distribui¢do desigual de um soluto entre dois liquidos em contato,
parcialmente ou totalmente imisciveis (Muller et al., 2012). A técnica de separacao referida ¢
uma das mais utilizadas na industria, devido a sua simplicidade, rapidez e vasta gama de

aplicagoes (Kislik, 2012).

O fundamento da extragdo liquido-liquido ¢ a diferenca da solubilidade dos solutos em
diferentes solventes, que ocorre devido as diferentes interagdes. A alimentacao do processo,
que contém o soluto a extrair ¢ designada de diluente. Esta ¢ misturada com um solvente
(parcialmente ou totalmente imiscivel no diluente) com o qual o soluto tem maior afinidade,
promovendo-se a sua transferéncia de massa do diluente para o solvente. No final do processo,
a alimentacdo designa-se por residuo e o solvente por extrato (contém o soluto extraido). A
Figura 2.1 é uma representagdo esquematica do processo de extragdo a operar em contracorrente

(IUPAC, 1993; Kislik, 2012; Muller et al., 2012).

—Alimentacdo | Residuo
A+C Separagido C
Extrato Mistura _ Solvente
A+B B

Figura 2.1 — Representagdo esquematica do processo de extragdo: A — Soluto, B- Solvente, C-Diluente.
[Adaptado de Muller et al. (2012)]

A selecdo do solvente ¢ uma decisdo que influéncia a eficiéncia e a economia do processo.
Deve garantir que os liquidos sdo imisciveis (ou parcialmente imisciveis) € que o soluto
apresenta maior afinidade com o solvente do que com o diluente (Muller et al., 2012). Segundo
Muller et al. (2012) existem métodos que permitem determinar o solvente adequado, e
atualmente os métodos empiricos estdo a ser substituidos pela investigacdo recorrendo aos
bancos de dados. Os métodos baseados na contribuicdo de grupos, bem como os métodos
quimicos quanticos, como por exemplo o UNIFAC e o COSMO-RS, permitem estimar as
propriedades termodinamicas das misturas incluindo a miscibilidade e a razao de distribuig@o.
A propriedade mais importante € a seletividade, que indica a capacidade do solvente dissolver
melhor o soluto do que a solugdo original, esta propriedade ¢ fortemente dependente da

concentracdo ( Thakore e Bhatt, 2007; Muller et al., 2012). No processo de selecdo também ¢

4



Distribuigdo dos Nitrofenois no Sistema MNB-agua Joana C. Azevedo

possivel caracterizar a miscibilidade dos liquidos € o comportamento dos solutos através do
conceito da polaridade: quanto maior for a diferenca da polaridade dos liquidos, maior ¢ a
probabilidade de serem imisciveis. Por outro lado, o soluto apresenta maior afinidade com o

composto cuja polaridade seja mais semelhante a sua. (Muller et al., 2012).

Os processos de extragao liquido-liquido podem ter diferentes configura¢des de acordo com
0s objetivos e as caracteristicas dos compostos envolvidos. Contudo, um processo tipico

envolve as seguintes etapas (Richardson et al., 2002; Gavhane, 2008):

e Promover o contacto entre o diluente e o solvente, de modo a exponenciar a
transferéncia de massa entre as fases;

e Separagao das fases resultantes, mediante processos fisicos (geralmente o processo de
separacdo utilizado ¢ a decantag?o);

e Recuperagao do solvente em cada fase e reutilizagao.

Na maioria dos processos de extragdo se o solvente reagir com o soluto o processo designa-

se de extragdo reativa (Rydberg et al., 2004; Muller et al., 2012).

2.2 Equilibrio Liquido-Liquido
2.2.1 Razao de distribuicao e constante de distribuicao

O equilibrio de fases na extracdo liquido-liquido pode ser caracterizado através da

distribui¢do desigual do soluto entre os liquidos imisciveis (Kislik, 2012).

Na literatura, existe alguma confusdo relativamente aos termos mais adequados para
determinar a distribuicao dos solutos. Segundo a [UPAC (1993) o termo “distribui¢do” deve
ser utilizado quando se refere a concentragdo total da espécie, independentemente da espécie
quimica (atomos, moléculas, 10es). Por outro lado o termo “parti¢do” ¢ referente a uma

determinada espécie em concreto.

Para caracterizar a distribuicao do soluto nas duas fases liquidas, determina-se a razao entre a
concentragdo total do soluto no extrato € a concentragdo total no solvente. Esta razao ¢
comumente designada de coeficiente de distribui¢do, contudo um coeficiente ¢ uma medida
numérica de um parametro fisico ou de uma propriedade. Segundo a [IUPAC (1993) coeficiente
de distribuicdo ndo ¢ a designagdo adequada, sendo recomendado o termo razao de distribui¢ao
(D). A razdo de distribuicdo de um soluto ¢ um valor que varia com as condi¢gdes experimentais
(reagdo quimica, precipitacdo, ionizacao). Quando a razdo ¢ aplicada a um sistema que envolve

uma fase organica e uma fase aquosa, por convengao o numerador ¢ referente a fase organica e
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o denominador a fase aquosa (IUPAC, 1993; Berthod e Carda-Broch, 2004; Berthod e Mekaoui,
2011).

A constante de distribui¢ao (Kp) ou razdo de parti¢do € a razdo entre a concentragdo de
uma determinada espécie numa forma quimica definida no extrato e a concentracdo da mesma
espécie no solvente. A constante de distribuicdo implica um estado de equilibrio entre as fases
liquidas e para um sistema aquoso/organico, ¢ definida por ( IUPAC, 1993; Berthod e Mekaoui,
2011):

KD — Ci,org:?lnica (1)

Ci,aquosa

A constante de distribui¢do ndo ¢ alterada pela concentragdo, contudo depende do estado
padrdo definido e principalmente da temperatura. (IUPAC, 1993). No caso de um soluto
ionizédvel, como por exemplo o caso genérico do soluto AH, o sistema dispde de duas constantes
de distribuicdo, K3 e K}, que corresponde as forma molecular (AH) e ionizada (A,
respetivamente. Segundo a IUPAC (1993), o termo coeficiente de particdo ndo deve ser

utilizado como sinénimo da constante de particao, razao de particdo ou razao de distribuigao.
2.2.2 Termodinamica do equilibrio

Na natureza todos os sistemas tendem para um estado de equilibrio no qual a energia ¢é
minima. Num sistema ternario liquido-liquido, a concentragdo do soluto nas duas fases ¢
ajustada através da transferéncia de massa até se atingir um estado de equilibrio, no qual o

potencial quimico do soluto € igual em ambas as fases (Rydberg et al., 2004).

O potencial quimico € um conceito abstrato uma vez que ndo ¢ possivel medi-lo
diretamente. No entanto € necessario aplicar este conceito para analisar a transferéncia de massa
entre duas fases liquidas. Quando se colocam em contacto duas fases liquidas imisciveis e ¢
adicionado um soluto, A, o potencial quimico do soluto em cada uma das fases liquidas ¢
diferente, ocorrendo transferéncia da fase liquida com o potencial quimico mais elevado para a
de menor potencial, até se alcancar um estado de equilibrio entre as fases (Koretsky, 2013). Na
extracdo liquido-liquido a diferenga do potencial quimico do soluto em cada fase ¢ a driving-

force para que ocorra a transferéncia de massa (Rydberg et al., 2004).

Num sistema ternario, constituido por dois liquidos parcialmente imisciveis, 1 € 2, € um
soluto, A, o potencial quimico de A em cada uma das fases liquidas, 7, (considerando misturas

ideias) ¢ dado por:

Wa = Ka+RT Inx;p (2)
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Em que, ,ug 4 € o potencial quimico de A a diluigdo infinita na fase liquida i, x; 4 a fracdo

molar do soluto na fase liquida i.

Como ja foi anteriormente referido a concentracdo do soluto em ambas as fases, sob a

forma de fracdo molar, ¢ alterada de forma a igualar o potencial quimico.

W+ RT Inx;p = pds +RT Inx, a (3)
WA= 1ga = RT In(222) @
1,A

Relacionado a equagdo (1) com a equagao (4) vem:

<”(1),A_ Hg,A)
X
e\ RT =g, =24 (5)

X1,A

Para misturas nao ideias, as fragdes molares sao substituidas pela atividade (concentragao

termodindmica), a = xf, em que f ¢ o coeficiente de atividade.

A transferéncia de massa entre as duas fases liquidas ¢ intimamente dependente da
solubilidade do soluto em ambas as fases. A solubilidade ¢ definida como a quantidade maxima
de soluto que ¢ possivel dissolver numa determinada quantidade de solvente a uma temperatura
especifica e, em geral, aumenta linearmente com a temperatura. A polaridade do composto,
também afeta a sua solubilidade, uma vez que apresenta maior afinidade com os solventes com

polaridade mais proxima. Comumente, ¢ usada a expressao “like dissolves like” (Chang, 2010).
2.2.3 Influéncia das condicdes operatorias

A constante de distribuicdo pode ser determinada recorrendo a Equacdo 5, e € apenas
sensivel as variacdes de temperatura. A solubilidade dos liquidos ¢ mutualmente dependente da
temperatura, existindo uma temperatura critica no qual um sistema bifasico passa a ser
monofasico. Contudo, para sistemas pouco misciveis nos quais a variacao de temperatura do
sistema ndo provoca grandes alteracdes na solubilidade dos liquidos envolvidos, pode

considerar-se que o efeito da temperatura ¢ desprezavel (Berthod e Carda-Broch, 2004).

Quando o soluto ¢ ionizavel ou sofre uma transformacdo quimica, a concentracao de uma
espécie ¢ alterada, o que provoca uma variagao na razao de distribui¢ao, sem que haja variagao
na constante de distribui¢do. Quando o soluto ndo sofre qualquer alteracdo, a constante de
distribuicdo ¢ igual a razao de distribui¢do (Berthod e Carda-Broch, 2004; Berthod e Mekaoui,
2011).
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A razdo de distribuig¢do dos solutos ionizaveis ¢ largamente afetada pelas variagdes de pH
do sistema. Uma pequena variagao do pH pode induzir uma elevada variagdo na concentragao
do soluto em cada uma das fases (Berthod et al., 1999). Os compostos ionizaveis podem ser
classificados em diferentes categorias, a primeira corresponde aos acidos monopréticos e €

descrita pela equagao:
AH s A~ +H?

Os NFs, acidos organicos envolvidos no processo de produ¢cdo do MNB, sdao compostos
ionizaveis pertencentes a esta categoria, uma vez possuem apenas um protdo. A medida que o
pH aumenta, a forma molecular ¢ ionizada dando origem ao anido (Berthod et al., 1999; Chang,

2010).

A capacidade de ionizacdo de um 4acido ¢ definida através da sua constante de ionizagao,
K,, tanto maior quanto mais forte ¢ o 4cido, o que se traduz numa maior concentragao de ides
H;0%em equilibrio. Na literatura, a constante de ionizagdo é normalmente apresentada sobre a
forma de logaritmo, a qual ¢ designada por pKa (pKa = —log K,) e a relagdo entre o valor de

pKa e a forca do 4cido ¢ inversa (Chang, 2010).

Segundo Berthod et al. (1999), a hidrofobicidade ¢ muito dependente dos estados de
ionizagdo, sendo aceite que os ides sdo hidrofilicos. No caso de um sistema aquoso/organico os

i0es tendem a migrar para a fase aquosa com o aumento do pH, devido a sua maior afinidade

com a agua (Figura 2.2) (Berthod e Carda-Broch, 2004).
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Figura 2.2 — Variacao da razdo de distribuig¢do, D, de compostos ionizaveis monoproticos
para diferentes constantes de ionizag¢do (Berthod e Carda-Broch, 2004).

2.3 Métodos para a determinac¢io da constante de distribuicio

Na literatura sdo descritas varias metodologias de determinag¢do das constantes de

distribuicdo. Berthod e Carda-Broch (2004) ilustram esta avaliagdo apresentando as
8
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metodologias mais utilizadas para o sistema octanol-agua. Contudo, estes procedimentos

podem ser extrapolados para outros sistemas de liquidos imisciveis.

2.3.1 Shake-flask

Segundo Leo et al. (1971), a metodologia mais simples para a determinagdo da razao de
distribuicdo de um soluto designa-se de shake-flask e estd ilustrada na Figura 2.3. O
procedimento consiste na dissolu¢cdo de uma determinada quantidade de soluto na fase aquosa
ou na fase organica. Esta ¢ colocada num tubo de ensaio juntando a outra fase e procede-se a
agitacdo a uma determinada temperatura e por tempo definido, de forma a estabelecer contato
entre os dois liquidos promovendo a distribuicdo do soluto. Em geral, a agitagdo durante um
longo periodo de tempo ¢ indesejavel uma vez que o sistema tende a formar emulsdes. Apos a
agitacdo, a separacdo das fases ocorre normalmente por acdo da gravidade. Atingido o
equilibrio, o sistema ¢ submetido a uma centrifugacdo de modo a separar as goticulas de
menores dimensoes. A concentracdo do soluto em cada fase liquida é determinada através de
diferentes técnicas analiticas, como por exemplo: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC), Cromatografia Gasosa (CG), Cromatografia em Camada Fina (TLC), entre outras
(Sangster, 1989; Berthod e Carda-Broch, 2004; Glomme et al., 2005).

A vantagem desta metodologia, ¢ a medi¢ao direta da constante de distribui¢do do soluto
no sistema bifasico. A gama de medi¢do depende da composicdo das fases e concentracao
prevista. Quando a concentracao se situa abaixo dos limites de dete¢cao da maioria dos métodos
analiticos, € necessario recorrer a métodos radioquimicos, que ndo sao simples de utilizar num
ambiente laboratorial (Berthod e Carda-Broch, 2004). O inconveniente desta metodologia,
shake-flask, € o fato de necessitar de muito tempo para a sua execugdo (Sangster, 1989), devido
aos longos periodos de agitacdo e decantagdo das fases empregues, para promover a

transferéncia de massa ¢ a clarifica¢ao das fases.

(A)
Figura 2.3 - Representacdo esquematica do método shake-flask. A — Introdug@o dos liquidos
imisciveis no tubo de ensaio; B — Agitacao do sistema; C — Separacdo das fases por gravidade; D-

Anélise de uma ou ambas as fases. [Adaptado de Bamberger et al.(1985)]
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Atualmente existem algumas variagdes a metodologia acima referida. Um dos processos
funciona em continuo recorrendo a analise por “injecao de fluxo”, vulgarmente designada de
FIA (Flow Injection Analysis), ¢ frequentemente utilizada para determinar a constante de
distribuicdo de sistemas organicos e aquosos. Utilizam-se trés bombas para injetar cada um dos
intervenientes: fase aquosa, fase organica e uma outra para o soluto que pode ser dissolvido em
qualquer uma das fases. As fases liquidas sdo injetadas alternadamente em “slugs” para
aumentar a area de transferéncia e promover a distribuicdo do soluto entre as fases. A
absorvancia da fase aquosa ¢ monitorizada em continuo através de um detetor
espetrofotométrico. A area do pico do soluto nesta fase permite calcular o valor de K. A
metodologia FIA, permite usar diferentes caudais ou volumes de cada fase. Pode ainda ser
acoplado ao sistema um tubo de dialise que permite separar as fases para a analise pretendida

(Berthod e Carda-Broch, 2004).

