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Resumo

Sales, D. M.; Patricio, P. S. O.; Pedroso, E.; Souza, P. P.

Em andlises quimicas, a etapa de preparo da amostra é a mais morosa de todo o processo
analitico e a principal fonte de erros no resultado final. Métodos disponiveis para a
extracdo de compostos organicos, como SPE (Solid Phase Extraction) e SPME (Solid
Phase Microextraction), sao geralmente trabalhosos, caros e algumas vezes frageis, como
a fibra sensivel de SPME, a qual um pequeno descuido pode quebrar e inviabilizar seu
uso. Portanto, melhorias no processo sao desejaveis e importantes para alcangar resultados
analiticos mais precisos e exatos. Este trabalho apresenta um método inovador de preparo
de amostras aquosas para cromatografia gasosa em um Unico passo e sem o uso de
solventes, utilizando poli(metil metacrilato) (PMMA) como fase extratora. O processo
consiste em um fluxo da amostra pelo interior de um [liner revestido internamente com
PMMA, até que o equilibrio termodindmico do analito entre o PMMA e a matriz seja
atingido. Apds a absorcao, o liner é inserido no cromatografo para que seja realizada
a dessor¢ao e a separagao cromatografica. O método foi testado usando trés classes de
compostos: uma solugdo aquosa de 1-dodecanol, um mix contendo 13 alcanos e um padrao
contendo 16 pesticidas. Utilizou-se sistema GC-MS composto por cromatégrafo a gas
Agilent 7890A (coluna Supelco HP-5MS) acoplado a espectrometro de massas Agilent
5975B Single Quadrupolo. O método foi capaz de identificar todos os analitos com sucesso
e foi otimizado para aumentar a resolucao dos sinais. Avaliou-se o poder de absor¢ao do
PMMA em duas massas molares, 120.000 g mol! e 350.000 g mol!, sendo que este tltimo
foi termicamente mais estavel a longo prazo. Validou-se o método para a analise de quatro
pesticidas - heptacloro, aldrin, endosulfan e dieldrin - alcancando limites de deteccao de
0,42 a 2,33 pg L=t e limites de quantificacao de 5,10 a 6,08 pg L=1. As curvas analiticas
apresentaram valores de R? de 0,97667 a 0,99406. O novo método é uma alternativa vidvel,
barata, rapida e segura para extracao e pré-concentracao de analitos volateis em amostras
aquosas para analise por cromatografia gasosa, além de ser uma aplicacao inovadora, que

redefine a fungao do liner no equipamento.

Palavras-chaves: IT-SPME, compostos organicos volateis, pesticidas, validacdo de mé-

todo, PMMA.



Abstract

Sales, D. M.; Patricio, P. S. O.; Pedroso, E.; Souza, P. P.

In chemical analyses, sample preparation is the most time consuming step of all the
analytical process and the main source of errors in the final result. Available methods
for extraction of organic compounds, such as SPE (Solid Phase Extraction) and SPME
(Solid Phase Microextraction) are usually laborious, expensive and fragile, like the highly
sensible SPME fibers, which may break with a little mistake, stopping its use. Therefore,
improvements in the process are desirable and important to achieve better analytical
results. This work presents an innovative one-step and solvent-free method of aqueous
sample preparation for gas chromatography, using poly(methyl methAcrylate) (PMMA)
as extractor phase. The process consists of a sample flow through the inside of a liner
internally coated with PMMA until the reach of the thermodynamic equilibrium of the
analyte between the PMMA and the matrix. After the absorption, the liner is inserted
into the gas chromatograph for desorption and chromatographic separation. The method
was tested using three classes of compounds: an aqueous solution of 1-dodecanol, a mix
containing 13 alkanes and a standard solution containing 16 pesticides. The GC-MS
system was composed of an Agilent 7890A GC (Supelco HP-5MS column) coupled with
an Agilent 5975B Single Quadrupole MSD. The method was successfully able to identify
all the analytes and it was optimized to improve signal’s resolution. It was evaluated how
the molecular weight of PMMA affects the absorption power, comparing the polymers of
120.000 g mol™* and 350.000 g mol™!, and it was found that the last one is more thermally
stable in the long run. The method was validated for the analysis of four pesticides -
heptachlor, aldrin, endosulfan and dieldrin - obtaining LOD of 0,42 to 2,33 pg L~ and
LOQ of 5,10 to 6,08 pg L™!. The analytical curves presented R? values from 0,97667
to 0,99406. The new method is a viable, cheap, fast, and safe alternative for extraction
and enrichment of volatile analytes in aqueous samples for gas chromatography analysis,

besides being an innovative application, that redefines a liner’s function in the equipment.

Key-words: IT-SPME;, volatile organic compounds, pesticides, method validation, PMMA.
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1 Introducao

Uma anélise quimica envolve diversas etapas até o resultado final, envolvendo, de

forma resumida e generalizada, as seguintes etapas:

1. Amostragem;

2. Armazenamento e transporte;

3. Preparo das amostras;

4. Separacao, identificacao e quantificacao;
5. Validacao analitica;

6. Avaliacao estatistica e tomada de decisoes.

Na Figura 1 sao apresentadas as principais etapas envolvidas em uma anélise

quimica genérica [1].

A 5 Separacao
N Armazenamento e Preparo de ) :
Amostragem identificacao e

Valida¢do analitica
transporte amostras b

guantificacao

Figura 1 — Principais etapas de uma analise completa.

Adaptado de [1]

A etapa que mais demanda tempo é o preparo das amostras. Muitas vezes negligen-
ciada, ¢ a etapa que mais gera erros no resultado. Por isso, é necessario que estudos sejam
feitos em busca do aprimoramento das técnicas de preparo de amostras, tornando-as mais

rapidas, baratas e eficientes [1].
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1.1 Preparo de amostras

Algumas amostras nao exigem preparo algum e podem ser analisadas diretamente.
Entretanto, casos assim nao sao comuns e a grande maioria das amostras precisa ser

tratada e preparada previamente para a analise [1].

De acordo com uma pesquisa realizada por Majors (2015), a etapa de preparo da

amostra demanda mais de 60% do tempo total de uma andlise (Figura 2) [2].

‘ Amostragem (6%)

Analise (6%)

Preparo das
amostras (61%)

Figura 2 — Tempo gasto em cada etapa de uma analise.

Adaptado de [2]

Além disso, o estudo ainda mostrou que a etapa de preparo de amostras é a que
mais gera erros no processo, representando 30% dos erros gerados durante uma andlise
quimica. A Figura 3 ilustra a representatividade das principais fontes de erros [2].

Introducdo da amostra (6%)
Cromatografia (7%)

Contaminacao (4%)

Colunas (11%)

Instrumento (8%)

Operador (19%)
Calibragdo (9%)

Figura 3 — Distribuicao de erros gerados durante uma andlise cromatografica.

Adaptado de [2]
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As técnicas mais utilizadas para o preparo de amostras liquidas sao [2] [3]. :

» Extragao em Fase Liquida (LLE, do inglés Liquid-Liquid Extraction, também chamada

de Extracao com Solvente (SE, do inglés Solvent Eztraction);
« Extracdo em Fase Sélida (SPE, do inglés Solid Phase Extraction);

» Micro Extracdo em Fase Sélida (SPME, do inglés Solid Phase MicroExtraction)

A Extragao com Solvente (SE) é um processo muito bem estabelecido nos labora-
torios e nas industrias quimicas para extracao e pré-concentracao de analitos de amostras
aquosas para solventes organicos. No inicio do século XX ela ja era reconhecida como uma
técnica de separacao e extragdo poderosa nos laboratérios quimicos. A primeira utilizagao
industrial em larga escala da técnica foi realizada em 1942 por Mallinckrodt Chemical
Company para producao de uranio por extragao seletiva de nitrato de uranio de solucoes
aquosas utilizando éter como solvente extrator. Nas décadas de 1950 e 1960 ela ganhou

espago em varias outras industrias [4] [5].

Os métodos baseados na Extracao em Fase Sélida (SPE) foram desenvolvidos e
introduzidos no meio académico em 1971 como uma alternativa a SE. A SPE combina
extracao e pré-concentracao de compostos organicos em agua por adsor¢ao em um material
solido, especifico para cada classe de analitos e de matrizes das amostras, seguida por

dessor¢ao com uma pequena quantidade de solvente orgéanico [6].

Em comparacao com a LLE, a SE apresenta diversas vantagens, como a reducao
do volume de solventes organicos e a influéncia de menos interferentes, pois envolve menos
etapas. Além disso, o tempo da anélise é reduzido, proporcionando um preparo de amostras

mais rapido e facilmente automatizado [6].

Essas técnicas sao relativamente eficientes e conseguem extrair/pré-concentrar os
analitos com rendimento muitas vezes acima de 80%, que é um valor aceitdvel para niveis

analiticos de alta precisdo e exatidao [2].

A pré-concentracao que ocorre nos processos de preparo de amostras, onde o analito
é concentrado na superficie sélida ou no liquido (solvente extrator), melhora o resultado da
analise quimica e aumenta a eficiéncia do método. O fator de pré-concentracao é geralmente

calculado como a razao do sinal do analito obtido com e sem a utilizacao do dispositivo de
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melhora do método. Como por exemplo no trabalho realizado por Guo e coautores, em
que um novo material extrator foi desenvolvido para ser utilizado em uma fibra de SPME.
A pré-concentracao foi maior com a utilizagdo do novo material do que na fibra sem o

material [7].

O grande problema da LLE e da SE reside no fato de elas serem trabalhosas e

onerosas, envolvendo varias etapas, que geralmente incluem:

1. adigao do solvente extrator a amostra;
2. agitacao com aquecimento;
3. centrifugacao; e

4. separacao.

A Microextragao em Fase Sélida (SPME) é uma técnica rapida e sem solvente,
entretanto muito fragil e cara. A fibra de SPME utilizada para a extracao dos analitos
¢é altamente sensivel, e um pequeno descuido pode quebra-la, inviabilizando seu uso e o

preparo de amostras in-situ [2].

1.2 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (GC, do inglés Gas Chromatography) é um método de
separacao e analise de compostos organicos volateis muito utilizado em diversas areas da
ciéncia, e oferece uma ferramenta instrumental de grande utilidade para laboratérios de

controle da qualidade [8].

A técnica foi introduzida por James e Martin em 1952. O principio operacional basico
do GC envolve a volatilizagdo de uma amostra em um injetor aquecido de um cromatégrafo
a gas, seguido da separagao dos componentes da mistura em uma coluna especificamente
preparada. Somente aqueles compostos que podem ser vaporizados sem se decomporem
sao adequados para andalise por GC. Esses compostos incluem a maioria dos solventes,
pesticidas, aromas, 0leos essenciais e combustiveis hidrocarbonetos. A cromatografia gasosa
realiza a separacao dos componentes e oferece informacao quantitativa dos mesmos. A
técnica é capaz de identificar um analito pelo seu tempo de retencao e consegue quantificar

até fentomoles do composto de interesse [9].
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H& muitos tipos de detectores que sao utilizados de forma acoplada aos croma-
tografos. Eles foram desenvolvidos pela necessidade de haver sistemas de detecgao que
fornecam respostas seletivas a grupos especificos de compostos a fim de simplificar os
cromatogramas de amostras complexas. Diferentes detectores oferecem diferentes tipos de

seletividade e podem ser classificados também de acordo com sua sensibilidade [10].

O espectrometro de massas (MS, do inglés Mass Spectrometer) é o detector mais
utilizado em cromatografia gasosa, e a configuraggo GC-MS continua sendo a técnica
mais eficiente para separacao, deteccao e caracterizacao dos componentes de uma mistura
organica complexa [10]. Na Figura 4 é apresentada uma ilustragao conceitual de GC-MS,
destacando o gas de arraste e os principais componentes do GC (injetor e forno com a

coluna cromatografica) e do MS (cdmara ionizadora, analisador m/z e detector).

Purificador

do gas de arraste
Injetor

3 LR f=
- l : A

Gas de Coluna Camara Analisador
arraste cromatogréfica ionizadora m/z Detector
Cromatografo a gas Espectrometro de massas

Figura 4 — Ilustracao conceitual do sistema GC-MS, destacando os principais componentes.

Adaptado de [9]

Essa configuracao é indispensavel em areas como ambiental, forense, pesquisa
médica e bioldgica, saude e segurancga, industria de fragrancias, alimentos, embalagens, e

muitas outras [9].

Na area ambiental a técnica é muito utilizada para quantificacdo de pesticidas.

Beceiro-Gonzalez e seu grupo de pesquisa (2007) desenvolveram um método utilizando
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SPME e GC-MS para a determinacao simultanea de 46 pesticidas em amostras de agua.
O método foi validado para 29 pesticidas e os limites de deteccao variaram na faixa de

4-17 ng L1 [11].

J& na area alimenticia, Fernandes e coautores (2008) identificaram diversos Compos-
tos Orgénicos Volateis (VOC, do inglés Volatile Organic Compounds) em vinhos brasileiros
utilizando GC como forma de separacao e identificacdo, e SPME como método de extracao

e pré-concentragao da amostra [8].

Além das vantagens em relacao a seletividade do MS, quando se utiliza a espectro-
metria de massas como forma de deteccao em uma analise cromatografica, os limites de
deteccao podem ser diminuidos usando técnicas especiais de aquisicao dos dados como o

monitoramento seletivo de fons (SIM, do inglés Selected lon Monitoring) [9].

Muitas vezes, compostos de diversas classes podem ser determinados em uma tinica
analise. Rodriguez-Lafuente e coautores (2016) validaram um método para a determinacao
de pesticidas com uma ampla faixa de polaridades em uma matriz ambiental, alcan¢ando
limites de detecgao na faixa de 0,05-1 pg L™!, boa linearidade na curva analitica (R?>

0,99) e desvio padrao relativo abaixo de 7% [12].

Estabelecer os parametros de uma analise em GC-MS envolve muito mais do
que apenas selecionar uma coluna cromatografica com comprimento, didmetro e fase
estacionaria adequados. A forma de injecao da amostra e o método de extragao sao tao

importantes quanto a sele¢ao da coluna apropriada [13].

1.2.1 Injec3ao da amostra

A andlise cromatografica se inicia com a introducao da amostra no equipamento
com o auxilio de uma seringa. A amostra é, entdo, aquecida na camara de injecdao, também
chamada de inlet (Figura 5). Dentro da camara de injegdo a amostra é vaporizada e, junto

ao gas de arraste, transferida para a coluna cromatografica [14].

Essa transferéncia deve ser feita de forma que moléculas do mesmo composto
sejam carreadas em um menor intervalo de tempo possivel, gerando, assim, resultados
cromatograficos com picos simétricos e finos. Além disso, essa etapa deve ser realizada sem
degradagao térmica, adsor¢ao ou rearranjo dos componentes da amostra, e nao poder haver

separacao prévia dos componentes por diferencas na temperatura de ebuli¢cdo, polaridade
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ou peso molecular, ou seja, todos os componentes da amostra devem entrar na coluna

cromatografica ao mesmo tempo [13].

Como ¢ dificil atender a todos esses requisitos com um tnico design de injetor para
a ampla variedade de tipos de amostra e coluna encontrados no GC, diversos modelos e

métodos foram desenvolvidos ao longo do tempo [13].

O injetor mais comum, versatil e por isso um dos mais usados para colunas capilares
é o injetor split/splitless, que pode operar em dois modos: split e splitless. A selegdo do modo
depende da concentragdo dos analitos na amostra. A Figura 5 ilustra uma representacao

esquematica de um injetor split/splitless.

Septo
Entrada do
gas de arraste
Saida do 1
split 1 H— Liner
Coluna

cromatografica

Figura 5 — Representagao esquematica do corte transversal do injetor.

Adaptado de [9]

Dentre os diversos componentes do injetor se encontra o liner, um tubo de vidro que
se localiza dentro da camara de injecdo. Como as amostras liquidas sdo vaporizadas nessa
camara e transferidas diretamente para a coluna, o liner funciona como uma pré-coluna
de vidro vazia, onde ocorre o aquecimento da amostra e sua mistura com a fase gasosa.
Ele é importante também para limitar a degradagdo da amostra e melhorar a vaporizagao

da mesma [13].