2.3.2 Cromatografia Liquida em Contra Corrente (CCC)

A cromatografia liquida em contracorrente (CCC) recorre a duas fases liquidas imisciveis
(fase movel e estacionaria), ndo existindo um suporte solido para a fase estacionaria. As fases
sdo0 mantidas em contato através de campos centrifugos permitindo a migragdo do soluto de
acordo com a afinidade com a fase estacionaria, uma vez que a parti¢do liquido-liquido é o
unico fendmeno responsavel pela reten¢ao do soluto no sistema biféasico.

O volume de retencao do soluto esta diretamente relacionado com a razao de distribuigao

do soluto, no sistema de liquidos utilizados na CCC, e ¢ dada por:

D= Ci,fase estaciondria __ VR-VuM (7)

Cifase mével Vc—Vm

Em que, VR é o volume de reten¢io do soluto?, Vy é o volume da fase movel e V é o
volume da coluna. Como ja foi referido na seccdo 2.2.1, se o soluto ndo sofrer qualquer
alteragdo quimica (reagdo, ionizagdo ou complexacdo) a razdo de distribuicdo ¢ igual a
constante de distribuicao (D = Kp).

A CCC ¢ referenciada como um excelente método para a determinagdo de constantes de
distribuicao, uma vez que os mesmos liquidos utilizados no shake-flask também sao utilizados
neste tipo cromatrégrafo, contudo os cromatrégrafos adequados sdo especificos e nem sempre
estdo disponiveis, o que € uma limitacdo (Berthod, 2002; Berthod e Carda-Broch, 2004). No

caso particular do sistema em estudo, a utilizacao desta metodologia seria impraticavel uma vez

2.0 volume de retengio do soluto é o volume da fase mdvel necessario para eluir o soluto através da coluna
(Harris, 2007)
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que o MNB ¢ um solvente organico muito agressivo para o equipamento, provocando a sua

degradacao.

2.3.3 Eletroforese Capilar

A eletroforese ¢ uma técnica de separa¢ao baseada na velocidade de migragao de solutos
eletricamente carregados por um campo elétrico numa solugdo aquosa tampao. A velocidade
de migracdo do soluto depende da sua carga e peso molecular, mas pode ser modificada
mediante intera¢des quimicas ou fisicas entre o soluto e o meio eletroforético (Kuhn e Hoffster-
Kuhn, 1993). A Cromatografia Eletrocinética Micelar (MECC) ¢ uma técnica hibrida entre a
cromatografia e a eletroforese, que permite a separacao de solutos neutros através da introdugao
de surfactantes eletricamente carregados, num nivel de concentracdo que permita a formacao
de micelas na solugdo aquosa tampao (Khaledi, 2012). A solugdo aquosa move-se rapidamente
em relagdo as micelas que se deslocam lentamente. Quando ¢ introduzida uma amostra no
sistema o0s seus componentes distribuem-se entre a fase aquosa e o interior das micelas de
acordo com as diferentes afinidades (Skoog et al., 2007). As micelas promovem interagdes do
soluto com o meio em que estd inserido, semelhantes as estabelecidas na cromatografia de
parti¢do liquido-liquido (Yu et al., 2012), uma vez que a separagdo dos componentes da amostra
depende das suas constantes de distribui¢ao entre a fase movel e a fase constituida pelas
micelas, que ¢ designada de fase pseudoestacionaria. (Terabe, 2008). A seletividade do soluto
¢ determinada devido a sua distribuicdo entre o meio micela-fase aquosa, a qual fornece
informacdes sobre o mecanismo de distribui¢do do soluto, permitindo calcular a constante de
distribui¢do (Chen et al., 1994), uma vez que o tempo de migracdo do soluto € proporcional a

sua constante de distribui¢do (Terabe, 2008).
O fator de capacidade, k', permite determinar a migragdo/retengdo de um composto neutro,
e ¢ dado por:

; __nuamero de moles do soluto na micela

nimero de moles do soluto na fase aquosa
(8)

Experimentalmente, o fator de capacidade ¢ determinado através do tempo de migragao do

soluto no sistema:

k= bt (9)

to(1—)
micC
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Em que t,, ty, € t;nic 30 0s tempos de migracao do soluto, do “fluxo do bulk” e da micela,
respetivamente. O “fluxo do bulk” é equivalente ao tempo de migracdo do soluto no qual ndo
ha interagdo com a micela. Inversamente o tempo de migragcdo da micela ¢ referente ao tempo
de migracao no qual o soluto estd completamente associado a micela (o soluto nao se distribui
fora da micela) (Herbert e Dorsey, 1995). Segundo Terabe et al. (1993) a razdo entre o volume

das micelas e da fase aquosa (Vpn;c/Vaq), pode ser determinada através de:

Vmic — V(Cgyrf—cmc) (10)

Vagq 1-v(Cgyrf—cmce)

Na qual v € o volume especifico parcial das micelas, Cg,,-r € a concentragdo de surfatante
introduzida e cmc € a concentragdo critica micelar (concentragdo acima da qual as moléculas

de surfatante comecam a formar micelas).

De acordo com as equagdes (9) e (10), a constante de distribuicdo do soluto pode ser
calculada através de seguinte equacdo (Terabe et al., 1993):

K = K Ymic (11)

Vaq

A Cromatografia Eletrocinética Micelar permite analisar a distribui¢do dos solutos na gama
completa de pH, recorrendo a quantidades de amostra reduzidas e ¢ uma técnica automatizada
com resultados num curto periodo de tempo de forma precisa e exata (Huie, 2006; Wan et al.,

2009).
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3. ESTRATEGIAS E METODOLOGIAS

Este estudo experimental centra-se na avaliagdo da razdo de distribui¢ao do 2,4-dinitrofenol

e do 2,4,6-trinitrofenol entre as duas fases liquidas do sistema MNB-dgua.

3.1 Preparacio das fases liquidas

3.1.1 Fase organica: MNB

A determinacdo experimental da razdo de distribui¢do de um soluto entre diferentes fases
implica um elevado nivel de pureza dos compostos utilizados, de modo a evitar interagdes
indesejaveis. As especificagdes do MNB a saida da fabrica referem uma pureza supeiror a
99,96%, pois ainda contém benzeno, NFs e dgua (CUF-QI, 2014). Contudo, por vezes ¢
efetuada uma recirculacdo de uma corrente de efluente aquoso proveniente da fabrica que
analina, arrastando compostos provenientes desse processo, nomeadamente ciclohexilamina,
ciclohexanona, e ciclohexanol e vestigios de anilina. Além destas impurezas também estao
presentes nitrotoluenos presentes nas matérias-primas de produgdo MNB. De acordo com as
afirmacdes acima enunciadas, procedeu-se a purificagdo de MNB proveniente da fabrica para

ser utilizado neste estudo.

A purificagdo do MNB a usar neste estudo foi efetuada através de uma destilacdo, uma
vez que os pontos de ebulicido dos compostos a remover sdo distintos, a exce¢do dos
nitrotoluenos que ndo podem ser separados por esta técnica. Os pontos de ebulicdo dos
compostos presentes no MNB utilizado na destilagdo encontram-se na Tabela B.1. A montagem

laboratorial da destilacdo do MNB encontra-se ilustrada na Figura 3.1.

=

Figura 3.1 - Montagem laboratorial da destilagdo do MNB: 1 — Recolha do MNB destilado;
2- Baldo de destilag@o; 3-Primeira fragdo de MNB obtida que ¢ rejeitada.
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Devido a quantidade de MNB destilado numa primeira fase do trabalho ter sido insuficiente
para a realiza¢dao dos ensaios inicialmente estipulados, foi necessario recorrer a um segundo
lote de MNB. O primeiro lote de MNB foi destilado no dia 17/03/2015 e o segundo lote a
18/05/2015, ao longo do trabalho serdao designados de MNB I e MNB 11, respetivamente.

De modo a aferir a pureza do MNB obtido, efetuou-se uma analise cromatografica do MNB
destilado, recorrendo a um Cromatrografo Gasoso 6890 da Agilent utilizando um detetor FID

(Flame lonization Detector). Os cromatogramas encontram-se representados na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Cromatograma do MNB destilado: a) MNB I; b) MNB I1.

A analise cromatografica realizada indica que o MNB I possui uma pureza de 99,962%,
enquanto o MNB II se situa nos 99,995%. Fato que € corroborado pela analise direta da Figura
3.2, na qual se verifica que o MNB II possui menos impurezas devido a menor quantidade de
picos e areas mais reduzidas. E de salientar que na Figura 3.2 a) ndo foi objetivo do trabalho
identificar os compostos cujo tempo de retengdo ¢ de 12,76 e 16,12 minutos, que estdo presentes

no MNB I. A composicao detalhada do MNB I e MNB II encontra-se na Tabela B.2.
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3.1.2 Fase aquosa: agua e nitrofendis

Como referido anteriormente, pretende-se estudar a distribui¢ao dos NFs no sistema MNB-
agua. A introdugdo dos solutos no sistema em estudo ¢ efetuada através da sua dissolucao na

fase aquosa.
Os NFs utilizados nos ensaios foram:

e 2.4 — Dinitrofenol, da Aldrich, cuja pureza ¢ 97%;
e 2,4,6 — Trinitrofenol (designado de Acido Picrico), da BDH Laboratory Supplies, cuja
pureza ¢ de 99%.

Devido as caracteristicas explosivas do TNF, o TNF comercial contém 50% (m/m) de agua
de forma a cumprir os requisitos de seguranca. Como tal, para a sua utilizagdo ¢ necessario
proceder a evaporacdo. Neste estudo, a evaporacdo da agua do TNF decorreu durante

aproximadamente 8 horas.

A preparagdo da fase aquosa implica a dissolugdo de uma
determinada quantidade de soluto em 4gua desmineralizada. As
pesagens foram efetuadas numa balanga da marca Kern & Sohn
Gmbh, com 4 casas decimais. Devido a baixa solubilidade dos NFs

em agua, foi necessario recorrer a um banho de ultrassons da VIR,

com regulador de temperatura (Figura 3.3) para garantir a completa

solubilizacao dos NFs. Figura 3.3 — Banho de ultrassons da VWR
utilizado na dissolugdo dos NFs.

Foram preparadas solugdes aquosas base de concentracdo 2,5 e 12,5 DNF TNF,
respetivamente, e a partir destas as solu¢gdes de menor concentracao foram obtidas por dilui¢des
sucessivas. E de referir que a preparagdo das solugdes aquosas compostas pelos dois solutos
envolveram a dissolucdo de DNF nas solucdes aquosas de TNF previamente preparadas. No

Apéndice C ¢ apresentada uma compilagdo das solucdes utilizadas.
3.1.3  Fases aquosas para o estudo da influéncia do pH

A preparacdo das fases aquosas para o estudo da influéncia da varia¢do do pH, implicou a
adicao de um &cido para diminuir o pH e de uma base para promover um posterior aumento. Os

compostos utilizados foram:

e Acido Sulfarico da Merck, de pureza na gama 95 - 97%;

e Solucdo aquosa de amonia a 25 m/m% da VWR Chemicals.
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A amonia foi previamente diluida de forma ser obtida uma solugdo aquosa de amoénia a

2,5% m/m, com a finalidade de controlar melhor a variacdo do pH induzida pela base.

O estudo de variacao do pH foi efetuado para solucdes aquosas de DNF, TNF e de ambos
os solutos, com concentragdes aproximadas de 2,5. O Procedimento A efetuado seguiu os

seguintes passos:
PROCEDIMENTO A

1. Tarar um frasco de aproximadamente 50 mL na balanga analitica;

2. Pesar aproximadamente 25g de solugdo aquosa;

3. Tarar a balanga apos a pesagem;

4. Com o auxilio de uma seringa, adicionar gotas de acido sulfirico ou amoénia, consoante
o objetivo, e registar a massa adicionada;

5. Medir o pH da solucao obtida através do medidor de pH 728 Stirrer da Metrohm,;

6. Caso o pH da solugdo nao seja o valor desejado, devem repetir-se os passos 3 a 5.

O Procedimento A foi repetido entre 10 a 12 vezes, de forma a preparar solugdes que

abrangessem a gama de pH desejada.
3.2 Procedimento experimental

No presente trabalho recorreu-se a metodologia shake-flask, descrito na sec¢do 2.3.1, uma
vez que ¢ um método simples e provou-se ser expedito. De salientar que este método nao ¢
restritivo face as espécies quimicas que se pretende analisar (Sangster, 1989), uma vez que os
NFs sdao compostos ionizaveis. A andlise das fases resultantes ¢ efetuada através da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). E também importante referir que, devido a
natureza dos solutos, sera determinada a razao de distribui¢ao ¢ ndo a constante de distribui¢ao,

uma vez que ¢ considerada a concentragdo total independentemente da espécie quimica.

A execucdo de cada experiéncia, segundo o Procedimento B compreendeu os seguintes

passos:
PROCEDIMENTO B

1. Preparagdo das fases liquidas no tubo de ensaio:
A preparagao das fases liquidas inclui uma pesagem rigorosa das fases liquidas
adicionadas, pretendendo-se uma razao massica de 2,5:2, (fase aquosa: fase organica).
Previamente a adicdo de cada uma das fases, introduziu-se a tara na balanca

- Introducdo da fase aquosa com a concentragdo de NFs pretendida e pesagem;

16



Distribuigdo dos Nitrofenois no Sistema MNB-agua Joana C. Azevedo

- Calculo da massa de fase organica a adicionar;
- Introducao da fase organica (MNB) no tubo de ensaio e pesagem da mesma;

2. Repete-se o passo 1, utilizando uma outra solu¢do aquosa com uma concentraciao de
NFs diferentes. O numero de tubos preparados depende do ensaio realizado;

3. Colocam-se os tubos no banho termostatico F25 da Julabo, a temperatura definida para
0 ensaio, até se atingir o equilibrio térmico;

4. Agitagdao manual dos tubos durante um periodo de tempo definido;

5. Decantacdo das fases liquidas, com os tubos imersos no banho termostatico a
temperatura do ensaio, durante um periodo de tempo definido;

6. Centrifugagdo das amostras nos tubos, durante 1 minuto a uma velocidade de 1200 rpm
com recurso uma centrifuga Rotanta 460 da Hettich;

7. Reintrodugdo das amostras no banho termostatico durante um periodo de 10 minutos de

forma a restabelecer o equilibrio térmico.
A determinagdo do tempo de agitacdo e decantacdo encontra-se descrita na secao 4.1.
3.3 Métodos de analise das fases liquidas

A determinagdo da razdo de distribui¢do implica a determinacdo da concentra¢ao dos NFs,
nomeadamente o DNF e¢ TNF. A determinacdo da concentragdo ¢ realizada através da

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

O equipamento de HPLC utilizado ¢ da marca Hitachi, cujo modelo ¢ o Elite LaChrom, e
opera com uma coluna de fase reversa “LICHROCART 125-4 PUROSPHER STAR RP-18”
com empacotamento de silica (18,5 pum, 250 mm x 4 mm). A analise realiza-se a 30°C com um
caudal de eluente de ImL/min. O eluente utilizado ¢ composto por uma mistura de 30% (v/v)
de acetonitrilo da VWR Chemicals com uma pureza de 99,9%, e 70% (v/v) de
dihidrogenofosfato de potassio da Merck de pureza superior a 99,5%, sendo o volume de

amostra injetado de 10 pL (Costa et al., 2013).
O principio de operacdo do HPLC, bem como as curvas de calibragdo obtidas para a
quantifica¢do dos NFs encontram-se no Apéndice D.
3.3.1 Analise da fase aquosa

Apo6s a decantagdo e centrifugacao da amostra e estabelecido o equilibrio térmico da
mistura liquido-liquido, a preparacdo da fase aquosa para analise no HPLC compreende os

seguintes passos, designado de Procedimento C:
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PROCEDIMENTO C

ARG

Remocao cuidadosa de parte da fase aquosa com uma pipeta de Pasteur de 2mL;
Introducdo da fase aquosa num tubo de ensaio, previamente tarado, e pesagem
rigorosa da amostra;

Adigdo de 2 a 3 gotas de soda céustica IN;

Dilui¢ao da amostra com agua desmineralizada, adicionando volume de acordo com
a concentracao pretendida, efetuando-se uma pesagem rigorosa da massa total de
amostra obtida;

Agitagdo da mistura resultante;

Inje¢ao da amostra no HPLC.