Assim como existem diferentes modelos de injetores, o design do liner também
pode ser alterado ou ajustado para otimizar a vaporizagao e inser¢ao da amostra na coluna

cromatogréfica [14].
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Embora as dimensoes externas dos liners devam ser compativeis com os requisitos
do GC, liners com as mais variadas dimensoes internas podem ser instalados em um
injetor. Para o presente trabalho, foi selecionado o liner do tipo split/splitless reto, que é

ilustrado na Figura 6.

Figura 6 — Corte transversal do liner split/splitless, utilizado no presente trabalho.

Palmer e seu grupo de pesquisa (2017) avaliaram avaliados diversos tipos de liners,
variando designs e fabricantes, na determinacao de preservantes utilizados em cosméticos.
Os liners foram comparados com base na eficiéncia em auxiliar a dessor¢ao térmica e na
capacidade de proteger adequadamente a coluna. Todos tiveram desempenhos razoaveis,
entretanto o design reto, o mesmo utilizado na presente pesquisa, foi o que proporcional os

melhores resultados, com vaporizacao mais rapida da amostra e aumento da sensibilidade

da analise [15].

As analises de pesticidas em vegetais, realizadas por Khan e coutores (2018), bem
como as determinagdes de ésteres organofosforados em ambientes aquaticos, conduzidas por
Cristale e coautores (2020), também foram desenvolvidas utilizando liners split/splitless

do tipo reto, comprovando sua versatilidade [16] [17].

1.2.2 A coluna cromatografica

Em cromatografia gasosa, a separacao propriamente dita ocorre dentro de um
tubo oco aquecido chamado de coluna cromatografica, que contém a fase estacionaria.
Os componentes da amostra injetada sao arrastados na coluna pelo gés de arraste (a
fase movel) e seletivamente retardados pela fase estacionaria. A temperatura do forno no
qual se encontra a coluna do GC é geralmente programada para um aumento de 4-20 °C

in~!. D f de ebulica id f
min~ . Dessa forma os compostos com menor ponto de ebulicdo e menos retidos na fase
estacionaria eluem rapidamente, sendo que os que possuem maior ponto de ebuli¢ao e sao

mais fortemente retidos pela coluna sdo liberados depois [9].

A funcéo da coluna é separar os componentes enquanto minimiza o alargamento do
sinal correspondente a cada composto a medida que ele se move pela coluna. Isso resulta

nos componentes da mistura sendo eluidos como picos finos, o que maximiza a razao
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sinal /ruido para cada analito. A Figura 7 ilustra o cromatograma obtido pelo método
de cromatografia por ionizacao total (TIC, do inglés Total lon Chromatogram) de uma

solugdo padrao de ésteres de fitoesteréides provenientes de éleo de milho [18].

1.2x10" 3
1.0x10"
8.0x10° 4 ! ,'\

6.0x10° 4 . !

4.0x10° 4 |

2.0x10° 4

24)(10‘ - 2'5 3'0 3‘5 4'0 4'5 5'0 5'5 5'0 6'5 7'0 7'5
Figura 7 — Cromatograma de ésteres de 6leo de milho.

Adaptado de [18]

As colunas mais utilizadas sao as capilares de silica fundida, com fases estacionarias
de dimetilsiloxano e 5%-fenil-95%-dimetilsiloxano. Elas sdo apropriadas para muitas
aplicacbes e por serem relativamente apolares tendem a separar os compostos pelas

diferengas nos pontos de ebuligao de cada um [9].

1.3 Preparo de amostras para cromatografia gasosa

A injecao direta da amostra em um cromatografo a gas ocorre quando quantidades
minimas da amostra sdo inseridas no equipamento sem tratamento prévio. As vantagens
deste procedimento incluem uma preparagao rapida e simples da amostra. No entanto, a
contaminacao do injetor e da coluna pela amostra é uma séria desvantagem e requer a
manutencao frequente de componentes do equipamento, tornando a injecao direta limitada

a0 uso em matrizes mais limpas e ndo muito complexas [19].

Muitas vezes é dificil atingir uma linha base estavel e este modo de inje¢ao nao
fornece alta sensibilidade devido ao volume de amostra limitado. Além disso, para amostras
aquosas a pressao causada pelo vapor d’agua pode prejudicar o processo de injecao e
perturbar a separacao cromatografica, além de diminuir o tempo de vida 1til da coluna.
Por estas razoes, a injecao direta raramente é utilizada, e geralmente as amostras sao

preparadas de forma a purificé-las e torné-las mais apropriadas para a anélise [1] [19].
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Dessa forma, o preparo de amostras tem como objetivo a extracao, o isolamento e a
concentragao do analito, principalmente quando estes se encontram em amostras complexas,
que sao dificeis de serem estudadas diretamente pelos instrumentos de analise quimica.
O procedimento a ser usado varia com o nivel de seletividade, velocidade e conveniéncia
desejados. Portanto, a otimizacao desse processo é de fundamental importancia para a

obtencao de resultados precisos e exatos [1].

O método de Extracao por Solvente (SE) envolve a extracao do analito volatil
usando um solvente organico. Uma aliquota desse extrato é entao introduzida no GC. Este
método é usado extensivamente porque é eficaz para substancias volateis com altos pontos
de ebulicao e permite a pré-concentracao dos analitos, aumentando a sensibilidade do

resultado [19].

Como a SE geralmente envolve a utilizagdo de grandes volumes de solventes, diversos
estudos vém sendo realizados no sentido de diminuir essas quantidades. Duodu e coautores
(2016) desenvolveram um método de extracao por solvente (SE) seguida de GC-MS para
determinacao de pesticidas organoclorados em amostras de sedimentos. Variaveis como
temperatura, razao de solvente, massa adsorvente e o ciclo de extracao foram avaliadas e
otimizadas. O método foi capaz de reduzir a quantidade de solvente utilizado e o tempo
de preparo das amostras, e se mostrou altamente seletivo e sensivel, com desvio padrao

relativo abaixo de 10% [20].

Além disso, novas configuragoes para a extragao por solvente também vém sendo
criadas a fim de otimizar o processo de uma forma geral. Nascimento e coautores (2018)
utilizaram um procedimento de SE miniaturizado e de baixo consumo de solventes para a
determinacao simultanea de 34 pesticidas. As recuperacoes variaram de 72,1% a 120%,
apresentando desvio padrao relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation) abaixo
de 20% na maioria dos pesticidas, se mostrando um método abrangente, preciso e adequado

para ser empregado na determinagao de pesticidas [21]

Ainda que o volume de solvente nao seja diminuido, outra linha que tem sido
adotada por pesquisadores no estudo da SE é a utilizacao de solventes ambientalmente
amigaveis. O desenvolvimento de novos solventes verdes é um dos assuntos-chave da
Quimica Verde, que tem o objetivo de reduzir a intensidade das atividades antropogénicas

relacionadas aos laboratérios analiticos. Os novos solventes verdes, além de serem mais
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ecologicas, proporcionam tempos de extracdo mais curtos, alta simplicidade, baixo custo e
maior seletividade em alguns casos. O trabalho publicado por Wasylka e coautores (2017)
apresenta os solventes de extracao verde mais promissores e mais usados, como liquidos
ionicos e fluidos supercriticos, e comprova que o desenvolvimento desses materiais abre

perspectivas interessantes para novas pesquisas [22].

No entanto, ainda que o volume de solvente seja diminuido e que os mesmos sejam
ambientalmente amigaveis, a SE permanece sendo um processo relativamente longo e
moroso. Além disso, geralmente nao é possivel a determinacao precisa de analitos com
baixos pontos de ebuli¢ao, pois o proprio pico do solvente pode interferir na identificacao
dos analitos e muitos componentes podem ser co-extraidos junto ao composto de interesse,
interferindo assim na deteccao do sinal. Por esses motivos, a SE também requer a utilizagao
de solventes organicos ultra puros, evitando a diminuicao da sensibilidade, o que acarreta

um custo elevado as andlises de uma forma geral [19].

1.4 Microextracao em fase sélida

A Microextragdo em Fase Sélida (SPME) é uma técnica de preparo de amostras
em que uma pequena quantidade da fase extratora, dispersa em um suporte solido, é
exposta a amostra por um periodo de tempo pré-determinado. Dessa forma, um equilibrio
de particao do analito entre a matriz da amostra e a fase extratora é alcancado, finalizando

a extragao [23].

A SPME se baseia nos processos de adsorc¢ao e absor¢ao. Adsorgao é o processo
fisico caracterizado pela retencao do analito na superficie do material extrator, ao passo
que na absor¢ao o analito entra no interior do volume do material extrator. O que rege a
ocorréncia de um ou outro sao as interagoes do analito com o extrator, por isso varia de

acordo com as naturezas tanto dos analitos quanto dos materiais extratores [24]

O dispositivo comercialmente disponivel para realizar a SPME é composto por
uma fibra revestida com o material extrator e fixada a um suporte do tipo seringa. A fibra
pode ser colocada em contato com as fases gasosa ou liquida de uma amostra, para que
ocorra a extragao dos analitos. Apds esse processo, geralmente a cromatografia gasosa

(GC) é utilizada para separagao e andlise dos componentes extraidos [25].

Atualmente ha diversas abordagens de SPME sendo utilizadas, que abrangem
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principalmente conceitos de extracao com fibras revestidas e mecanismos com agitacao em
discos, além disso abordagens in-tube sao também estudadas e desenvolvidas. A Figura
8 apresenta ilustracoes das principais implementacoes de SPME, sendo que o material
em azul escuro representa a fase extratora, que se encontra em contato com a amostra

contendo os analitos, representado pela textura azul clara [26].

@ Fase extratora

Amostra
Fibra Agitador Parede
...... o Fluxo da amostra
. I
00 o
4 e ° Tubo
Particulas Disco/membrana

suspensa

Figura 8 — Configuragoes de microextragdo em fase sélida.

Adaptado de [26]

A SPME ¢é uma técnica nao exaustiva, que se utiliza do equilibrio de distribuicao
do analito entre a matriz da amostra e fibra extratora. Compostos que estejam presentes
em quantidades trago em uma amostra e que tenham grandes coeficientes de distribuicao
podem ser altamente pré-concentrados na superficie da fibra e analisados com sucesso por

métodos subsequentes de separacao e deteccao [25].

A constante de distribui¢ao do analito entre a fase extratora e a matriz é dada pela

seguinte expressao:

_ G
C’e
K: constante de distribuicao;

Cy ©: concentragao do analito em equilibrio termodinamico na fase extratora;

C,, ©: concentracao do analito em equilibrio termodinamico na matriz.
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E possivel observar na expressio acima que uma fibra de SPME ttil deve ter
um revestimento altamente eficiente, para que a concentracdo do analito em equilibrio
termodinamico na fase extratora seja alta. Por isso apenas alguns materiais sao adequados.
Até o momento, os revestimentos usados com maior frequéncia sao o polidimetilsiloxano

(PDMS) com espessura de 100 pm e o poliacrilato (PA) com espessura de 85 pm [25].

Diversos estudos encontrados na literatura demonstram que solugbes aquosas
contendo analitos em quantidades trago podem ser enriquecidas com o auxilio de uma
fibra de SPME revestida com os polimeros PDMS e PA. Essa técnica é muito utilizada,

Z1: n n :
por exemplo, na andlise de aromas ('flavors"), sendo uma ferramenta complementar muito

util para o preparo de amostras [25].

A SPME ¢ selecionada como técnica de preparo de amostras em varias areas
analiticas. Para cada analito, uma fase extratora diferente pode ser desenvolvida, e
valores distintos de eficiéncia e seletividade sao atingidos. Nacham e coautores (2017)
desenvolveram um método para a purificacdo de RNA mensageiro (mRNA) de amostras
biologicas complexas, utilizando poliacrilato como material do revestimento absorvente. O
método foi otimizado para melhorar o desempenho da extracao e representa uma vantagem
significativa sobre métodos convencionais de extracao de RNA, principalmente porque a
seletividade do método em relacdo ao mRNA foi aprimorada e o desempenho de extracao

foi aumentado [27].

No entanto, uma fibra de SPME é intrinsecamente pequena e nao proporciona
robustez suficiente para amostragem in situ, por isso em condigdes de campo possuem sua

aplicacao pratica muito limitada [28].

A SPME pode ser realizada de duas formas, por meio do contato direto da fibra

com a amostra ou pelo modo chamado de headspace (HS) (Figura 9) [23].

As duas formas envolvem o equilibrio termodinamico dos analitos volateis entre a
amostra e a fibra extratora. No caso do contato direto o equilibrio é estabelecido entre
a fase liquida da amostra e a fibra, ao passo que no headspace o equilibrio da extracao

ocorre entre a fase gasosa e a fibra (Figura 9) [19].
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Headspace
da amostra

Figura 9 — Preparo de amostras por SPME com (a) extragao direta e (b) headspace.

Adaptado de [26]

O modo pelo contato direto é muito utilizado para analitos menos volateis. Canosa
e coautores (2006) empregaram essa configuragao no desenvolvimento de um procedimento
para determinacao de cinco parabenos em amostras de agua. Os analitos foram concentrados
em uma fibra de SPME e determinados seletivamente por GC-MS/MS. Para todos os
compostos, os maiores fatores de enriquecimento foram alcancados usando uma fibra de
poliacrilato exposta diretamente as amostras de agua. Sob condigdes otimizadas, o método
proposto alcancou limites de quantificacao de 0,001 a 0,025 ng ml™! e nao apresentou

efeitos de matriz [29].

Por outro lado, o modo headspace possui diversas vantagens. A principal delas reside
no fato de que a amostragem da fase gasosa evita qualquer contaminagao de componentes
nao volateis que possam ser encontrados na matriz da amostra ou em um solvente organico
[19]. Além disso, essa configuracao oferece resultados com alta sensibilidade. Zhang e
coautores (2013) desenvolveram um método para adsorgao de pesticidas organoclorados
(OCPs, do inglés "Organochlorine Pesticides"), utilizando uma nova fibra, com material
hibrido de uma estrutura metalorganica a base de cobre (MOF-199) e éxido de grafite
(GO), que foi desenvolvida para o SPME de headspace. Os limites de detec¢ao encontrados
foram de 2,3 a 6,9 ng L™ e 0o método foi utilizado com sucesso na determinacio simultinea

de oito OCPs em dguas de rios [30].

Existem ainda duas principais variagoes do headspace: HS estatico e HS dindmico.
No HS estatico, a amostra é inserida em um vial fechado sob aquecimento e com agitacao.
Os analitos volateis comegam entdo a promover o processo de particao entre a amostra e
a fase gasosa. Eventualmente o estado de equilibrio é alcancado. Nesse momento, uma

aliquota da fase gasosa ¢ transferida para o GC (Figura 10) [31].
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Ja no HS dindmico, um gas inerte é borbulhado pelo interior da amostra e os
compostos volateis sao transferidos para uma ’armadilha absorvente’. A armadilha é entao

aquecida e os voléteis sdo dessorvidos e transferidos para o GC (Figura 10) [31].

a) v b)
GC/MS
Armadilha GC/Ms
absorvente
Gas N
inerte
Analito Analito

ACI A TN 5T TN

( ). K )«

\\\"Jf/ 24 \\%/ /

Equilibrio Amostra Equilibrio Amostra

Figura 10 — Técnicas de extragao por headspace (a) estatico e (b) dindmico.

Adaptado de [32]

Em geral, o método de headspace dinamico é eficaz para a determinacao e quantifi-

cagao de substancias volateis de moderada a alta solubilidade em dgua [19].

1.4.1 Microextracao em fase sélida no tubo

A técnica de SPME apresenta duas principais variacoes: em fibra e em tubo. Na
Figura 11 essas configuragoes sao ilustradas, sendo que a representa o modelo em fibra,
com o polimero revestido na superficie externa, e b representa o modelo em tubo, com o

polimero revestido na superficie interna [26].

a
@ Fase extratora
Suporte sélido
R R R A S S R S i R B S R B RS R O u TSR,
b

Figura 11 — Duas implementagoes de SPME a) em fibra e b) em tubo.
Adaptado de [26]
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A microextragao em fase sélida no tubo (SPME no tubo ou IT-SPME, do inglés
In-Tube SPME), também chamada de microextragao capilar, é uma técnica de preparo de
amostras que manteve um desenvolvimento constante desde sua introdugao em 1997 por
Eisert e Pawliszyn, e demonstrou ao longo do tempo sua capacidade de ser acoplada a

cromatografia gasosa [33] [34].