3.3.2 Analise da fase organica

Devido as caracteristicas da técnica de HPLC, ndo € possivel analisar diretamente a fase

organica uma vez que a fase mével tem que ser necessariamente polar e, como tal, a amostra

injetada tem que ser aquosa. Neste sentido, de forma a determinar a concentracdo dos

nitrofenois na fase organica € necessario efetuar uma extragdo dos mesmos para uma solugo

aquosa alcalina. A soda caustica apresenta uma elevada eficiéncia na extracdo dos NFs

presentes no MNB, recorrendo-se a este agente para extrair o DNF e o TNF para uma matriz

aquosa. O procedimento para a andlise da fase orginica compreende as seguintes etapas,

denominado de Procedimento D:

PROCEDIMENTO D

. Remocao cuidadosa de parte da fase organica com uma pipeta de Pasteur de 2 mL

(ap6s a remocao cuidadosa da pipeta deve limpar-se a pipeta com papel absorvente

de forma a ndo contaminar a fase organica com fase aquosa);

. Introducao da fase orgédnica num tubo de ensaio, previamente pesado, € pesagem

rigorosa da amostra;

. Adicao de soda caustica 1N na propor¢do 1:5 em massa, procedendo-se a pesagem

da massa de soda caustica adicionada;

Agitagdo vigorosa do sistema;

. Separagdo das duas fases fomentada pelo repouso do sistema por um periodo de 10

minutos seguindo-se uma centrifugagao;

. Remoc¢ao da fase aquosa com uma Pipeta de Pasteur de 2 mL;
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7. Introducdo da fase aquosa num tubo de ensaio, previamente pesado, € pesagem
rigorosa da amostra;

8. Diluicdo da fase aquosa obtida com &4gua desmineralizada de acordo com a
concentragdo pretendida,

9. Inje¢ao da amostra no HPLC.

A diluig¢do das amostras na preparacao da fase aquosa e organica deve ser efetuada de modo

a garantir que a concentracao da amostra esta na gama da reta de calibragao do HPLC.

3.4 Estudo de Reprodutibilidade e Repetibilidade (R&R)

A realiza¢dao de um trabalho de indole experimental, envolve procedimentos suscetiveis de

acumular erros que podem afetar o resultado final.

O sistema de medicdo de um processo ¢ constituido pelo conjunto de instrumentos,
dispositivos, padroes, procedimentos, operadores e sofiware que sdo utilizados para quantificar
uma unidade de medida, resultando num valor final. Em suma, é o processo completo utilizado

para se obter medicdes (A.I.A.G, 2010).

A andlise de sistemas de medi¢ao consiste em qualificar o processo de medicao,
determinando a adequabilidade do sistema, identificando e estimando o erro inerente a cada
etapa. Comumente recorre-se a estudos de reprodutibilidade e repetibilidade (R&R) para avaliar
a variabilidade do processo (Borror, 2009). A reprodutibilidade refere-se a precisao de um
método efetuado em diferentes condic¢des de ensaio, utilizando o mesmo método de ensaio, em
diferentes condi¢des de medi¢do (diferentes laboratorios, operadores, equipamentos, e/ou
periodos de tempo) e esta associada a variabilidade induzida pelo operador. A repetibilidade
representa a variabilidade existente nas medigdes efetuadas & mesma amostra em condigdes
idénticas (mesmo laboratério, operador, equipamento) num curto periodo de tempo e estd
associada a variabilidade devida ao sistema de medicao (RELACRE, 2000; Borror, 2009; SAS
Institute, 2013).

O estudo R&R permite determinar a variabilidade existente nas medigdes obtidas que pode
ser atribuida ao sistema de medicao, isolar as fontes de variacao e verificar se o sistema utilizado
¢ apropriado (Borror, 2009). Deve ser efetuado para diferentes niveis de concentra¢ao de forma
a abranger todo o dominio de aplicagdao do processo, efetuando uma série de medigdes sobre a

mesma amostra (RELACRE, 2000).
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De forma a determinar adequadamente a Reprodutibilidade e Repetibilidade ¢ necessario
estimar com precisdo os componentes de variabilidade do processo. O método de analise da
variancia (ANOVA) ¢ utilizado frequentemente em estudos R&R. Uma vez que os calculos
podem ser efetuados através de um software estatistico, este permite calcular os componentes
da variancia e recorrer a esses componentes para estimar a variacao percentual do sistema de
medicao, avaliando a amostra, o operador, a interagdo entre ambos e o erro de repetibilidade
associado ao instrumento de medigdo (Borror, 2009; Minitab, 2015b). Em relagdo a outros
métodos existentes, este permite avaliar qualquer sistema de medi¢do, estimam as variadncias
mais precisamente e possibilitam obter mais informacdes em relacao aos dados experimentais

obtidos (Motors), 2010).

Os critérios de avaliagdo do sistema de medi¢do de acordo com o estudo R&R, e tendo em

conta a variagdo total do sistema, encontram-se na Tabela 3.3 (SAS Institute Inc., 2012).

Tabela 3.1-Critérios para a avalia¢do do sistema de medi¢@o de acordo com o estudo R&R (SAS Institute Inc., 2012).

<10% Excelente
11%a20% Adequado
21%a30% Marginalmente aceitavel

>30% Inaceitavel

Quando a anélise das amostras ¢ efetuada apenas por um analista, como € o caso deste
estudo. A percentagem de variagdo total correspondente ao componente R&R total, € igual a

percentagem da variagdo total relativa a reprodutibilidade.

Associado ao estudo R&R, também se encontra o estudo da andlise da variancia, que
permite estimar a variacao percentual do sistema de medigao de acordo com a repetibilidade,
reprodutibilidade e a variabilidade nas medicdes de diferentes amostras. O estuda da variancia
permite analisar a variagdo produzida por cada fonte de erro do sistema de medigdo e a diferenga
induzida pelas diferengas entre as amostras que contribuem para a variacdo total. A
variabilidade deve ser maioritariamente induzida pela variagdo entre as amostras, percentagem
referente a reprodutibilidade e repetibilidade minima (Minitab, 2015b). Na Tabela 3.4
encontram-se os critérios para analisar a variancia dos componentes, para caraterizar o sistema

de medicao.
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Tabela 3.2 — Critérios para a avaliagdo do sistema de medi¢ao de acordo com a varidncia dos componentes (Minitab, 2015a)

<1% Sistema de medigao aceitavel

1% 29 % Sistema de medi¢do aceitavel
oa 0
dependendo da aplicagao

>9% Sistema de medigdo inaceitavel

As cartas de controlo sdo fundamentais num estudo R&R, sendo utilizadas as cartas de

controlo de média e amplitude, X e R.

As cartas de controlo baseadas na média, cartas X, permitem comparar a variagdo entre as

medi¢des com o componente da repetibilidade, sendo composta por (Minitab, 2015b):

e Pontos que representam a medi¢do média para cada amostra;

e Linha central que ¢ tragada de acordo com a média geral de todas as medigdes de
amostras;

e Limites de controlo (UCL e LCL), que sdo baseados no nimero de medigdes em cada

média e na estimativa de repetibilidade.

Nas cartas de controlo acima referidas, quando aplicadas a um estudo R&R, ¢ desejavel que
existam pontos acima dos limites de controlo uma vez que permite aferir a capacidade do
instrumento de medicao de distinguir diferentes amostras. Quando a maioria dos pontos estao

dentro dos limites de controlo ¢ dificil o instrumento de medi¢ao diferenciar as amostras

(Borror, 2009).

As cartas de controlo de amplitudes, cartas R, analisam as amplitudes das medicdes e a
consisténcia do operador, fornecendo informagdes sobre as possiveis causas na variagdo dos

resultados, e sdo constituidas por (Minitab, 2015b):

e Pontos que representam a diferenga entre a maior € menor medi¢ao para cada amostra;
e Linha central de acordo com a média global das amplitudes;

e Limites de controlo (UCL e LCL) para as amplitudes de cada subgrupo.

Nas cartas de controlo de amplitudes, a existéncia de um ponto acima do limite superior de
controlo indica que o operador ndo esté a efetuar as medi¢des de forma consistente. E desejavel
que todos os pontos estejam situados entre os limites de controlo, o que conclui que existe

consisténcia no sistema de medigao (Borror, 2009; Minitab, 2015b).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no estudo da distribuicdo dos NFs no sistema MNB-4gua sdo
apresentados no presente capitulo. Este trabalho centrou-se na determinagdo da razdo de
distribuicao do DNF e do TNF, isoladamente, ¢ quando ambos os solutos sao introduzidos no
sistema de liquidos imisciveis em conjunto, submetendo os sistemas a diferentes fatores
(concentracdo, temperatura e pH). Para a realizac¢ao deste estudo foram utilizados dois lotes de

MNB (MNB I e MNB II), com diferentes graus de pureza.

O presente estudo divide-se em duas partes. A primeira parte teve como objetivo proceder
ao desenvolvimento e validacao do procedimento experimental apresentado na Sec¢do 3.2 para
execugdo dos ensaios ¢ determinagdo da razao de distribui¢do, D, tendo consistido em avaliar
o tempo de agitacdo e decantacdo adequados. A validacdo do método incluiu uma analise da
fase onde dissolver o soluto, bem como um estudo do erro associado ao balango massico para
a determinacdo da composicdo da fase orginica, e uma avaliagdo da reprodutibilidade e

repetibilidade do sistema de medigao.

A segunda parte do trabalho centra-se na determinagdo da razdo de distribuicdo dos NFs,
de acordo com o procedimento desenvolvido na primeira parte, no sistema em analise e divide-
se em duas etapas. Numa primeira etapa ¢ estudada a influéncia da concentragdo dos solutos e
da temperatura na razao de distribuicdo (a influéncia destes dois parametros ¢ analisada em
simultaneo uma vez que o estudo da dependéncia da temperatura recorreu a diferentes niveis
de concentragdo) e numa segunda etapa, o efeito na variagdo do pH. Os resultados obtidos para
o MNB I e II sdo apresentados em paralelo de forma a comparar diretamente a relevancia da
pureza do MNB na razdo de distribui¢cdo. A maioria dos ensaios foram realizados a temperatura
de 6, a excegdo daqueles em que se pretendeu avaliar a influéncia da temperatura. No Apéndice
E ¢ apresentada uma descri¢cao sumaria dos ensaios realizados, bem como a composicao das

fases aquosa e orgéanica envolvidas.

No decurso dos ensaios foram observadas diferengas na razao de distribui¢ao obtida com
o MNB I e o MNB II. Este registo motivou a realizacdo de um estudo de modo a despistar uma
possivel causa, com fundamento no tipo e teor de componentes presentes nos lotes (Seccao

3.1.1).

A razao de distribui¢do, D, como foi enunciado na se¢do 2.2.1, é determinada através do
quociente entre a concentracdo de soluto na fase organica e a concentracdo na fase aquosa,

Equagdo 1. As concentracdes na fase aquosa foram determinadas através da analise por HPLC
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de acordo com o Procedimento C. A composi¢ao da fase organica foi calculada através de

balancos massicos como descrito, no Apéndice F.
4.1 Desenvolvimento e valida¢io do procedimento experimental

O procedimento experimental, Procedimento B, foi desenvolvido de acordo com a
metodologia shake-flask. Num primeiro passo foi explorado o efeito do tempo de agitagdo e de
decanta¢ao, com o objetivo de reduzir drasticamente a duracdo de cada ensaio, que neste

método ¢ tradicionalmente elevada (Leo et al., 1971).

A determinagdo do tempo de agitacdo e de decantagdo das fases liquidas ¢ um fator crucial,
tal como foi referido na sec¢do 2.3.1. Neste sentido, de forma a determinar os tempos minimos
de agitacao e decantagdo das fases liquidas a implementar na metodologia shake-flask, recorreu-
se ao Procedimento B enunciado na se¢do 3.2 empregando diferentes tempos de agitagdo e
decantacdo. Procedeu-se a analise das fases de modo a selecionar o tempo necessario para se

atingir o equilibrio.

4.1.1  Efeito do tempo de agitacio no método shake-flask

Segundo Leo et al. (1971) muitos dos estudos referenciados na literatura utilizaram tempos
de agitacdo das fases superiores a 60 minutos. Contudo, neste trabalho pretendeu-se averiguar
se era possivel reduzir o tempo de agitagdo de forma a tornar o método mais expedito, pois
pretendia-se efetuar um elevado nimero de ensaios, variando as condi¢des operatdrias. Uma
vez que se trabalhou com dois lotes de MNB diferentes, determinou-se o tempo de agitagao
para o MNB I e MNB 11, de modo a garantir que a decisdo seria correta. A Tabela 4.1 compila
informacao sobre a composi¢do das fases liquidas empregues, bem como da variagdao do tempo

de agitacao, tendo sido seguido o Procedimento B.

Tabela 4.1 — Avaliagdo do tempo de agitacdo (tdecantagio = 120 min).

Ensaio Fase Orgénica Fase Aquosa Tempo de Agitagdo (min)

A MNB I CDNF,aq,inic = 0,49 2a5

CDNF,aq,inic =0,67
B MNB II 2,5,10e15
CTNF,aq,inic =0,53
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A diferenca nos tempos de agitacao avaliados no Ensaio A e no Ensaio B, teve como
motivacao verificar se o comportamento da distribuicao do soluto se mantinha num espetro de
tempo mais alargada, Ensaio B. Nestes Ensaios A e B, o tempo de decantacdo foi fixado em

120 minutos.

Na Figura 4.1, referente ao efeito do tempo de agitagcdo na razao de distribuicao, verifica-
se que um aumento do tempo de agitagdo da mistura liquido-liquido ndo promove alteragdes na
concentracao do soluto na fase aquosa, uma vez que as pequenas oscilagdes observadas estao
dentro do erro do sistema de analise de HPLC (aproximadamente 10%). Assim, os resultados
obtidos permitem indicar que 2 minutos de agitacdo foram suficientes para as duas fases
estabelecerem contato e se registar a transferéncia dos solutos envolvidos no sistema até se
atingir o equilibrio. O tempo de agita¢do selecionado neste estudo ¢ muito inferior aos 60
minutos referenciados na literatura, tornando o método significativamente mais expedito.

E de salientar que no Ensaio B, Figura 4.1 b), apesar de a solugdo aquosa inicial ser
composta por DNF e TNF, na andlise da fase aquosa final ndo foi detetado DNF, que tera
migrado totalmente para a fase orgénica. Este resultado justifica a utilizacdo da concentragdo

de TNF na Figura 4.1 b).
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Figura 4.1 — Efeito do tempo de agitagdo no método shake-flask: a) Concentragdo final dos NFs na fase aquosa no MNB 1,
ensaio A; b) Concentracdo final dos NFs na fase aquosa no MNB 11, ensaio B.