O IT-SPME vem se destacando no preparo das amostras por apresentar vantagens
em relagdo as outras técnicas de preparo de amostras, como facilidade de automatizagao
e acoplamento com equipamentos cromatograficos, além da redugao do uso de solventes

organicos e do tempo total da analise, promovendo uma reducgdo nos custos laboratoriais

35).

Os métodos desenvolvidos e validados utilizando I'T-SPME nos trabalhos recentes
encontrados na literatura apresentaram resultados satisfatorios, obtendo valores que de-
monstram alta sensibilidade, seletividade, baixos limites de deteccao, eficiente recuperacao

e baixos valores de desvio padrao relativo para as replicatas [35].

Fernandez-Amado e colegas publicaram em 2016 um artigo de review indicando
os pontos fortes e fracos do IT-SPME durante o periodo de 2009 a 2015. O alto uso do
IT-SPME em varios trabalhos de diferentes dareas nos ultimos anos indica a importancia
dessa técnica. Eles constataram que os parametros mais influentes na otimizacao dos
métodos de IT-SPME sao a natureza do material extrator e sua forma de revestimento

(capilar ou preenchido) [34].

O grupo de pesquisa observou também que o trapeamento por tubo aberto (OTT,
do inglés "Open Tubular Trapping"), uma das variagdes do IT-SPME, é uma configuragao
muito utilizada quando acoplada a cromatografia gasosa. Além disso, esse formato é o que

proporciona maior [34].

Com relacao as aplicagdes do IT-SPME, a maioria dos estudos (cerca de 80%)
realiza andlises ambientais e biomédicas. Diferentes modos de extragao, que implicam
diferentes configuragoes, podem ser usados. Esse fato também demonstra a versatilidade
da técnica e pode ser interpretado como um ponto forte do I'T-SPME, haja vista que

proporciona a possibilidade de enfrentar diferentes problemas analiticos [34].
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Em relacao aos modos de extracao com IT-SPME, a Figura 12 ilustra que ha duas

abordagens fundamentais:

a) passivo/estatico - quando os analitos sao transferidos para o sorvente por meio

de difusao;

b) ativo/dindmico - quando os analitos sdo movidos em uma passagem forcada por

dentro do tubo.

a
S L

-

Figura 12 — Comparagio entre os modos de extragao IT-SPME a) passivo e b) dindmico.

(Adaptado de [26])

Como na pesquisa desenvolvida por Wang e coautores (2018), em que criaram
um método de IT-SPME utilizando como revestimento nanocompoésitos de hidréxido
bimetalico Co-Al. As fibras revestidas com nanocompdésitos foram testadas para a extracao
de oito hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs). Vérios pardmetros que afetam
a extracdo de HAPs, incluindo o volume de amostragem, taxa de fluxo de amostragem,
contetido de metanol e tempo de dessorcao foram investigados. Sob condicoes otimizadas,
o método exibiu um desempenho de extracdo notavel em relacao aos alvos de HAPs,
alcancando limites de deteccao inferiores a 0,02 pg L~! e linearidade na faixa de 0,03 a 15

ng L1 [36].

Diferentes fases extratoras vém sendo aplicadas para aumentar a seletividade e
aprimorar a pré-concentracao e extracao dos analitos de interesse. Revestimentos especificos
podem ser desenvolvidos para uma série de aplicagoes, sendo que o volume do revestimento

também determina a sensitividade do método [26].

No trabalho desenvolvido por Bu e coautores (2017), um dispositivo de IT-SPME
revestido com aerogel de silica modificado organicamente foi utilizado como fase extratora.
A eficiéncia de extragao do método foi sistematicamente investigada e mostrou fatores de
enriquecimento de 2346 a 3132, além de se apresentar como um método automatizado,

sensivel e seletivo para a determinacao de cinco estrogénios. A faixa linear foi de 0,03 a 100
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ng L™! com coeficientes de determinagdo (R?) maiores que 0,9989, e limites de deteccio
(LODs) de 0,01 a 0,05 ng L. Os desvios padrao relativos (RSD) para repetibilidade e
foram inferiores a 4,5% e 6,7% (n = 6), respectivamente. Por fim, o método de anélise foi

aplicado com sucesso para detectar estrogénios em amostras de dgua [37].

Mais recentemente, Wang e coautores (2019) desenvolveram um novo método de
SPME no qual o material extrator é revestido interna e externamente ao capilar (I0T-
SPME, do inglés "In-Out-Tube-SPME"), utilizando polimeros molecularmente impressos
como fase extratora, o que combina as vantagens de eficiéncias de extragao aprimoradas
de IOT-SPME e habilidades especificas de adsorgdo de MIPs (do inglés, "Molecularly
Imprinted Polymers", e mostra alta capacidade de enriquecimento. As condigoes de extracao
foram otimizadas e um método para determinacao de seis compostos desreguladores do
sistema endécrino (EDCs, do inglés "Endocrine Disrupting Compounds") utilizando MIPs
IOT-SPME foi desenvolvido. Sob a condigao ideal, o método apresentou baixos limites
de deteccao (LODs) (0,21-0,80 pg L™1) e de quantificagao (LOQs) (0,69-2,6 pg L™1),
amplos intervalos lineares (10,0 a 1000 pg L™1) para cada composto, e aceitavel para cinco
determinagoes paralelas (2,4 a 6,6% (RSD)). Além disso, quando comparada as fibras
comerciais, a fibra MIPs-IOT-SPME exibe excelente capacidade de adsor¢ao e seletividade

especifica [38].

1.5 Analise de pesticidas

O uso excessivo de pesticidas vém se mostrando como um problema global, que
pode causar diversos disturbios, como a contaminagao das dguas, dos solos, dos alimentos
e, principalmente, a deterioracao da satide humana. Estudos recentes tém confirmado a
associacao do uso desses compostos com a variagao hormonal no organismo humano de
homens e mulheres. Tanto para trabalhadores rurais quanto para usuarios de alimentos
produzidos sob o uso de pesticidas agricolas, a exposicao a curto e longo prazo tém sido

vinculada com a alteracao de horménios tireoidianos e reprodutivos [39] [40].

Dessa forma, sao necessarios estudos de identificagdo e quantificacdo de pesticidas
agricolas em amostras de aguas, solos e alimentos, a fim de aumentar o controle sobre
a utilizacdo desses compostos. A SPME é uma das técnicas utilizadas para o preparo

das amostras em analise de pesticidas, sendo que diversos novos métodos vém sendo
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desenvolvidos para aumentar a eficiéncia de extragdo desses compostos. Muitos materiais
estao sendo criados com essa finalidade, entretanto os principais materiais escolhidos como

revestimentos extratores em SPME para a determinacao de pesticidas sao os compostos

poliméricos [41] [42] [43].

Estudos feitos em aguas superficiais e aguas para o consumo no Brasil confirmam
a presenca de pesticidas permitidos pela legislacao, entretanto em concentragoes abaixo
das estabelecidas pela Resolugao 357/2005 do CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente) no Brasil, pela EPA-US (do inglés, Environmental Protection Agency - United
States), a Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos, e pelo Regulamento
396,/2005 da Uniao Européia [44] [45] [46] [47] [48] [49].

Pesticidas dos mais variados tipos e classes quimicas sao encontrados também nos
solos do Brasil. A presenca desses compostos nos solos e aguas superficiais, ainda que nao
sejam destinados ao consumo humano, entram em contato direto com alimentos e dguas

de abastecimento, sendo portanto de alto risco para a satide humana [50] [51].

De acordo com a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), diversos
pesticidas tém seu uso nao autorizado no Brasil, dentre eles: heptacloro, aldrin, endosulfan,

dieldrin [52]. Suas estruturas moleculares sdo apresentadas nas Figuras 13, 14, 15 e 16.