4.1.2  Efeito do tempo de decantacdo no método shake-flask
Apos a selecao do tempo de agitacdo, procedeu-se ao estudo do tempo de decantagao
das fases liquidas. O tempo de decantacdo ¢ igualmente um fator crucial para garantir uma total
separagdo das fases. Analogamente ao estudo anterior, o tempo de decantacao foi determinado

utilizando MNB I e MNB II. A composic¢ao do sistema nos dois ensaios, bem como os diferentes
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tempos de decantacao analisados, encontram-se compilados na Tabela 4.2, tendo sido fixado o

tempo de agitacdo em 2 minutos na sequéncia da conclusao na Se¢ao 4.1.1.

Tabela 4.2 — Avalia¢ao do tempo de decantagio (tagitagio = 2min)

Ensaio Fase Orgéanica Fase Aquosa Tempo de Decantagdo (min)

C MNB I CDNF,aq,inic = 0,49 10, 30, 60, 120 e 240

CDNF,aq,inic =0,67¢
D MNB 11 60, 120, 180, 240 ¢ 1080
CTNF,aq,inic =0,53
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Figura 4.2 — Efeito do tempo de decantagdo no método shake-flask: a) Concentracdo final dos NFs na fase aquosa no MNB I,
ensaio C : b) Concentracéo final dos NFs na fase aquosa no MNB II. ensaio D.

Recorrendo aos valores de concentragdo final de DNF e TNF na fase aquosa, na Figura 4.2
sao apresentados os resultados do estudo do efeito do tempo de decantacdao sobre a razao de
distribui¢@o dos solutos de acordo com os dois lotes de MNB utilizados. Verifica-se que para o
MNB [, Figura 4.2 a), na passagem de 10 para 30 minutos de decantacdo houve um impacto
significativo na distribuicdo, e a partir dos 30 minutos a concentragao de DNF praticamente nao
sofre variacao. De acordo com o conhecimento adquirido, optou-se por no ensaio D com MNB
II ndo considerar tempos de decantagdo inferiores a 60 minutos. Contudo, alargou-se a gama de
tempo de decantagdo analisado de forma a validar os resultados obtidos, recorrendo a um tempo
de decantacdo muito superior aos restantes (1080 minutos). No MNB II, Figura 4.2 b), a
distribuicao € praticamente constante na gama estudada. As variagcdes observadas na Figura 4.2,
podem ser desprezadas uma vez que sdo inferiores ao erro analitico associado ao sistema de
medi¢do (HPLC). Adicionalmente verifica-se na Figura 4.2 b), que no ensaio realizado com um

tempo de decantacdo de 1080 minutos, os resultados sdo sensivelmente iguais aos obtidos ao
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fim de 60 minutos. Optou-se por estabelecer um tempo de decantagao de 60 minutos, garantindo
desta forma que o sistema atinge o equilibrio. Assim, o tempo de separacao de fases empregue
¢ muito inferior ao referido na literatura, tornando o método mais expedito. Adicionalmente ao
processo de decantagdo, procedeu-se posteriormente a centrifugacdo das fases liquidas, o que

permitiu a separagdo de goticulas de dimensdes mais reduzidas.

A metodologia shake-flask, apesar de ser simples, ¢ muitas das vezes rejeitada para a
determinagdo das constantes de distribui¢dao (ou razdes de distribui¢do) devido ao tempo total
das experiéncias. O estudo aqui desenvolvido, demonstrou que ¢ desnecessario estender estas
etapas por periodos de tempo longos, como ¢ referido na literatura. Concluiu-se que 2 minutos
de agitacdo e 60 minutos de decantagdao sao suficientes para o sistema atingir o equilibrio de
distribuicdo dos NFs na mistura liquido-liquido MNB-4gua, o que torna o método muito simples

e expedito.
4.1.3  Ensaio preliminar

O ensaio preliminar, ensaio E, teve como objetivo, contactar com o procedimento
experimental descrito na sec¢do 3.2, melhorar o manuseamento das fases liquidas para analise,
bem como averiguar a gama tipica de resultados obtidos. Devido a inexisténcia de informagao
na literatura relativamente a distribuicdo dos NFs, é importante a realizagdo de um estudo
preliminar de modo a verificar a transferéncia de NFs para a fase orgénica e a adequacdo da

diluicao utilizada na preparagao de amostras para HPLC.

O ensaio preliminar foi realizado com solugdes aquosas de DNF, TNF e de ambos os NFs,
num nivel de concentragdo de aproximadamente 1 (Tabela C.1), recorrendo ao primeiro lote de

MNB purificado (MNB I).

Na Tabela 4.3, encontram-se os resultados obtidos no ensaio preliminar, realizado em
triplicado, a temperatura de 6. O ensaio foi realizado em triplicado de forma efetuar uma analise
do procedimento experimental bem como do método analitico, permitindo uma avaliacdo
preliminar da repetibilidade e fiabilidade dos resultados obtidos, além de que permitiu uma

familiarizacdo mais eficiente com o procedimento.

Na Tabela 4.3 nos ensaios em que se introduziu apenas um soluto, verifica-se que a razao
de distribuicao do DNF ¢ cerca do dobro da razao de distribuicdo do TNF. Este resultado sugere
que o TNF apresenta uma afinidade com a fase aquosa largamente superior ao DNF, para as

mesmas condicoes do sistema.
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Por outro lado, no ensaio em que a solucao aquosa inicial continha os dois solutos em
conjunto, DNF e TNF, Tabela 4.3, observa-se que o TNF apresenta um efeito significativo na
distribuicdo do DNF, uma vez que a razao de distribuicdo do DNF duplicou face ao registado
no ensaio isolado s6 com DNF. Em contrapartida, a razdo de distribui¢do do TNF ndo sofre

alteracdo significativa quando comparado com o ensaio isolado, apenas com TNF.

A realizagdo deste ensaio preliminar permite perceber que o DNF tem uma afinidade com
a fase organica muito superior ao TNF. Por outro lado o TNF afeta a distribui¢ao do DNF,

sendo possivel afirmar que o TNF exponencia a migracdo do DNF para a fase aquosa.

Os fatores de diluigdo utilizados neste ensaio preliminar foram ajustados de modo a que a
concentracdo a medir se encontrasse na gama das retas de calibracdo do HPLC, Apéndice D.1,

permitindo desenhar os ensaios apresentados ao longo deste capitulo.

A Tabela 4.3 contempla ainda o calculo da média () e desvio padrdo (o) de cada uma das
variaveis analisadas. Nos ensaios realizados apenas com um soluto, a razao de distribui¢do de
DNF ¢ de 487,33 + 8,47, enquanto a do TNF ¢ de 0,95 4+ 0,01. Por outro lado, no caso da
introducao simultanea de DNF e TNF no sistema, a razao de distribui¢ao de DNF ¢ de 897,51 +
57,72 eade TNF de 258,81 + 1,29. Como ¢ possivel constatar, o desvio padrao dos resultados

obtidos ¢ um valor aceitavel no contexto de um trabalho experimental.

Tabela 4.3 — Concentracdo final de soluto na fase aquosa e respetiva razao de distribuicdo resultantes do ensaio preliminar E.

Solugdes aquosas iniciais de DNF, TNF ¢ DNF+TNF de aproximadamente 1.

DNF ou TNF isoladamente DNF + TNF em conjunto
DNF TNF DNF TNF
CpNF,aq final Donr CrNF,ag final D CoNFagfinal Dpne CTNFagfinal D
0,51 480,85 0,95 258,87 0,26 957,45 0,95 259,10
0,50 484,23 0,96 257,17 0,28 842,30 0,93 257,40
0,49 496,91 0,95 256,09 0,27 892,77 0,94 259,92
X 0,50 487,33 0,95 257,38 0,27 897,51 0,94 258,81
c 0,01 8,47 0,01 1,40 0,01 57,72 0,01 1,29
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4.14  Influéncia da fase em que inicialmente se dissolve o soluto

A realizacdo deste ensaio, ensaio F, teve como objetivo analisar o efeito da transferéncia
do soluto quando ¢ introduzido inicialmente na fase organica ao invés da sua dissolugdo em
agua, procedimento adotado nos ensaios A a D. O estudo foi essencialmente dividido em duas
etapas e realizado em triplicado para validagdo. Numa primeira etapa dissolveu-se o TNF no
MNB I obtendo-se uma concentragao aproximada de 2,19, ensaio F. Na segunda etapa recorreu-

se a uma fase aquosa com 2,57 de TNF, ensaio G.

Na Tabela 4.4, encontram-se descritos os resultados obtidos neste estudo e o valor da razdo
de distribuicdo para o TNF, Dtnr. A concentragdo final do soluto na fase aquosa ¢ muito
semelhante nos dois ensaios, concluindo-se que a concentragao de equilibrio do TNF entre as
fases liquidas ¢ independente da fase na qual € inicialmente dissolvido. No ensaio F, a razao de
distribuicdo do TNF obtida foi Dpyg = 0,37 £ 0,04, enquanto no ensaio G, Dpyg = 0,40 £

0,05, uma diferenga pouco significativa.

Tabela 4.4 — Resultados obtidos no estudo do efeito fase em que o soluto foi dissolvido (Ensaio F e G)

TNF dissolvido na fase organica TNF dissolvido na fase aquosa
(Ensaio F: Cynr orginic= 2,19) (Ensaio G: Crnpagq,inic=2,57)

CTNF,aq,final Drnr CTNF,agq,final DrnE

1,74 0,32 1,78 0,42

1,76 0,40 1,77 0,43

1,70 0,38 1,99 0,34

X 1,73 0,37 1,85 0,40
c 0,03 0,04 0,12 0,05

4.1.5 Validacao do balanco massico a fase orgéanica

A validagao do balango massico foi realizada recorrendo ao ensaio G (dissolucdo inicial do
soluto na fase aquosa), efetuando-se em simultdneo uma andlise das fases finais (aquosa e
organica). O procedimento C foi aplicado na anélise da fase aquosa e o Procedimento D para a
analise da fase organica. Os resultados obtidos para a concentragdo de TNF nas duas fases

permitiram calcular a razdo de distribui¢do experimental (Dexperimental)- Por outro lado, a partir
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da concentragdo de TNF na fase aquosa, efetuou-se um balango massico ao TNF no sistema
(Apéndice F) para determinar a concentragdo de TNF na fase organica e, com este valor,

calcular nova razao de distribuigéo, designada por Dgajanco-

Os resultados encontram-se compilados na Tabela 4.4, na qual o erro relativo enunciado

foi determinado segundo a equacao 12.

Erro relativo (%) — DBalanco_DExperimental x 100 (12)

DExperimental

Analisando a Tabela 4.5, o erro relativo médio entre as razdes de distribui¢do experimental
e a obtida por balan¢o massico ¢ de 11,2%, valor que pode ser considerado aceitdvel num
trabalho experimental. Este resultado valida a aplicacdo do balango mdssico para conhecer a

composicao da fase organica.

Tabela 4.5 — Comparagao entre a razdo de distribuicdo do TNF calculada com valores experimentais ¢ com o resultado do
balango massico.

Erro relativo
Amostra DExperimental DBalan(;o

(%)
1 0,42 0,46 9,4
2 0,43 0,49 13,6
3 0,39 0,43 10,6

4.1.6  Validacao do sistema de medi¢ao — Estudo R&R

O estudo de reprodutibilidade e repetibilidade (R&R) foi realizado através da versdao 11.2.1
do software JMP® Pro (SAS Institute Inc.), recorrendo as ferramentas de analise da qualidade
do processo para um unico operador (Measurement System Analysis). Seguindo o
Procedimento B foram preparadas solug¢des aquosas com 5 concentragdes de DNF e TNF iguais
(0,06; 0,25; 0,5; 1 e 2). A realizacao do presente estudo recorreu ao MNB 11, e foi desenvolvido
em dias diferentes. Para cada nivel de concentragao foram preparadas 3 amostras, a excecao da
concentragdo 0,06 para o qual foram preparadas 9 amostras, e apenas duas com 2, num total de
20 amostras. Para cada amostra foi repetido trés vezes o procedimento C, obtendo-se para cada
preparacdo, trés amostras distintas para injecao no HPLC, num total de 60 anélises. A analise

no HPLC foi repetida efetuando-se uma medi¢do em triplicado de cada uma das amostras.

29



Distribui¢@o dos Nitrofenois no Sistema MNB-agua Joana C. Azevedo

O estudo R&R apenas contempla os resultados obtidos para o TNF, visto que nos niveis
de concentracdo analisados, o DNF migra totalmente para a fase organica. Como foi referido
na sec¢ao 3.4 o sistema de medigao ¢ constituido por todos os procedimentos realizados até se
obter o valor final. O objetivo do trabalho ¢ determinar a razdo de distribuicdo dos solutos no
sistema MNB-agua, que envolve na maioria dos ensaios a medi¢do da concentra¢do na fase
aquosa através do HPLC, e um balango massico ao sistema para determinar a concentragao de
soluto na fase organica, o que implica a inclusdao de calculos para obter o valor desejado. Os
resultados do estudo R&R, considerando todos os céalculos realizados para a obtencdo da razao

de distribuicdo do TNF, estdo apresentados na Tabela 4.6.

Analisado o sistema de medicdo, na integra, através do estudo R&R e considerando os
critérios na Tabela 3.3, pode afirmar-se que o sistema ¢ adequado uma vez que na Tabela 4.6
%R&R ¢ inferior a 30%. Contudo, o sistema de medicao necessita sofrer algumas alteragdes
para melhoria uma vez que, de acordo com a %R&R, ¢ classificado como marginalmente

aceitavel, sendo aconselhado obter uma %R&R inferior a 20%.

No sistema de medigdo podera ser necessario uniformizar as diluigdes quando se pretende
analisar a mesma amostra, o que permitird aumentar a reprodutibilidade associada ao operador.
Os componentes do equipamento devem igualmente ser cuidadosamente verificados de modo
a diminuir possiveis causas de erro, como por exemplo a saturacao da coluna cromatografica,
bem como as varidveis inerentes a andlise cromatografica como a temperatura, a pressao e o
caudal. O equipamento estd intimamente relacionado com a repetibilidade dos resultados

obtidos.

Tabela 4.6 — Resultados do estudo R&R com o software JMP®.

TNF
Desvio Padrao %Variacao Total
Repetibilidade 2,8 x 1072 14,1
Reprodutibilidade 5,2 X 1072 25,8
Amostra-Amostra 0,2 95,6
Variacao Total 0,2 100,0
%R&R 29,4
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O estudo da analise da variancia, foi igualmente efetuado com os mesmos dados recorrendo
ainda a ferramenta do JMP® utilizada para realizar o estudo R&R. A percentagem de variancia

total encontra-se patente na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 — Analise da varidncia com o JMP®.

TNF

% Variagao total

%R&R 8,6
Reprodutibilidade 6,6
Repetibilidade 2,0
Amostra-Amostra 914

Os resultados obtidos permitem verificar que os componentes associados a repetibilidade
e reprodutibilidade apresentam valores inferiores a 9%. De acordo com os critérios aplicados
para a avaliacao deste parametro € possivel aferir que o sistema de medigdo ¢ aceitavel, uma
vez que os custos associados ao equipamento e a sua manutengdo sdo elevados (Minitab,
2015a). Por outro lado, a maior contribui¢do para a variabilidade ¢ obtida através da
componente amostra-amostra, o que ¢ desejavel num estudo experimental. Num estudo da
andlise da variancia idealmente a variagdo total deveria ser apenas devida a variabilidade entre

amostras, o que representaria uma % de variagao total de 100%.