Figura 13 — Heptacloro. Figura 15 — Endosulfan.
[53] [55]

——

T

Figura 14 — Aldrin. Figura 16 — Dieldrin.
[54] [56]
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Apesar do uso desses pesticidas ter sido descontinuado no Brasil desde 1985, sua
persisténcia quimica deixou quantidades residuais em diversas areas brasileiras, e por isso
possuem alta importancia no estudo da dinamica de pesticidas no meio ambiente, sendo

necessario o desenvolvimento de novos método analiticos [57] [58].

1.6 Validacao de métodos analiticos

A validagao de um método analitico envolve o processo de documentar ou provar

que o método fornece dados aceitéveis para o uso pretendido [59].

A necessidade de se validar um método analitico e o caminho a ser seguido
ficam a critério do julgamento de cada profissional, entretanto procedimentos e diretrizes
razoavelmente bem prescritos estdo disponiveis na literatura a fim de auxiliar na tomada
de decisao [60].

Essas diretrizes sao particularmente importante para métodos exigidos pela le-
gislagao [59]. O INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia)

estabelece que o relatério de validacao ou de verificagdo deve incluir, para métodos

quantitativos, os seguintes pardmetros [61]:

Seletividade;

e Linearidade;

e Limite de Deteccao;

o Limite de Quantificacao;
« Faixa de trabalho;

» Precisao.

Esses parametros sao chamados de figuras de mérito e sao melhor estudados durante

o desenvolvimento de um método [60].

Seletividade diz respeito a capacidade do método em quantificar um determinado
analito na presenca de outros analitos, de diferentes matrizes ou de qualquer outro material

potencialmente interferente. Um método que seja capaz de produzir respostas para diversos
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analitos, mas que possa distinguir a resposta de um analito das respostas de outros, é

chamado seletivo [61].

Um estudo de linearidade verifica que a resposta é linearmente proporcional a
concentracao do analito dentro do intervalo de concentracao da amostra. O estudo deve
ser realizado utilizando solugoes padrao em cinco niveis de concentracao, na faixa de 50 a

150% da concentracao do analito, medidos sempre em triplicata [62].

Os dados da linearidade sao frequentemente avaliados a partir do coeficiente de
determinaciao (R?). Um valor de R? maior que 0,998 é considerado como evidéncia de

ajuste aceitdvel dos dados para a linha de regressao [62].

Enquanto estas avaliagbes estatisticas sdo uma forma pratica de avaliar a linearidade,
elas nao garantem uma real linearidade. E recomendado sempre fazer uma inspegao visual
da curva de calibracdo. A linearidade muitas vezes se desvia um pouco da curva em valores

altos e baixos de concentracao [62].

O limite de deteccao é o menor nivel de concentracao que pode ser determinado
como estatisticamente diferente do branco analitico. Existem diversas maneiras para se
determinar o limite de deteccao. Uma definicao geralmente aceita pode ser descrita da
seguinte forma: “O LOD ¢é a concentragao que gera um sinal acima do sinal de fundo em

um valor 3 vezes maior que o desvio padrao do sinal de fundo” [63].

O limite de quantificagdo é a menor concentracao de analito que pode ser medida
na matriz da amostra em um nivel aceitavel de precisao e exatidao. Uma precisao aceitavel
¢é a concentragdo que gera um sinal acima do sinal de fundo em um valor 10 vezes maior

que o desvio padrao do sinal de fundo [63].

A faixa de trabalho de um procedimento analitico é estabelecida como sendo o
intervalo entre a menor concentracao medida e a maior concentracao do analito sendo

determinado na amostra [61].

A precisdo de um método analitico é obtida a partir de multiplas analises de uma
amostra homogénea. Os dados de precisao obtidos por um mesmo laboratério em um
mesmo dia é chamada de repetibilidade e a precisao em varios dias consecutivos é chamada

de precisao intermediaria [64].
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1.7 Poli(metil metacrilato) como material extrator

Os poliacrilatos compoem um grupo de polimeros que abrange diversos compostos

com a estrutura basica monomérica de um éster, como mostrado na Figura 17 [25].

Figura 17 — Estrutura do poliacrilato.

[65]

A superficie do poliacrilato mais simples, no qual os radicais R1 e R2 da Figura 17
sao hidrogénios, possui alta polaridade porque apresenta grupos carboxila com caracteristica
polar (Figura 17), sendo que nos poliacrilatos em que R1 e R2 sdo cadeias carbonicas
polaridade diminui, mas por causa da presenca dos grupos carboxila a extracao de

compostos polares ainda é eficiente [25].

Por esse motivo, o PA é bastante utilizado como revestimento de fibras de SPME
em extracoes de compostos polares. Entretanto, Yang e coautores investigaram o poder de
extracao das fibras com PA e encontraram que ele é eficiente como material extrator de
diversos tipos de compostos volateis, identificando 31 compostos de diferentes polaridades,

presentes em aromas de alimentos e bebidas [25].

Cardeal e coautores (2008) também comprovaram a versatilidade do PA estudando
diversas amostras de cachaga por meio de cromatografia gasosa bidimensional abrangente
acoplado a espectrometria de massa por tempo de voo (GC/GC-TOF-MS, do inglés
"Comprehensive Two-Dimensional Gas Chromatography coupled with Time-Of-Flight Mass
Spectrometry"). A extragao dos analitos foi realizada por meio de microextragdo em
fase solida de headspace (HS-SPME) usando fibra de 85 pm de poliacrilato. Sob essa
configuracao, eles foram capazes de identificar mais de 70 compostos, incluindo moléculas

polares e apolares [66] [67].

O poli(metil metacrilato) (PMMA) pertence ao grupo dos poliacrilatos e por isso
também apresenta natureza polar. Ele possui como ramificacoes radicalares R; e Ry dois

grupos metila (-CHjz), como mostrado na Figura 18.
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CHjy

Figura 18 — Estrutura do poli(metil metacrilato).

[65]

O PMMA é um polimero amorfo e sintético, que foi descoberto em 1930 por
quimicos britanicos e devido ao seu grande potencial em diversas areas teve sua primeira

aplicacao ja em 1934 na Alemanha [68].

H CH, H CH,
¢ et
| | | -n*
H | = H (|Z=O
OCH, OCH,
Mondmero MMA Polimero PMMA

Figura 19 — Estruturas do metil metacrilato (MMA) e do poli(metil metacrilato) (PMMA).
(Adaptado de [68])

O PMMA apresenta caracteristicas estruturais tteis para diversas aplica¢oes, como
forca mecanica, leveza e estabilidade térmica. Algumas propriedades excepcionais incluem
alta resisténcia a intempéries e a arranhdes. E o polimero sintético mais promissor para
aplicagoes em processos de extracao molecular e separagoes analiticas devido ao seu baixo

custo, compatibilidade, facilidade de modificacao e processabilidade [69] [70] [71].

Filmes de PMMA com espessura de 40pm tém sido utilizados em diferentes
aplicagoes, como na analise e comparacao de sua capacidade em adsorver piretroides de

sedimentos de solo [72].

De acordo com o Handbook de Polimeros, o PMMA apresenta temperatura de
transicao vitrea na faixa de 120-140 °C e sua densidade ¢ de 1,20 g cm™. A fabricante do
PMMA adquirido no presente trabalho, Sigma-Aldrich, afirma que sua temperatura de
autoigni¢ao é 304 °C e seu ponto de centelha (Flash Point) é 250 °C [73] [74].

O PMMA apresenta alta estabilidade térmica e resiste a temperaturas tao baixas
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quanto -70 °C, o que permite que ele seja usado em freezer para estocar os analitos depois
do preparo in-situ da amostra, durante o transporte até o laboratorio onde a andlise sera

realizada [75].

Além disso, o PMMA ainda apresenta uma razoavel resisténcia quimica, nao sendo
afetado por solugoes aquosas acidas ou alcalinas, nem sofrendo solubilizagdo em agua. Tal
caracteristica é particularmente benéfica para o presente trabalho, que propoe um novo

método de preparo de amostra para solugdes aquosas [76].

A solubilidade do PMMA é maior em solventes organicos pouco polares, por ser um
composto que apresenta longa cadeia carbonica mas que também possui grupos polares em
sua estrutura. Evchuk e coautores (2005) testaram a solubilidade do PMMA em diversos
solventes e descobriram que os mais eficientes foram os solventes pouco polares acetato de

etila e diclorometano [77].

Em relacdo ao seu comportamento frente a aquecimentos, o PMMA possui uma
estabilidade térmica relativamente alta. Ali e coautores (2015) fizeram uma revisao bi-
bliografica sobre diversos temas relacionados ao PMMA e sugeriram um mecanismo de
decomposic¢ao térmica do PMMA a 260 °C pelo qual o produto predominante é o mondémero

MMA, com um rendimento de 95,5%. [78] [68].

1.8 Escopo do estudo

O intuito do presente trabalho foi desenvolver um método de preparo de amostras
mais robusto e econdémico do que os métodos atualmente sendo utilizados, a fim de extrair
compostos organicos volateis em matrizes aquosas para cromatografia gasosa, utilizando

poli(metil metacrilato) (PMMA) como material de captura e pré-concentragao dos analitos.

Também fazem parte dos objetivos as seguintes atividades:

o Otimizar o processo de deposicao do PMMA no liner;
o Avaliar se o peso molecular interfere no poder de trapeamento do PMMA;
o Investigar o método de preparo de amostras, analisando solu¢oes variadas;

o Validar o método para analise de pesticidas.
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2 Metodologia

A fim de se avaliar o processo de revestimento do [iner e o poder de captura e
pré-concentracao do PMMA como fase extratora em relagdo aos compostos organicos

volateis estudados, duas massas moleculares de PMMA foram testadas:

o Poli(metil metacrilato) Sigma-Aldrich, com peso molecular médio de 120.000 g mol™*;

o Poli(metil metacrilato) Sigma-Aldrich, com peso molecular médio de 350.000 g mol™*.

Além disso, testou-se inicialmente uma amostra de poliacrilato a fim de se estabelecer
sua viabilidade no processo de revestimento e secagem. Os detalhes das metodologias

utilizadas serdo abordados nos proximos topicos.

2.1 Caracterizacao da amostra de poliacrilato

A amostra de poliacrilato utilizada foi cedida por uma empresa parceira e sua
estabilidade térmica foi testada por Andlise Termogravimétrica (TGA, do inglés Thermo-
gravimetric Analysis).

A TG foi realizada em célula de alumina em atmosfera de ar, sob fluxo de 50 mL

min~!, variando de temperatura ambiente até 900 °C, a uma taxa de 10°C min~*.

Foi utilizado equipamento do modelo DTG-60H da Shimadzu N© de Série C305747.
A amostra foi entregue no estado pastoso e foi analisada tanto nesse estado quanto no

estado sélido, apés secagem em estufa a 100 °C por 4 horas.

2.2 Caracterizacdo do poli(metil metacrilato)

Os materiais de PMMA foram primeiramente caracterizados por Analise Termo-
gravimétrica e por Espectrometria de Absorcao no Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR, do inglés Fourier-Transform Infrared Spectroscopy), para se avaliar,
respectivamente, a estabilidade térmica dos polimeros e a identificacdo de seus grupos

funcionais.
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2.2.1 Estabilidade térmica

A TGA dos materiais de PMMA foi realizada sob as mesmas condigoes das andlises
termogravimétricas realizadas na amostra de poliacrilato. Os polimeros foram analisados
nos estados solido e em solucao com diclorometano, para avaliar se a temperatura de

degradacao sofreria alteracao.

2.2.2 Estabilidade a longo prazo

Além disso, avaliou-se também a estabilidade térmica a longo prazo, observando as
caracteristicas visuais dos revestimentos de PMMA apés 25 andlises cromatograficas, a fim

de estabelecer a possibilidade ou nao de utilizacao do material extrator ao longo do tempo.

2.2.3 lIdentificacdo de grupos funcionais

As anélises de Espectrometria de Absor¢ao no Infravermelho foram realizadas em
um espectrometro de absorcao do modelo IRPrestige-21 da Shimadzu, tendo como faixa de
leitura os nimeros de onda entre 400 e 4000 cm ™!, em leituras com 63 scans. Os materiais

de PMMA foram analisados no estado sdlido.

2.3 Estudo da solubilidade do poli(metil metacrilato)

Logo apés as caracterizacoes dos materiais de PMMA, estudou-se sua solubilidade
em diversos solventes, a fim de otimizar o preparo da solugao polimérica a ser dispersada

dentro do liner.

A solubilidade dos materiais de PMMA foi testada em quatro solventes, tendo

como base os solventes estudados por Evchuk em 2015, que sao [77]:

Acetona (propanona);

« Acetato de etila (etanoato de etila);

Cloroférmio (triclorometano);

¢ Diclorometano.
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Foi adicionado 0,1 g de PMMA 120.000 g mol™! em quatro tubos de ensaio e 1
mL de cada solvente em seu respectivo tubo de teste. Depois de anotar as observacoes,
foi adicionado mais 1 mL, e assim sucessivamente até alcancar 5 mL de cada solvente. O
procedimento do estudo de solubilidade foi repetido para o PMMA 350.000 g mol~!, a fim

de comparar também a solubilidade de cada PMMA nos solventes.

2.4 Revestimento do /iner com a solucao polimérica

O processo otimizado de revestimento do liner foi realizado por meio da deposi¢ao
de 100 pL de solugao 10% m/v de PMMA em diclorometano na parte interna do liner. A
Figura 20 ilustra a solu¢ao 10% m/v de PMMA em diclorometano.

Figura 20 — Solugao de poli(metil metacrilato) 10% m/v em diclorometano.

Os liners utilizados foram do modelo Agilent 19251-60540 Split/Splitless (Figura
21) e apresenta as seguintes especificagoes detalhadas:
o Geometria: Reto
o Diametro interno: 4 mm
o Comprimento: 78,5 mm
e Diametro externo: 6,3 mm
o Material: Vidro borossilicato

o Volume: 990 pnLL
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Figura 21 — Liner Agilent 19251-60540 Split/Splitless, utilizado no método de preparo de
amostras.

A maneira como o polimero foi depositado na regiao interna do liner foi estudada
buscando a maior repetibilidade do processo. Trés métodos foram testados, que sao
ilustrados na Figura 22:

e Revestimento por imersao

» Revestimento com seringa

e Revestimento com micropipeta

/ B Fase extratora
B Liner

a b C

Figura 22 — Métodos estudados para insercao da solugao polimérica de PMMA no liner,
destacando a) inser¢ao por imersao em tubo de ensaio, 2) inser¢do com seringa
e 3) inser¢ao com micropipeta.

2.4.1 Revestimento por imersao

O revestimento por imersao foi feito deixando o liner imerso dentro de uma solucao
de PMMA 350.000 g mol™ 10% m/v em diclorometano, por 24 horas. Apés esse periodo,
o liner foi retirado e o excesso de polimero na parte externa do mesmo foi removida com
papel toalha. Foram produzidos trés liners utilizando o mesmo processo, a fim de avaliar a

repetibilidade da massa depositada.
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2.4.2 Revestimento com seringa

O revestimento com seringa foi feito com uma agulha 18 G de 1 mL com dimensoes
1,20 x 40 mm e menor divisao da escala de 0,02 mL. Foram inseridos volumes de 0,1
mL da amostra de poliacrilato em trés liners, a fim de avaliar a repetibilidade da massa

depositada.

2.4.3 Revestimento com micropipeta

O revestimento com micropipeta foi feito com uma Thermo Scientific Finnpipette
F2 10-100 pL. Foram inseridos volumes de 0,100 mL da solucao de PMMA 350.000 g mol~*
10% m/v em diclorometano, em trés liners, a fim de avaliar a repetibilidade da massa

depositada.

2.5 Secagem do liner revestido

O material depositado foi entao, disperso e seco na superficie interna do liner por

um processo chamado de spin casting do polimero [79] [80].

Essa etapa foi estudada de diversas maneiras com o objetivo de encontrar os valores
ideais de velocidade e modo de rotagao, além de variagoes adicionais, como presenca ou
auséncia de incidéncia de luz fluorescente direta, e uso de aditivos de fixacao e secagem.
Os parametros estudados foram os seguintes:

e Secagem por rotagdo no torno
e Secagem por rotagdo no Spin Casting Prototype

e Secagem por rotagao no Spin Casting Prototype com incidéncia de luz fluorescente

e Uso de aditivo secante

2.5.1 Secagem por rotacdo no torno

No processo de secagem por rotagao no torno foram avaliados os parametros de

velocidade de rotacao e alinhamento do liner.
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2.5.2 Secagem por rotacdo no Spin Casting Prototype

O spin casting do revestimento foi testado também com o auxilio do Spin Casting
Prototype, prototipo desenvolvido no InTechLab (Integrated Technologies Laboratory)
(Figura 23). O equipamento cria uma rotagdo com velocidade controlada em torno do eixo
horizontal do liner, garantindo alta uniformidade do revestimento do polimero ao longo do

tubo, e rapidez do processo de secagem.