Como foi referido na Secgdo 3.4, as cartas de controlo sdo fundamentais para a
caracterizacdao de um sistema de medicao. As cartas de controlo associadas ao estudo R&R
encontram-se na Figura 4.3.
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Figura 4.3 - Cartas de controlo do estudo R&R: a) Carta de controlo das médias; b) Carta de controlo de amplitudes.
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A carta de controlo das médias, Figura 4.3 a), que visa comparar a variagao entre medigoes,
apresenta a maioria dos pontos fora dos limites de controlo (UCL e LCL). Contudo, segundo a
definicdo inerente a este tipo de cartas de controlo (Borror, 2009), quando estas estdo associadas
a estudos R&R ¢ desejavel que os pontos se situem fora dos limites. Pode assim concluir-se que
o sistema de medi¢do implementado tem capacidade para distinguir amostras diferentes, tal

como foi referido na secg¢ao 3.4.

Na analise da Figura 4.3 b), referente a carta de amplitudes que analisa as amplitudes das
medicdes e a consisténcia do operador, observa-se a existéncia de um ponto fora do controlo,
que permite aferir que as medi¢gdes ndo foram efetuadas de forma consistente, concluindo-se
que a realizag¢do do ensaio teve alguns problemas de consisténcia associados ao operador, que

devem ser melhorados.

4.2 Influéncia da concentracio e temperatura na razao de distribuicao do DNF e TNF
isolados no sistema MNB-dgua desmineralizada

4.2.1 Razio de distribui¢ao do DNF

O estudo da influéncia da concentragdo inicial ¢ da temperatura sobre a razdo de
distribuicdo do DNF no sistema MNB-4gua, recorreu a solugdes aquosas de DNF cuja
concentracao variou entre 0,06 e 2,5, solugdes 1 a 9 apresentadas na Tabela C.2. A concentragao
maxima de DNF na solugdo aquosa de partida foi fixada em 2,5, tendo em conta que a
solubilidade do soluto em agua a 54,3°C ¢ de 0,138g/100g (Budavari et al., 1996). A analise da
distribuicdo do DNF no sistema foi efetuada com base em trés ensaios: Ensaio H e I as
temperaturas de 6 e 12, respetivamente, com o MNB I; o Ensaio J, a temperatura de 6, utilizou

o MNB 1L

Na Figura 4.4 a) encontra-se representado o efeito da concentragdo inicial e da temperatura
na razao de distribuicdo do DNF no sistema MNB I- 4gua. Observa-se que um aumento da
concentragdo inicial de DNF na fase aquosa aumenta a sua transferéncia para a fase orgénica,

na gama de temperatura testada.

A concentracao iniciais inferiores ou igual a 0,5, Figura 4.4 a), sdo obtidos valores da razao
de distribui¢dao na gama de 0,003 a 0,3, registando-se um aumento notorio na migracao do soluto
quando a concentragdo inicial € superior a 1, atingindo-se uma razao de distribui¢do que atinge

1000.

Comparando os resultados do ensaio H no nivel de concentracdo de 1, com os resultados
no ensaio preliminar referido na secdo 4.1.3 (ensaio E), realizado nas mesmas condigdes,
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verifica-se que a razao de distribui¢ao obtida tem valores semelhantes, 1,2 e 1,3respetivamente.
A comparacao destes resultados permite aferir a repetibilidade do estudo aumentando o grau de

confianga nos resultados.

Na Figura 4.4, pode verificar-se que a alteragdo da temperatura na gama de concentracio e
temperatura analisadas ndo induz alteragdes nos resultados. A inexisténcia de variacdo com a
temperatura podera ser explicada pelo fato de a solubilidade do DNF nos liquidos envolvidos

no sistema nao sofrer altera¢des significativas.
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Figura 4.4 — Analise razdo de distribuicdo do DNF em fung¢&o da concentraggo inicial na fase aquosa e da temperatura,
com o MNB I, no ensaio H e I: a) Concentragado final de DNF na fase aquosa; b) Razdo de distribuicdo do DNF.

Este estudo também foi realizado recorrendo ao MNB II como fase orgénica (ensaio J) e
os resultados sdo apresentados na Figura 4.5. A anélise permite concluir que o grau de pureza
do MNB tem um elevado impacto na distribuicdo do DNF. Na Figura 4.5 observa-se que a
concentracao final de DNF na fase aquosa € cerca de 10 vezes inferiores a obtida no Ensaio H,
com o MNB I. Este resultado reflete-se na razao de distribuicao, a qual apresenta valores de
magnitude muito superior, variando entre 6 e 32, enquanto no ensaio H a razdo de distribuicao,

Dpnr, estava compreendida entre 0,003 e 4.
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Figura 4.5 - Analise da razdo distribuigio do DNF em funcio da concentragio inicial na fase aquosa, com o MNB 33
IT a temperatura de 6, no ensaio J: a) Concentragao final de DNF na fase aquosa; b) Razdo de distribuicdo do DNF.
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4.2.2 Razao de distribuicio de TNF

A determinacao da razao de distribuigao do TNF no sistema MNB-4gua recorreu a solugdes
aquosas de TNF de concentragdo entre 0,06 e 12,5, Tabela C.2 (solugdes 1 a 13). A
concentragdo das solu¢des aquosas inicias utilizadas apresenta valores superiores as solugdes
aquosas inicias de DNF, uma vez que a solubilidade de TNF em agua (1,282/100 g a 25°C
(Budavari et al., 1996)) ¢ mais elevada que a do DNF. Os ensaios realizados foram analogos
aos descritos para o DNF, nomeadamente o Ensaio L ¢ M a temperatura de 6 e 12
respetivamente, com o MNB [; e o Ensaio N a temperatura de 6, com o segundo lote de MNB:

MNB IL

Na Figura 4.6, apresenta-se o efeito da concentragado inicial do TNF na fase aquosa na sua
distribuicdo na mistura MNB I-4gua, a duas temperaturas: 6 — ensaio L; 12 — ensaio M. Como
pode notar-se a concentragdo de equilibrio na fase aquosa diminui de forma praticamente linear
com a concentracdo inicial, o que pode ser deduzido de acordo com o aumento da razdo de
distribuicao. A temperatura apenas promove um efeito muito ténue sobre a transferéncia de
massa quando a concentracado inicial de TNF ¢ superior a 5. Este registo pode ser explicado por
uma variacao da solubilidade do TNF com a temperatura muito semelhante, tanto na 4gua como

no MNB.

Comparando com os resultados para o DNF, Figura 4.4 ¢ 4.5, a transferéncia do TNF da
fase aquosa para a fase organica ¢ muito inferior, quer pela diferenca na concentragdo final
medida na fase aquosa (face a concentragdo inicial), quer pela ordem de magnitude da razao de
distribuicao, Figura 4.5 b). Para niveis de concentra¢do inicial de TNF abaixo de 2,5, a
transferéncia entre as fases € relativamente baixa, sendo praticamente inexistente para
concentracgdes inferiores a 0,38. A transferéncia de TNF da fase aquosa para a fase orgénica ¢
mais elevada para niveis de concentracao inicial acima de 5, o que permite aferir que o soluto
em estudo apenas ¢ transferido para a fase organica quando o nivel de concentracdo na fase
aquosa ¢ relativamente elevado. Como foi acima referido, o TNF apresenta uma solubilidade
em agua superior ao DNF (cerca de 10 vezes) o que lhe confere maior afinidade com a fase

aquosa, e explica e corrobora os resultados obtidos.
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Figura 4.6 - Analise da razdo de distribui¢do do TNF em funcgéo da concentragio inicial na fase aquosa e temperatura, com o

MNB I, no ensaio L e M: a) Concentracdo final de TNF na fase aquosa; b) Razdo de distribui¢do do TNF.

A Figura 4.7 apresenta o efeito da concentragdo inicial de TNF no sistema de liquidos

imisciveis MNB II-4gua, ensaio M. Verifica-se um comportamento muito semelhante ao obtido

com o MNB I (ensaio L), indicando que a diferenca de pureza nos dois lotes de MNB estudados

tem um impacto insignificante na distribui¢do do TNF isoladamente, ao contrario do efeito

observado na distribui¢do do DNF, Figuras 4.4 ¢ 4.5.
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Figura 4.7 — Andlise da razdo de distribui¢do do TNF em fung¢do da concentragdo inicial da fase aquosa a temperatura de 6,

com o MNB II no Ensaio N: a) Concentragdo final de TNF na fase aquosa; b) Razao de distribuigdo do TNF.

E importante referir que no Ensaio N, apenas foram ensaiados niveis de concentracdo

inicial de TNF na gama de 0,06 a 7,5, contudo através da comparacao da Figura 4.7 com a

Figura 4.6, € possivel deduzir que o comportamento da distribui¢do do TNF ¢ analogo. Isto &,

a razdo de distribuicdo do TNF aumenta a medida que a concentragdo inicial da fase aquosa

aumenta.
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Os ensaios expostos demonstraram que o DNF e o TNF, quando sdo o tinico soluto presente
no sistema MNB-4gua, apresentam comportamentos de distribuicao distintos. Verificou-se que
a razdo de distribuicdo do DNF ¢ aproximadamente 10 vezes superior que a do TNF, o que
permite afirmar que este soluto tem maior afinidade com a dgua. Por outro lado, a distribui¢ao
do DNF no sistame MNB-4gua desmineralizada ¢ muito sensivel a pureza do MNB, o que se
revelou pouco significativo para a distribui¢do do TNF, pelo menos para o tipo e teor de

impurezas presentes no MNB 1.

4.3 Efeito da concentracio e temperatura na razdo de distribuicio dos NFs em

conjunto no sistema MNB-agua desmineralizada

Nesta sec¢do avalia-se a distribui¢do dos NFs quando introduzidos em conjunto no sistema
de liquidos imisciveis, de modo a estudar a interacdo de um soluto na distribui¢ao do outro.
Esta avaliagdo ¢ de extrema importancia, uma vez que no caso particular do processo de

producdao de MNB, o DNF e o TNF encontram-se no sistema em simultaneo.

As solucdes aquosas utilizadas neste estudo encontram-se descritas na Tabela C.2,
salientando-se que para analisar a distribuigdo do TNF em niveis de concentra¢ao acima dos 5,
se fixou a concentragdo de DNF em 2,5, evitando a ocorréncia de precipitagdo de DNF. Os
resultados obtidos serdo apresentados faseadamente para cada um dos NFs, e compreenderam
a realizacdo do Ensaio O e P a temperatura de 6 e 12 respetivamente, com o MNB I; e o Ensaio

Q, R e S a temperatura de 1, 6 e 16 respetivamente, com o MNB I1.
4.3.1 Influéncia da presenca do TNF sobre o DNF

As Figuras 4.8 e 4.9 apresentam o efeito da concentracdo inicial sobre a concentragdo
de equilibrio estando presentes DNF e TNF. Os resultados sao divididos em duas figuras que
se complementam em termos da concentracdo inicial. A figura 4.8 a) e b) representam os
resultados correspondentes a iguais concentragdes iniciais até 2,5. Na Figura 4.9 a) e b) a
concentracdo inicial de DNF ¢ constante e igual a 2,5, ¢ uma gama em que ¢ fixada a
concentracdo de DNF em 2,5 e o TNF varia entre 5 e 12,5. Realizando o ensaio O a temperatura

de 6 e o ensaio P a temperatura de 12, recorrendo ao MNB L.

A primeira observagao a referir, ¢ que na presenca de TNF a distribuicao do DNF ¢ também

insensivel a temperatura, tal como verificado no sistema de DNF isolado.

Efetuando agora uma andlise as transferéncia entre as fases na Figura 4.8 a) e b), € notério
um comportamento bastante distinto do observado para o DNF isolado, Figura 4.4 a) e b).

Quando isolado a distribui¢ao do DNF aumentou gradualmente com a concentracdo inicial de
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DNF. A Figura 4.8 a) mostra que a presen¢a de TNF provoca um impacto muito significativo
na migracao do DNF da fase aquosa para a fase organica, expulsando-o completamente a partir

dos 0,38 de concentracado inicial.

E possivel identificar nitidamente dois grupos de resultados: até & concentragio inicial de
0,38 de NFs, a concentragdo final de DNF na fase aquosa aumenta, obtendo-se valores para D,
variando entre 0,03 e 0,8, semelhantes aos calculados no estudo isolado. A partir de 0,38, a
concentracdo final de DNF na fase aquosa diminui abruptamente, verificando-se que nas
misturas iniciais a partir de 1 de NFs, a concentracdo final de DNF atinge niveis vestigiais.
Estes resultados permitem afirmar que o TNF promove uma migracdo praticamente total do
DNF da fase aquosa para a fase organica a partir de 0,38, transferéncia esta que ¢ tanto mais
marcante quanto maior a concentragdo. Este resultado revelou-se muito interessante,
permitindo concluir que o TNF ndo s6 tem maior afinidade com a fase aquosa, como interage
com o DNF, promovendo a sua transferéncia para a fase organica, ou seja bloqueando a sua

migracdo da fase organica para a fase aquosa.

E de salientar que para niveis de concentracdo de DNF vestigiais, a respetiva razdo de
distribuicdo aumenta substancialmente obtendo-se valores na ordem das centenas, o que se pode

observar na Figura 4.8 b), para niveis de concentragdo acima de 1.

Para gamas de concentracdo inicial de TNF superiores a 5 (entre 5 e 12,5), sendo a
concentracdo de DNF na amostra fixada em 2,5, Figura 4.9 a) e b) observa-se que o DNF migra
praticamente na totalidade para a fase organica. No estudo desenvolvido para as gamas de

concentragdo acima referidas, a concentragdao de DNF na fase aquosa ¢ inferior a 0,01, Figura

4.9 a).
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Figura 4.8 — Distribui¢do do DNF no sistema MNB I-agua em fun¢io da temperatura e da concentrag@o inicial, estando presente
TNF em igual concentragdo: a) Concentragdo final de DNF na fase aquosa no ensaio O e P; b) Razo de distribui¢do do DNF no
ensaio O ¢ P.
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Figura 4.9 — Distribuicdo do DNF no sistema MNB I-agua em fun¢fo da temperatura e da concentragdo inicial, com concentragdo
inicial de DNF de 2,5, e concentragdo inicial de TNF entre 5 e 12,5: a) Concentracdo final de DNF na fase aquosa no ensaio O e P;
b) Razdo de distribuicdo do DNF no ensaio O ¢ P.

Na Figura 4.10, apresentam-se os resultados obtidos quando se realiza este estudo usando
o MNB II. Mais uma vez constata-se que a temperatura nao afeta a razao de distribuicdo do
DNF quando na presenga do TNF. E novamente observado que o MNB II, com teor de
impurezas inferior, tem um impacto significativo na razao de distribui¢do do DNF, tal como
registado na sec¢do 4.2. No sistema MNB II-dgua, as concentragdes de DNF medidas na fase
aquosa sao menores o que se pode explicar por uma maior afinidade do DNF com o MNB 11,
que ja havia sido observada no estudo da distribuicdo do DNF isolado. O comportamento do
DNF face ao MNB permite afirmar que, quanto mais puro o MNB, maior ¢ afinidade do DNF

com a fase organica, conduzindo a valores da razdo de distribui¢do mais elevados.

Na gama de concentracdo inicial mais baixa (< 0,25), observa-se na Figura 4.10 b) o
fenomeno patente no MNB I, um aumento da concentracdo inicial de NFs, promove um
aumento da razdo de distribuigao do DNF, que neste caso € mais notorio. No entanto, quando a
concentragdo de NFs € superior a 0,25, no sistema MNB II- 4gua nao foi detetado DNF na fase
aquosa, o nivel de concentragdo ¢ muito reduzido, abaixo do limite de quantificacdo do sistema

de medicao utilizado (HPLC).

O limite de quantificagcdo associado a um sistema de medi¢do ¢ definido como a menor
concentracdo que pode ser medida com um grau de precisdo razoavel, sendo determinado de
acordo com um procedimento experimental preciso (Harris, 2007). Neste estudo ndo foi
determinado este limite. Contudo no laboratério da qualidade da CUF-QI € considerado que o

limite de quantificagdo do DNF e TNF através do HPLC ¢ de 0,0005.
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O célculo da razao de distribui¢ao para as amostras com concentragao inicial de NFs a 0,25
conduz a valores extremamente elevados, ua vez que o denominador seria inferior ao limite)
de quantificacdo da medida (0,0005). A titulo de exemplo, usando este limite de quantificacao

para o ensaio a 0,38, a razdo de distribui¢do teria um valor de 870 a temperatura de 6.
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Figura 4.10 - Distribui¢do do DNF no sistema MNB II-4gua em fun¢@o da temperatura e da concentracéo inicial, estando
presente TNF em igual concentra¢do: a) Concentragdo final de DNF na fase aquosa no ensaio Q, R e S; b) Razdo de

distribuigdo

4.3.2  Influéncia da presenca de DNF sobre o TNF

Nesta sec¢ao adota-se a mesma metodologia da secc¢do anterior para avaliar a influéncia da
presenga do DNF na transferéncia do TNF para a fase aquosa. O conjunto de ensaios utilizou o
MNB I na fase orgénica e duas temperaturas: 6 e 12. A concentracgdo inicial maxima de DNF
foi 2,5 nas amostras onde a Cyyp = 5, as linhas a tracejado na Figura 4.11 e 4.12 assinalam esse
limite. Observando a Figura 4.11 atesta-se que o TNF mantém a razao de distribui¢do na mesma
gama da obtida na sec¢do 4.1.2, Figura 4.6, quando era o unico soluto no sistema, permitindo
verificar que o DNF ndo altera o comportamento de distribuigdo do TNF entre fases. No sistema
MNB I-4gua, verifica-se igualmente que a temperatura promove um ligeiro aumento na
transferéncia do soluto mas apenas na gama de concentracao mais elevada (= 5), tal como tinha

sido observado no estudo da distribuicdo do TNF isolado.
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Figura 4.11 — Analise da distribuigdo do TNF no sistema MNB [-agua em fun¢8o da concentraggo inicial da fase aquosa e
temperatura na presen¢a de DNF, no ensaio L e M: a) Concentragdo final de TNF na fase aquosa; b) Razdo de distribuicdo

do TNF.

Recorrendo ao MNB 11, os resultados foram semelhantes aos obtidos com o MNB I, nido

se verificando influéncia do DNF na razao de distribuigdo do TNF como pode ser observado na

Figura 4.12 em toda a gama de concentragdes estudada. A temperatura apresenta um efeito

analogo ao observado nos ensaios anteriores em que se avaliou Dtnr e este composto foi

introduzido quer isoladamente quer em conjunto com o DNF. Confirma-se novamente que a

pureza do MNB ndo promove alteragdes na gama de condi¢des consideradas no estudo.
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Figura 4.12 — Analise da distribuicdo do TNF no sistema MNB II-4gua em funcdo da concentracdo inicial e temperatura na
presenga de DNF, no ensaio N, O e P: a) Concentragdo final de TNF na fase aquosa no ensaio; b) Razao de distribui¢do do

TNR

Nos estudos apresentados anteriormente, verificou-se que a variagdo da temperatura ndo promove

alteragOes significativas na distribui¢do do DNF e do TNF no sistema de liquidos imisciveis. Contudo,

segundo Fuentes (2014) a afinidade dos nitrofenois com a fase aquosa ¢ potenciada com uma diminuicao

da temperatura, que ocorre devido a diminui¢do da solubilidade da agua no MNB. No entanto, é

importante referir que o sistema de liquidos analisados por Fuentes (2014) é muito distinto do sistema
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apresentado neste estudo, uma vez que recorreram a correntes provenientes do processo industrial da
lavagem alcalina, que contém um maior variedade de solutos que interferem na distribuigdo dos

nitrofenois.

4.4 Efeito do pH na razao de distribuicio dos NFs isolados

Como foi referido na Secgdo 2.2.3, a razdo de distribui¢do dos compostos ionizaveis €
largamente afetada pelo pH. Nesta fase do estudo a preparacdo das solucdes aquosas foi
realizada segundo o procedimento A descrito na Sec¢@o 3.1.3, recorrendo a solugdes aquosas

de NFs de concentragao fixa.
44.1 Razio de distribuicio do DNF

O comportamento da razdo de distribuicdo do DNF face a variacdo do pH foi analisado
através do Ensaio T recorrendo a uma solug¢ao aquosa inicial de DNF com 2,5 ¢ ao MNB [, e
ao Ensaio U, com o MNB II e uma solucdo aquosa de DNF com 2,9. Os resultados obtidos

encontram-se representados na Figura 4.13.
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Figura 4.13 — Analise da distribuicdo do DNF em fungdo da variagdo do pH, no ensaio Q e R: a) Concentragao final de
DNF na fase aquosa; b) Razdo de distribuicdo do DNF.

A analise direta da Figura 4.13 permite verificar que a medida que o pH do sistema
aumenta, a afinidade do soluto DNF com a fase aquosa ¢ favorecida, o que remete para uma

diminuic¢ao da razao de distribui¢ao, Dpyp.

Observa-se que para um valor de pH inferior a 2,5 a migragdo para a fase organica ¢
praticamente total, existindo apenas uma quantidade residual de DNF na fase aquosa.
Contundo, para valores de pH superiores a 4, o soluto permanece praticamente todo na fase

aquosa. Verifica-se ainda que o comportamento ¢ andlogo quer parao MNB I, quer parao MNB
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II. Na Figura 4.13 b) ¢ possivel verificar que a pH<2,5 a razao de distribuicao se situa entre 350
e 480. Esta dispersao de resultados pode estar associada a dificuldade em medir concentragdes
muito baixas de DNF, devido ao limite de quantificacdo da analise. Em ambos ensaios Q e U
para valores de pH superiores a 4 a razdo de distribuicdo diminui abruptamente para valores

inferiores a 1.

A temperatura ambiente, o pH das solugdes iniciais preparadas para este estudo era 3,2 no
ensaio Q e 3,6 no ensaio U e a Dpnr medida nestas condigdes foi 5 e 3,1, respetivamente.
Analisando a presente informacao, verifica-se que ao pH original da solu¢do aquosa, a afinidade
do DNF ¢ maior para com a fase organica. Os resultados obtidos, estdo de acordo com os
resultados observados no estudo isolado do DNF para o nivel de concentracdo em andlise
(aproximadamente 2,5) com o MNB I (Dpxr =4,1), como € possivel verificar pela analise da
Figura 4.4. Contudo, neste estudo da influéncia do pH verifica-se que a pureza do MNB nao ¢
um fator de distingdo nos resultados tal como foi observado nas Sec¢des 4.2.1 ¢ 4.3.1, o que
permite confirmar que o pH ¢ o fator predominante na distribui¢do dos NFs (Berthod et al.,
1999), anulando o efeito da pureza do MNB, pelo menos para o nivel de concentragao do soluto
estudado, ndo tendo sido explorado neste trabalho diferentes niveis de concentragdo em fungao

do pH.

O comportamento do DNF em fun¢@o do pH deve-se a ionizacdo do soluto que, a valores
de pH baixos, se encontra na forma neutra. Contudo, ao induzir-se um aumento do pH promove-
se a sua ionizagdo e consequentemente a formacao de dinitrofenolato de amoénio (Figura 1.1).
Este sal tem uma afinidade com a fase aquosa muito superior ao DNF, o que inibe a migragao
da fase aquosa para a fase organica em grande escala, conduzindo a uma diminui¢do da razao
de distribuigdo. A Figura 4.13 b) pode ser diretamente comparada com a Figura 2.2, a qual
representa a variacdo da razdo de distribui¢do de um soluto ionizavel em funcdo do pH de
acordo com diferentes valores da constante de ionizagdo. E de salientar que o DNF é um acido
com pKa=4,08 (Yang et al., 2010), ou seja um acido fraco (uma vez que a relagdo do pKa com
a forca 4acida ¢ inversa). Este fato € corroborado pela analise da Figura 4.13, devido a existéncia
de uma zona na qual a adicao de 4cido ndo promove alteragdes significativas na distribuigao

(zona de pH inferior a 2,5), o que indica que o soluto ainda se encontra neutralizado
4.4.2  Razio de distribuicao do TNF

A andlise da dependéncia da razdo de distribuicdo do TNF do pH da solugdo compreendeu
a realizacao do Ensaio V com uma solucao aquosa de TNF com 2,56 ¢ o MNB [; e o Ensaio X
com uma solu¢do aquosa de TNF com 2,7 ¢ 0o MNB II.
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Os resultados obtidos, Figura 4.13, registam que no caso do TNF a pH 2,5 ha uma variagdo
muito significativa da distribuicdo deste soluto entre as duas fases. Os resultados sdo muito
semelhantes quer para 0 MNB I quer para o MNB I1. O soluto apresenta uma ionizagao rapida,
que ¢ justificada devido ao TNF ser um &cido mais forte que o DNF, cujo pKa ¢ 0,42 (Yang et
al., 2010). Para valores de pH superiores a 2,5, a distribui¢ao do soluto mantém-se praticamente
inalterada, devido a ionizagdo do TNF a trinitrofenolato de amoénio que, analogamente ao
dintrofenolato de amoénio, possui mais afinidade com a fase aquosa do que com a fase organica,
0 que permite uma diminui¢do drastica na transferéncia de soluto que permanece na fase
aquosa, Figura 4.14 a). No entanto, ¢ de salientar que ao contrario do observado no DNF, ndo
se alcancou no presente estudo um pH para o qual o soluto estivesse na sua forma neutralizada
uma vez que, mesmo para os niveis de pH mais reduzidos, uma pequena alteragao de pH induz

variagoes significativas na razio de distribui¢cdo, devido a maior forga acida do TNF.

Nos estudos anteriores, concluiu-se que a distribuicdo do TNF ¢ independente da pureza do
MNB. As solugdes aquosas iniciais dos ensaios V e X, a temperatura ambiente, apresentavam
um pH de aproximadamente 2,7, a que correspondem Dtnrde 0,5 e 1,2 para cada um dos MNB.
Os resultados nos niveis de pH referidos, encontram-se concordantes com os resultados
observados no estudo do TNF isolado nas mesmas condi¢des de ensaio (MNB e concentragdo),

Figuras 4.6 e 4.7. Esta anéalise permite novamente verificar a repetibilidade do estudo.
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Figura 4.14 — Analise da distribuicdo do TNF em fungdo da varia¢do do pH, no ensaio V e X: a) Concentragdo de final
de TNF na fase aquosa; b) Razéo de distribui¢do do TNF.

4.5 Efeito do pH na razao de distribui¢io dos NFs em conjunto

Esta sec¢do pretende analisar a influéncia do pH quando ambos os solutos estdo presentes
no sistema de liquidos. A distribui¢do dos solutos, DNF e TNF, foi analisada em dois ensaios

nomeadamente o Ensaio Z, recorrendo a uma solugdo aquosa com 2,5 de DNF e 2,49 de TNF
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e o MNB [; e o Ensaio AA, no qual a solu¢ao aquosa era composta por 2,45 de DNF e 2,49 de
TNF e recorreu ao MNB 1.

4.5.1 Razio de distribuicio do DNF na presenca de TNF

Analisando os resultados obtidos, Figura 4.15, o comportamento do DNF em fungao do pH
sob a acdo do TNF ¢ semelhante ao observado quando estudado isoladamente no sistema, quer
com o0 MNB I quer com o MNB II. Analogamente ao observado no estudo do DNF isolado, o
pH ¢ um fator mais preponderante na distribuicdo do soluto, independentemente da
concentragao do soluto (Berthod et al., 1999) e grau de pureza dos liquidos envolvidos, o que
permite aferir que o pH controla a distribuicdo do DNF no sistema de liquidos analisados.
Também neste caso a dispersdo no valor de Dpyg @ pH<2,5 pode ser justificada pela precisao

da medicao da concentragao a niveis reduzidos.
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Figura 4.15 — Analise da distribuigdo do DNF em fungéo da varia¢do do pH, na presenca de TNF, no ensaio Z ¢ AA: a)
Concentragdo final de DNF na fase aquosa; b) Razao de distribuicdo do DNF.

4.5.2 Razao de distribuicio do TNF na presenca de DNF

Na presenca do DNF e analisando a distribui¢do do TNF em fung¢do do pH, Figura 4.16, o
comportamento ¢ andlogo ao verificado anteriormente quando estudado isoladamente no
sistema, Secc¢do 4.4.2, em ambos os lotes de MNB (MNB I ¢ MNB II). Neste estudo observa-
se igualmente que pequenas variagcdes no pH induzem uma diminuicao da razdo de distribuigdo
devido a répida ionizagdo do soluto. Por sua vez, um pH superior a 2,5 exponencia a afinidade

com a fase aquosa existindo apenas uma migracgao residual para a fase organica.
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4.6 Efeito da presenca de CHONA no MNB

A realizagao dos ensaios com o MNB I e o MNB II nas mesmas condi¢oes, conduziram a
resultados com diferencas notorias na distribuicdo do DNF, no sistema MNB- &4gua

desmineralizada, quer quando este era o unico soluto quer quando em conjunto com o TNF.

A possivel causa da variagdo dos resultados centra-se na composicao da fase organica por
utilizagdo de dois lotes de MNB. O MNB I tem um maior nimero de contaminantes presentes
e com maior teor, o que lhe confere um menor grau de pureza. Os componentes presentes em

ambas as fases organicas encontram-se Tabela A.2.

A principal diferenga na composicdo do MNB I face ao MNB Il reside no teor de CHONA,
que ¢ de aproximadamente 1 no primeiro (MNB I). Neste sentido, procedeu-se a uma analise
da influéncia da CHONA na distribui¢do do DNF. Para o presente estudo, aditivou-se o MNB
IT com aproximadamente 1 unidade de CHONA, preparando-se duas amostras uma com o MNB
IT aditivado e outra com o MNB II, que sera designado de branco. A solu¢do aquosa de NFs

tinha na sua composi¢ao 0,39 de DNF e 0,38 de TNF.

Os resultados encontram-se na Tabela 4.8.
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Tabela 4.8 — Caraterizagdo da fase aquosa resultante do estudo realizado com MNB II aditivado com CHONA.

Fase orginica ConF.aq final Dpnr Drnr
CTNF,aq,final

MNB II ¢/CHONA 0 - 0,34 0,28

MNB II 0 - 0,33 0,21

Como pode verificar-se a adigdo da CHONA ndo altera a distribuicdo do TNF, o que ja
tinha sido observado ao longo dos ensaios anteriores. Assim pode afirmar-se que a pureza do

MNB nao afeta a distribui¢ao do TNF no sistema.

Relativamente ao DNF, este composto nao foi detetado na fase aquosa o que remete, em
ambos os casos, para um comportamento semelhante ao obtido com o MNB II, com que se
registaram apenas vestigios de DNF na fase aquosa. Os resultados obtidos permitem descartar
a CHONA como nao sendo o componente responsavel pela diferenga na distribui¢ao entre as

fases, uma vez que ndo induz variagdes significativas.

Contudo, existem componentes no MNB I que ndo foram identificados através da analise
no GC, mais precisamente 0s compostos cujo tempo retencao ¢ de 12,76 e 16,12 minutos, o que
inviabiliza um estudo pormenorizado de modo a aferir qual dos compostos presentes ¢

responsavel pela variacao na distribui¢do do DNF, para os dois lotes de MNB usado.
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5. CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO

5.1 Conclusoes

O processo de extragdo reativa integrado na producdo de MNB na CUF-QI tem como
principal objetivo a remog¢ao dos NFs formados durante a reagao. O processo de separagao
implica a migragao dos solutos da fase organica para a fase aquosa, a qual contém uma agente
extrator que reage com os NFs dando origem a sais de amoénio, que tém mais afinidade com a
fase aquosa do que com a fase organica. Num processo de extragdo compreender a distribui¢ao
dos solutos entre o diluente e o solvente ¢ fundamental para otimizar o processo. O estudo
realizado focou-se na investigagdo da distribuicao dos principais NFs envolvidos no processo
de producdo do MNB, 2,4-dinitrofenol e o 2,4,6-trinitrofenol, considerando o sistema MNB-

agua desmineralizada.

A determinagdo da razdo de distribui¢do implica um procedimento experimental rigoroso,
que uniformize a metodologia utilizada. H4 na literatura varios métodos que foram ponderados
para a realizacdo deste trabalho e selecionado a metodologia shake-flask. Contudo, a literatura
refere que trata-se de um método demasiado moroso porque necessita de longos periodos de
agitacdo e decantacdo do sistema liquido-liquido. Para contornar esta desvantagem, neste
trabalho foi desenvolvida e validada uma metodologia modificada desse método, que
compreendeu a determinagdo do tempo de agitacdo e decantagdo necessario ao procedimento,
tendo-se concluido que 2 minutos de agitacao seguida de 60 minutos de decantagdo ¢ suficiente
para estabelecer o equilibrio no sistema. Este resultado permitiu considerar o método shake-
flask como expedito e eficiente para a determinagdo da razao de distribuicdo no sistema em

estudo, ao contrario do enunciado na literatura que apresenta longos periodos de execugdo.

O procedimento experimental adotado, bem como o sistema de medigao foram previamente
estudados. A distribuicdo dos NFs mostrou ser independente da fase liquida em que sdo
dissolvidos inicialmente. Confirmou-se que a anélise da composicdo de apenas uma fase, a
aquosa, permitia conhecer com erro relativo aceitdvel a composi¢do da fase organica, por
balanco massico. Por outro lado, a realizagdao do estudo R&R permitiu aferir que o sistema de
medicao ¢ marginalmente aceitavel, uma vez que %R&R ¢ inferior a 30%; segundo o estudo
da variabilidade o sistema de medi¢do apresenta-se adequado, sendo a variagdo total referente

aos componentes de reprodutibilidade e repetibilidade inferior a 9%.

O estudo envolveu a utilizacao de 4gua desmineralizada e MNB com um elevado grau de
pureza, o que implicou purificagdo do MNB para a remover compostos indesejaveis. Contudo,

ndo foi possivel obter um grau de pureza de 100%. O MNB I apresentava um nivel de pureza
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inferior ao MNB 1I, o que se refletiu nos resultados obtidos, nomeadamente na razdo de
distribuicdo do DNF, nao se verificando alteragdes significativas na distribuicdo do TNF.
Todavia, o efeito da pureza do MNB perdeu relevancia face a influéncia do pH do sistema, o

que permitiu concluir que o pH do sistema € o fator predominante face a pureza dos liquidos.

A concentragao dos NFs no sistema liquido-liquido ¢ um fator importante, quer para o DNF
e TNF isoladamente, quer para ambos os solutos em mistura, obtendo-se gamas de D bastante
alargadas, desde as dezenas até centenas de milares. Um aumento da concentracao do soluto
induz um aumento da magnitude da razdo de distribuicdo. Nos mesmos niveis de concentragao
o DNF isolado, apresenta uma razao de distribuicdo muito superior ao TNF isolado. Por outro
lado, nos ensaios realizados em conjunto verificou-se que o TNF tem uma influéncia
significativa na transferéncia do DNF, promovendo a sua passagem para a fase organica, numa
gama de concentragdes muito superior a observada nos ensaios realizados com o DNF isolado.
Contudo, a razdo de distribui¢do do TNF ndo ¢ alterada na presenca de DNF, mantendo o

mesmo comportamento.

O DNF e o TNF sdo acidos fracos e o pH do sistema tem um papel importante na
distribuicdo dos solutos no sistema. Face a variagdo do pH o comportamento observado, do
DNF e do TNF isolados, ou introduzidos em simultineo ¢ andlogo, ndo se verificando a
influéncia de um soluto sobre o outro. O fator pH, revelou ser predominante face aos restantes:

concentracao e temperatura.

O estudo da influéncia do pH permitiu concluir que a pH baixo (meios 4acidos), menor ou
igual a 2,5, os solutos possuem mais afinidade com a fase organica. Inversamente, um pH mais
elevado, superior a 4, promove um aumento da afinidade do DNF e do TNF com a fase aquosa
devido a sua ioniza¢do e formagdo de sais, levando a sua transferéncia para a agua. O
comportamento dos NFs face ao aumento do pH ¢ o principio utilizado no processo de extragao
reativa. Através da introducao de uma solugdo aquosa alcalina, de pH superior a 9, promove-se

a migracdo dos NFs do MNB para a solu¢do aquosa melhorando a qualidade do MNB.

A temperatura tem um efeito pouco significativo na razdo de distribui¢do dos NFs no
sistema no sistema MNB-agua desmineralizada, praticamente em toda a gama de concentracao
analisada. Apenas nos niveis de concentracdo de TNF mais elevados (= 5), se registou um

aumento ténue com a temperatura.
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5.2 Trabalho futuro

No decorrer de trabalhos de indole experimental, ¢ frequente surgirem questdes que nao

foi possivel investigar devido a limita¢do temporal e que seria relevante aprofundar no futuro.

Este estudo foi apenas uma primeira contribuicdo para o conhecimento da razao de
distribui¢do dos NFs no processo, considerando o sistema mais simples contendo o DNF e TNF
no sistema liquido-liquido MNB-agua. A total compreensao da razao de distribui¢do dos NFs
no processo industrial implica um estudo na presenca de todos os componentes existentes, uma
vez que estes podem influenciar o comportamento dos sistemas de extracdo. Sugere-se a
realizacdo de um estudo analogo recorrendo a correntes processuais das diferentes etapas L-L

do processo produtivo.

Na literatura, existe informag¢ao muito reduzida das caracteristicas dos solutos envolvidos
Os sais provenientes da ionizagdo dos NFs pela solu¢do aquosa de amoénia, nomeadamente o
dinitrofenolato e trinitrofenolato de amdnio possuem uma afinidade muito superior com a fase
aquosa do que os NFs. Contudo ndo é conhecida a solubilidade dos nitrofenolatos de amonio
na fase aquosa. O conhecimento da solubilidade dos compostos formados na extragdo reativa

alcalina pode trazer informacao relevante para a etapa de extragao alcalina do processo.

49



Distribui¢@o dos Nitrofenois no Sistema MNB-agua Joana C. Azevedo

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

A.LLA.G. - Automotive Industry Action Group (Chrysler Group LLC, Ford Motor Company
e General Motors Corporation) (2010). Measurement Systems Analysis - Reference

Manual, 4* edicao. Distribuido por A.I.A.G, Michigan-USA.

Apolinario, A.C., Silva, A.M.T., Machado, B.F., Gomes, H.T., Araujo, P.P., Figueiredo,
J.L., Faria, J.L., 2008. Wet air oxidation of nitro-aromatic compounds: Reactivity on single-
and multi-component systems and surface chemistry studies with a carbon xerogel. Appl.

Catal. B Environ.

Bamberger, S., Brooks, E.D., Sharp, K.A., Alstine, J.M. V., Webber, T.J., 1985. Preparation
of phase systems and measurement of their physicochemical properties, in: Partitioning in

Aqueous Two-Phase Systems. Academic Press, USA.
Berreta, S., 2011. Adiabatic process for making mononitrobenzene. US 2011/0245547 Al.

Berthod, A., Carda-Broch, S., 2004. Determination of liquid-liquid partition coefficients by
separation methods. J. Chromatogr. A 1037, 3—14.

Berthod, A., 2002. Countercurrent Chromatography - The Support-Free Liquid Stationary

Phase. Elsevier Science, Amsterdam.

Berthod, A., Carda-broc, S., Garcia-alvarez-coque, M.C., 1999. Hydrophobicity of
Ionizable Compounds. A Theoretical Study and Measurements of Diuretic Octanol-Water

Partition Coefficients by Countercurrent Chromatography 71, Anal. Chem. 879—-888.

Berthod, A., Mekaoui, N., 2011. Distribution ratio , distribution constant and partition
coefficient . Countercurrent chromatography retention of benzoic acid. J. Chromatogr. A

1218, 6024-6030.
Borror, C.M., 2009. The Certified Quality Engineer Handbook. ASQ Quality Press, USA.

Budavari, S., O’Neil, M., Smith, A., Heckelman, P., Obenchain, J., 1996. The Merck index:

an encyclopedia of chemicals, drugs, and biologicals, 12t Merck & Co, New J ersey.

50



Distribuigdo dos Nitrofenois no Sistema MNB-agua Joana C. Azevedo

Cardoso, M.ILA., 2013. Estudo laboratorial da lavagem alcalina do mononitrobenzeno.

Dissertacao de Mestrado.Universidade de Coimbra.
Chang, R., 2010. Chemistry, 10th. Mcgraw-Hill, New York.

Chen, N., Zhang, Y., Terabe, S., Nakagawa, T., 1994. Effect of physico-chemical properties
and molecular structure on the micelle-water partition coefficient in micellar electrokinetic

chromatography. J. Chromatogr. A 678, 327-33.

Costa, T.J.G., Nogueira, A.G., Silva, D.C.M., Ribeiro, A.F.G., Baptista, C.M.S.G., 2013.
Nitrophenolic By-Products Quantification in the Continuous Benzene Nitratrion Process.

Chem. Process Des. Saf. Nitration Ind. 49—60.
CUF-QI, 2014. Ficha de Especificagdo MNB. Estarreja.
CUF-QI, 2009. Manual Operatorio do Sistema de Gestdao da Qualidade - Anilina.

Gavhane, K.A., 2008. Unit Operations-II : Heat & Mass Transfer, 23rd. Nirali Prakashan,

ndia.

Glomme, A., Mirz, J., Dressman, J.B., 2005. Comparison of a miniaturized shake-flask
solubility method with automated potentiometric acid/base titrations and calculated

solubilities. J. Pharm. Sci. 94, 1-16.

Hanson, C., Ismail, H. a M., 1975. Solubility and Distribution Data for Benzene and
Toluene Between Aqueous and Organic Phases. J. appl. Chem. Biotechnol. 25, 319-325.

Harris, D.C., 2007. Quantitative Chemical Analysis, 8. W. H. Freeman and Company,
USA.

Herbert, B.J., Dorsey, J., 1995. n-Octanol-Water Partition Coefficient Estimation by
Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography. Anal. Chem. 67, 744—749.

Huie, C.W., 2006. Recent applications of microemulsion electrokinetic chromatography.

Electrophor. J. 27, 621-630.

IUPAC, 1993. Nomenclature for liquid-liquid distribution (solvent extraction) 65, 2373—
2396.
51



Distribui¢@o dos Nitrofenois no Sistema MNB-agua Joana C. Azevedo

Khaledi, M.G., 2012. Micellar Electrokinetic Chromatography, in: Encyclopedia of Drug
Metabolism and Interactions, Vol. 6, Chapter 15. John Wiley & Sons, USA.

Kislik, V.S., 2012. Solvent Extraction - Classical and Novel Approaches, 5. Elsevier,

Amsterdam.

Koretsky, M.D., 2013. Engineering and Chemical Thermodynamics, 2™. John Wiley &
Sons, USA.

Kuhn, R., Hoffster-Kuhn, S., 1993. Capillary Electrophoresis: Principles and Practice.
Springer-Verlag, Germany.

Leo, A., Hansch, C., Elkins, D., Law, A.H., Behavior, B.N., 1971. Partition coefficients and
their uses. Chem. Rev. 71, 525-616.

Minitab, 2015a. What is a gage R&R study? (Acesso em 22/07/2015). Minitab:
http://support.minitab.com/en-us/minitab/17/topic-library/quality-tools/measurement-

system-analysis/gage-r-r-analyses/what-is-a-gage-r-r-study/.

Minitab, 2015b. Avaliagdo da variacao do sistema de medi¢do (Acesso em 22/07/2015).
Minitab:http://www.minitab.com/uploadedFiles/Documents/samplematerials/Fuellnjector

Nozzles-PT.pdf.

Muller, E., Berger, R., Blass, E., Sluyts, D., Pfenning, A., 2012. Liquid — Liquid Extraction,
7th, Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry Vo. 21. Weinheim.

Nexant, 2011. Nitrobenzene / Aniline / MDI - PERP 2011- 4, Nexant Chem Systems. New
York.

Quadros, P.A., Castro, J.A.A.M., Baptista, C.M.S.G., 2004. Nitrophenols Reduction in the
Benzene Adiabatic Nitration Process. Ind. Eng. Chem., 4438-4445.

RELACRE, 2000. Guia Relacre 13 : Validacao de métodos internos de ensaio em analise

quimica.

Ribeiro, A., Silva, D., Gaudéncio, C., 2015. Processo de remocdao de compostos

nitrofenolicos na producdo de mononitrobenzeno. WO 2014122596 A2.

52



Distribuigdo dos Nitrofenois no Sistema MNB-agua Joana C. Azevedo

Richardson, J.F., Harker, J.H., Backhurst, J.R., 2002. Coulson & Richardson’s Chemical
Engineering - Particle Technology and Separation Processes, 5th. Butterworth-Heinemann,

Oxford.

Rydberg, J., Cox, M., Musikas, C., Choppin, G.R., 2004. Solvent extraction principles and

practice, 2"%. New York.

Sangster, J., 1989. Octanol-Water Partition Coefficients of Simple Organic Compounds. J.
Phys. Chem. Ref. Data 18, 1111-1227.

SAS Institute, 2013. JMP 11 Quality and Process Methods. USA.
SAS Institute Inc., 2012. JMP 10 : Quality and Reliability Methods, 3™. USA.

ScienceLab, 2015a. Material Safety Data Sheet: 2,4 - Dinitrophenol (Acesso em
24/06/2015). Science Lab.com: http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9923841.

ScienceLab, 2015b. Material Safety Data Sheet: Picric Acid (Acesso em 24/06/2015).
ScienceLab.com: http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9926556.

SciencelLab, 2015c. Material Safety Data Sheet: Cyclogexyl Alcohol (Acesso em
24/06/2015). ScienceLab.com: http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9923625.

ScienceLab, 2015d. Material Safety Data Sheet: Cyclohexanone (Acesso em 24/06/2015).
ScienceLab.com: URL http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsIld=9927506.

SciencelLab, 2015e. Material Safety Data Sheet: Cyclohexylamine (Acesso em 24/06/2015).
ScienceLab.com: http://www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9923628.

ScienceLab, 2015f. Material Safety Data Sheet: Benzene (Acesso em 24/06/2015).

ScienceLab.com:www.sciencelab.com/msds.php?msdsId=9927339.

SIAFA, 2015. International Chemical Safety Cards: 3-Nitrotoluene (Acesso em
24/06/2015). SIAFA: http://www.siafa.com.ar/fisq/fisq-mnitrotolueno.html.

Sigma-Aldrich, 2015. Material Safety Data Sheet : 2-Nitrotoluene (Acesso em 24/06/2015).
Sigma-Aldrich:http://www.chemblink.com/MSDS/MSDSFiles/88-72-2 Sigma-
Aldrich.pdf.

53



Distribui¢@o dos Nitrofenois no Sistema MNB-agua Joana C. Azevedo

Skoog, D.A., Holler, J.F., Crouch, S.R., 2007. Principles of Instrumental Analysis, 6th ed.

Thomson Brooks/Cole, Canada.

TCI AMERICA, 2015. Material Safety Data Sheet: 4- Nitrotoluene (Acesso em
24/06/2015). TCI AMERICA: https://www.spectrumchemical.com/MSDS/TCI-N0276.pdf.

Terabe, S., 2008. Micellar Electrokinetic Chromatography, in: Handbook of Capillary and
Microchip Electrophoresis and Associated Microtechiniques. Chapter 3. CRC Press, USA,
pp. 109-134.

Terabe, S., Katsura, T., Okada, Y., Ishihama, Y., Otsuka, K., 1993. Measurement of
Thermodynamic Quantities of Micellar Solubilization by Micellar Electrokinetic

Chromatography with Sodium Dodecyl Sulfate. J. Microcolumn Sep. 5, 23-33.

Thakore, S.B., Bhatt, B.I.,, 2007. Introduction to Process Engineering and Design. Tata
McGraw-Hill, Dehli.

Toseland, B.A., C., CR.V,, E., S.J., 1986. Precipitative removal of nitrocresols from

dinitrotoluene waste streams. US 4,597,875.

United States Enviromental Protection Agency, 2001. Ambient Water Quality Criteria for
Nitrophenols. Washington, D.C.

United States Environmental Protection Agency, 2015. Toxic and Priority Pollutants
(Acesso em 23/06/2014). EPA : http://water.epa.gov/scitech/methods/cwa/pollutants-

background.ctfm.

Wan, H., Ahman, M., Holmén, A.G., 2009. Relationship between brain tissue partitioning
and microemulsion retention factors of CNS drugs. J. Med. Chem. 52, 1693—-1700.

Yang, X.-F., Su, Z., Liu, C., Qi, H., Zhao, M., 2010. A thiol-selective fluorogenic probe
based on the cleavage of 4-methylumbelliferyl-2°,4',6'-trinitropheyl ether 2667-2674. 4

Yu, L., Chu, K., Ye, H., Liu, X., Yu, L., Xu, X., Chen, G., 2012. Recent advances in
microemulsion electrokinetic chromatography. TrAC - Trends Anal. Chem. 34, 140-150.

54



Distribuigdo dos Nitrofenois no Sistema MNB-agua Joana C. Azevedo

Apéndice A — Informacao toxicologica dos nitrofendéis

O 2.,4-dinitrofenol (CAS: 51-28-5) ¢ um composto quimico bastante toxico, provoca a
irritagdo da pele, das vias respiratorias e pode levar a morte por ingestdo. O seu efeito no
organismo humano ¢ cumulativo, podendo afetar o comportamento, o sangue, o metabolismo,
o sistema nervoso central ¢ cardiovascular (ScienceLab, 2015a). O 2,4,6-trinitrofenol (CAS:
88-89-1) ¢ igualmente um composto quimico de elevada toxicidade, a inalagdo deste composto
quimico pode provocar irritagdes no trato respiratério e gastrointestinal caracterizadas por
queimaduras, tosse e espirros; provocando também danos na pele e nos olhos. Uma exposicao
prolongada ao TNF pode culminar em danos nos pulmdes, asfixia, perda da consciéncia e morte
(United States Enviromental Protection Agency, 2001; ScienceLab, 2015b). A exposi¢ao
humana a este composto ocorre principalmente devido a contaminagdo do meio ambiente
através das atividades industriais. Os nitrofendis apresentam um elevado grau de toxicidade
também para o meio aquatico mesmo a baixas concentragdes (United States Enviromental

Protection Agency, 2001).
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Apéndice B — Ponto de ebulicao dos compostos presentes no MNB

Por andlise cromatografica do MNB proveniente destilado foram identificados vestigios

de varios compostos. Na Tabela B.1 encontram-se compilados os pontos de ebuli¢do desses

compostos.

Tabela B.1 — Pontos de ebuli¢do dos compostos presentes no MNB do processo.

Composto

Ponto de ebulicdo (°C) Referéncia bibliografica

MNB

4-nitrotoluento

3-nitrotolueno

2-nitrotolueno

Anilina

CHOL

CHONA

CHA

Benzeno

210,9
238
231,9
225
184,4
161,1
155,6
134,5

80,1

(Nexant, 2011)
(TCI AMERICA, 2015)
(SIAFA, 2015)
(Sigma-Aldrich, 2015)
(CUF-QI 2009)
(ScienceLab, 2015¢)
(ScienceLab, 2015d)
(ScienceLab, 2015¢)

(ScienceLab, 2015f)
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A composicao detalhada dos dois lotes de MNB utilizados no estudo, nomeadamente o
MNB I e o MNB II, encontra-se descrita na Tabela B.2. As presentes composigdes sao

correspondem as andlises cromatograficas apresentadas na se¢do 3.1.1.

Tabela B.2 — Composicao detalhada dos dois lotes de MNB

Composto MNB I MNB II (%)
Area (pa X s) % Area (pa X s) %
MNB 5,2 x 10° 99,96 5,4 x 105 99,99

4-nitrotoluento 2,9 4,2 %107 11,2 1,5x 1073

3-nitrotolueno 1,5 2,2%x107% - -
2-nitrotolueno - - 3,7 49 x 107*
Anilina 34,4 59 x 1073 8,4 1,2 x 1073

CHOL - - - -
CHONA 191,9 2,9 x 1071 7,1 1,0 x 1073

CHA 12,2 1,8 x 1073 - -

Benzeno 6,6 7,6 x 107% - -
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Apéndice C — Solugdes aquosas de nitrofendis

A preparagdo das solucdes aquosas de NFs para a realizagdo dos estudos envolveu a
dilui¢do de solugdes mais concentradas de forma a obter a gama de concentragdes desejada.
Esta estratégia visou ultrapassar as dificuldades inerentes a pesagem de pequenas massas dos

solutos para gamas de concentragdo mais reduzidas, e diminuir os erros introduzidos.

Tabela C.1 — Concentragdo das solu¢des aquosas utilizadas no ensaio E (ensaio preliminar)

Identificagdo C
DNF 1 1,00
TNF 1 1,00
NFs 1 1,00

Tabela C.2 — Concentragdo das solugdes aquosas de DNF, TNF e NFs utilizadas nos ensaios: H a AA.

Solugio Aquosa CoNF CrNF Conr/Crnr
1 0,06 0,06 0,06
2 0,12 0,12 0,13
3 0,25 0,25 0,25
5 0,37 0,37 0,38
6 0,50 0,49 0,50
6 1,00 1,00 1,00
7 1,47 1,48 1,51
8 2,00 2,00 2,00
9 2,51 2,50 2,50
10 5,31 5,28
11 7,59 7,72
12 10,17 10,14
13 13,07 13,20
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APENDICE D — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - HPLC

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ¢ uma
técnica analitica versatil e amplamente utilizada quando se
pretende quantificar compostos pouco volateis. Na Figura
D.1 apresenta-se uma fotografia do equipamento de HPLC
utilizado da marca Hitachi, modelo Elite LabChrom. O
procedimento envolve a introdugdo da amostra num
eluente (fase movel), que ¢ forgado a atravessar uma coluna

de enchimento (fase estacionaria) devido a elevada pressao

————— { B——

do sistema. A separagdao dos componentes da amostra ] )
Figura D.1 — Cromatrografo de HPLC da

ocorre devido as diferentes velocidades de migragdo, Hitachi, modelo Elite LaChrom”

que derivam das diferentes afinidades dos solutos com a fase estaciondria. A saida da coluna,

encontra-se um detetor que responde a concentracdo do soluto e que permite a constru¢ao de

um cromatograma que representa a concentracao de cada soluto por um pico em fun¢do do seu

tempo de reten¢do (Harris, 2007; Skoog et al., 2007).

Como foi acima referenciado, a coluna utilizada no cromatrégrafo ¢ de fase reversa
“LICHROCART 125-4 PUROSPHER STAR RP-18” com empacotamento de silica (18,5 um,
250 mm x 4 mm). A cromatografia de particdo pode ser caracterizada de acordo com a
polaridade relativa da fase estacionaria, podendo ser designadas de cromatografia de fase
normal ou de fase reversa. Na cromatografia de fase normal a fase estacionaria € polar e a fase
movel apolar; na cromatografia de fase reversa as polaridades sdo invertidas (Harris, 2007).

Neste estudo a fase movel utilizada no HPLC era polar.

Time: 6.26878 Minutes - Amplitude: - maALl

3 30Am. dnm  —— DAD-CHI 223 nm
EET2

Retention Time
Mame

2060 24DNF

4600 THF

Figura D.2 — Cromatograma obtido com 0 HPLC para uma amostra com DNF e TNF.
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D.1 - Preparacio das solucoes padrao e retas de calibraciao

O procedimento de construgdo das retas de calibracao para cada nitrofenol (DNF e TNF)
no HPLC consistiu na inje¢do de amostras de concentragdo conhecida, solu¢des padrao, de cada
um dos NFs que se pretende analisar. A gama de concentragdo das solu¢des padrao deve incluir

as concentragoes a utilizar no estudo.

As retas de calibragdo para o DNF e TNF foram construidas recorrendo a solugdes padrao
de DNF e TNF de concentragao entre 1 a 10 ppm e encontram-se representadas na Figura D.3

e DA4.

Tabela D.1 — Caraterizagao das solugdes padrao de DNF.

N Erro

Padrao Cpadréo(ppm) Ccalibragéo(ppm)
(%)
1 1,0028 1,0002 0,25 ] Cpyr (ppm) = 5,53756 x 1076 X Area
E + 0,00533775
2 2,0466 2,0521 0,27 ] R = 0999547
3 3,0414 3,1615 3,95 :
4 4,0702 3,9908 1,95 ]
S 4,9238 4,8616 1,26 Figurua D.3 - Reta ;ie calilbrac;ﬁ(; do DNF ob‘éida n(; HPLC.
6 6,9789 6,9645 0,21
7 10,0167 10,0497 0,33
Tabela D.2 — Caraterizacdo das solugdes padrdo de TNF
1wlCryr (ppm) = 6,73521 x 107¢ x Area

. Erro : —0,0109956

Padrao Cpadréo(ppm) Ccalibragéo(ppm) 4 R* =0,999884
@)

1 1,0028 1,0542 5,13 iy
2 2,0466 2,0059 1,99 $
3 3’0414 3’05 80 0,54 Dn "moooo | a0000 | sooooo | sninrzna "loooon | fZn0noD | 14n0000 | {G0000D
4 4,0702 4.0446 0,63 Figura D.4 — Reta de calibragdo do TNF obtida no HPLC.
5 4,9238 4.9048 0,38
6 10,0167 10,0340 0,17
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APENDICE E - SUMARIO DOS ENSAIOS REALIZADO

Na tabela E.1, encontra-se uma descri¢ao sumaria dos ensaios realizados ao longo do
estudo.

Tabela E.1 — Sumario dos ensaios realizados no presente estudo.

Ensaio Fase aquosa Fase organica Fator
A DNF MNB I
Tempo de agitacdo
B DNF-+TNF MNB II
C DNF MNB I
Tempo de decantacao
D DNF+TNF MNB II
E DNF/TNF/NFs MNB I Ensaio Preliminar
F Agua MNB I¢/ TNF Efeito da composicdo inicial das
fases
G TNF MNB I
H Concentragdo; T=6
MNB I
I DNF Concentragdo; T=12
J MNB II Concentragdo; T=6
L Concentragao; T=6
MNB I
M TNF Concentragdo; T=12
N MNB II Concentragao; T=6
O Concentragao; T=6
MNB I
P Concentragdo; T=12
Q DNF+TNF Concentragdo; T=1
R MNB I Concentragdo; T=6

S Concentragado; T=16
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Tabela E.1 (Continuaciio) — Sumario dos ensaios realizados no presente estudo

Ensaio Fase aquosa Fase organica Fator
T MNB I
DNF
U MNB II
\Y% MNB I pH
TNF _6
X MNB I =
V4 MNB I
DNF+TNF
AA MNB 11
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APENDICE F — BALANCO MASSICO AO SISTEMA MNB-AGUA

O sistema de medic¢ao utilizado nos ensaios era um sistema fechado. Assim a determinacao
da concentrag¢do de NFs, quer de DNF quer de TNF, na fase organica foi baseado no principio

da conservacao de massa.

[mi,fase aquosa + M fase orgénica] = [mi,fase aquosa + m;j fase orgénica] (Fl)

incio final

Em que i = DNF, TNF.

A massa inicial de nitrofendis na fase organica era nula, uma vez que estes foram

dissolvidos na fase aquosa. A massa de NFs na fase aquosa inicial ¢ dada pela Equagao F.2.

(g) X 107 (F.2)

[mi,fase aquosa] (g) = [Ci,fase aquosa ] X [mfase aquosa]

inicial inicial inicial

Durante o procedimento experimental foi necessario ter em conta a solubilidade da fase
aquosa no MNB e vice-versa o que promove alteracdes na massa de ambas as fases. Neste
sentido a massa final das fases aquosa e organica foi obtida de acordo com o seguinte balango,

Equacao F.3.

(g) _ [mfase aquosa]inicial(g)_wl[mtotal]inicial(g)

1—W1 —Wp

[mfase aquosa]final (F3)

Em que, [mtotal]inicial(g) = [maquosa] &)+ [morgénica] (g), wy € a fragdo

inicial inicial

massica da fase aquosa no MNB e w,, ¢ a fracdo massica de MNB na fase aquosa a temperatura
do ensaio. As fragdes massicas correspondentes as diferentes temperaturas utilizadas nos

ensaios encontram-se na Tabela F.1, ¢ foram obtidas através do ASPEN.

A massa final da fase organica obtida através da Equagao F.4.

[m fase orgénica] (g) = [mtotal]inicial (g) - [maquosa] (g) (F4)

final final

A quantificagcdo dos NFs presentes na fase aquosa ¢ efetuada através de analise em HPLC

que foi calibrado com concentra¢do massica, Apéndice D.1.

Aplicando o principio da conservacdo de massa (Equagdo F.1) aos NFs na fase organica

obtém-se a Equagao F.5.

[mi,fase orgénica] (g) = [mi,fase aquosa] (g) - [mi,fase aquosa] (g) (FS)

final final

incial

A razdo de distribui¢do ¢ obtida dividindo a concentragdo de NFs na fase aquosa pela sua
concentra¢do na fase organica. A concentracdo na fase organica ¢ dada pela Equacao F.6
(Harris, 2007).
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_ [mi,fase orgénica]

final [mfase organica]

(8
final X 6 .
% 10 (F.6)

[Ci,fase organica ]
final

Tabela F.1 — Fragdes massicas da fase aquosa no MNB e do MNB na fase aquosa obtidas através do ASPEN.

T w;x10® w,x103

1 1,41 1,65
6 2,90 2,12
12 6,10 2,90
16 9,40 3,70
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