Figura 23 — Spin Casting Prototype, equipamento de rotacao desenvolvido pelos pesquisa-
dores do InTechLab, destacando 1) liner em rotagdo, 2) motor de passo, 3)
sistema giratério para controle da velocidade de rotagdo e 4) conexao com a
energia elétrica.

2.5.3 Secagem por rotacdo no Spin Casting Prototype com incidéncia de luz

A secagem no Spin Casting Prototype foi avaliada também sob incidéncia direta
de luz fluorescente. Durante o periodo de secagem a luz foi direcionada para o liner em

rotacao e as observagoes foram registradas apds o periodo de secagem.

2.5.4 Uso de aditivo secante

A secagem da amostra de poliacrilato foi testada também com a utilizagao do aditivo
secante YCON HP. Sobre uma placa de vidro dividida ao meio, aplicou-se aproximadamente
20 gramas do poliacrilato, 10 gramas em cada lado. Em uma das porgoes foram gotejadas
3 gotas do aditivo secante, ao passo que a outra porgao do poliacrilato foi mantida sem
aditivo para efeito de comparacao. Apos 20 minutos, as duas porcoes de poliacrilato foram

observadas e os resultados foram anotados.
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2.6 Liners preparados

Apos a otimizacao dos pardmetros de revestimento, preparou-se os liners a serem

testados. A Tabela 1 apresenta os detalhes e as codificagoes de cada um.

Tabela 1 — Detalhes e codigos dos liners produzidos.

Liner 1D PMMA Massa de polimero depositado (mg)
TA 120.000 g mol ~! 9.6
IB 120.000 g mol ! 9,5
IC 120.000 g mol ! 9,5
1A 350.000 g mol ~* 9,6
I1IB 350.000 g mol ! 9,6
I1C 350.000 g mol ~1 9,4

2.6.1 Tratamento térmico dos liners preparados

O liner revestido com solucao polimérica foi submetido a um tratamento térmico
sob 250 °C por 4 horas, a fim de finalizar o processo de secagem e principalmente retirar
monomeros, provenientes da polimerizacao incompleta do PMMA, e possiveis interferentes

vindos do processo de produgao (revestimento e casting).

2.7 Preparo das solucoes contendo os analitos

O poder de absor¢ao do PMMA foi estudado com 3 classes de compostos:

1-Dodecanol; Alcanos; e Pesticidas.

2.7.1 Solucdes de 1-dodecanol

Foram preparadas solugbes com concentragoes variando de 50 ppm (partes por
milhdo) a 5 ppb (partes por bilhdo) de 1-dodecanol. A soluc¢ao estoque de 50 ppm foi
preparada utilizando como solvente Metanol PA-ACS-ISO Panreac de pureza 99,8% e
reagente solido padrao de 1-dodecanol Sigma-Aldrich com pureza acima de 98,5%. A
partir da solubilizacao de 50 mg do reagente em 1 litro de dgua destilada foi preparada a
solugao padrao estoque de 50 ppm (50 pg ml™1), e por meio de diluigoes da mesma foram

preparadas quatro solugoes de concentracées 5 ppm, 500 ppb, 50 ppb e 5 ppb.
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2.7.2 Solucdes de alcanos

Foi utilizada uma solugao padrao de alcanos Cg - Cy Sigma-Aldrich 04070 com
concentragao de 40 ppm em hexano. A partir dessa solu¢ao padrao inicial foi produzida a

solucao a ser utilizada, de concentracao 100 ppb.

2.7.3 Solucdes de pesticidas

Foi utilizada uma solucao padrao 2000 ppm de pesticidas organoclorados Agilent

5062-3592, contendo 16 pesticidas, dentre eles:
Heptacloro; Aldrin; Endosulfan; e Dieldrin.

A partir dessa solu¢ao padrao inicial foram produzidas seis solugoes, por meio da
diluicao em Metanol PA-ACS-ISO Panreac 99,8% de pureza, de concentracoes 10 ppm,
100 ppb, 80 ppb, 60 ppb, 40 ppb e 20 ppb.

2.8 Estudo exploratério da capacidade de extracao

Para a determinacao do 1-dodecanol e dos alcanos investigou-se apenas a capacidade
de extragao do PMMA, pois a amostra de poliacrilato ndo se mostrou adequada (detalhes
na se¢ao Resultados), a fim de realizar um estudo exploratério do perfil de absor¢ao do

polimero.

Esse estudo exploratério foi realizado adicionando-se 30 mL da solugao padrao do
analito dentro dos recipientes do FEx (sinalizando pelo nimero 1 na Figura 24) e mantendo
o fluxo dentro do liner por 20 minutos sob temperatura ambiente. Apds esse periodo de
extragao o liner foi levado ao cromatografo a gas para dessorcao térmica, utilizando os

respectivos métodos cromatograficos de cada analito.

O estudo exploratorio foi realizado apenas para os compostos 1-dodecanol e alcanos
porque para os pesticidas foi realizada a validagao completa, que é um estudo mais completo

e torna desnecessario o estudo exploratorio.
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2.9 Extracao dos analitos com o FEx

O processo de preparo das amostras foi realizado com o equipamento FEx, do inglés
Fluzx Eztraction Device (Figura 24), prot6tipo desenvolvido no IntechLab. Ele proporciona
um fluxo da amostra ao longo de toda a superficie interna do [liner. Dessa forma, a
amostra permanece em contato com o revestimento polimérico até alcancar o equilibrio

termodinamico do analito entre a matriz e o material extrator.

Figura 24 — FEx - Flux Fxtraction Device - prototipo para preparo de amostra, desen-
volvido no InTechLab, destacando 1) recipientes onde a amostra aquosa é
adicionada, 2) liner com fluxo da amostra e 3) equipamento que realiza o
fluxo por meio de movimento diagonal.

2.10 Sistema GC-MS

Apbs a etapa de extracao dos analitos, o liner foi levado ao cromatografo a gas

para dessorcao e analise cromatografica dos analitos capturados.

O sistema de equipamentos utilizado é composto por um cromatégrafo a gas Agilent
7890A, com uma coluna capilar HP-5MS Supelco, com caracteristica apolar e composta de
(5%-fenil)-metilpolisiloxano (30 m x 0,25 mm x 0.25 pm), acoplado a um espectrometro de
massas Agilent 5975B quadrupolo tnico. O equipamento utilizado é ilustrado na Figura

25 e a Figura 26 ilustra o local onde se encontra o liner no equipamento.
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Figura 25 — Equipamentos utilizados para as andlises cromatograficas, destacando 1)
amostrador, 2) cromatégrafo a gas e 3) espectrémetro de massas.

Figura 26 — Processo de inser¢cao manual do liner na camara de inje¢do do cromatografo
a gas, destacando 1) liner sendo posicionado e 2) cdmara de inje¢ao do
cromatografo a gés.
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2.11 Métodos cromatograficos

Cada grupo de analitos requer um método cromatografico especifico. Para os

analitos estudados no presente trabalho, os métodos utilizados estao descritos abaixo.

2.11.1 Determinacao de 1-dodecanol, alcanos e pesticidas

Para a determinacao de 1-dodecanol, foi utilizado como base o método sugerido
pelo National Institute of Standards and Technology (NIST) [81]. Para a determinagao dos
alcanos, foram utilizados como base os métodos sugeridos pelo NIST [81] para cada alcano
e estabeleceu-se um tnico método para todos eles, haja vista que sao muito similares.
Para a determinacgao de pesticidas, foi utilizado como base o método 8081b da Agéncia
de Protecao Ambiental (EPA, do inglés Environmental Protection Agency) [82]. Apos
testes de otimizacao dos procedimentos para as condigoes especificas do presente trabalho,
estabeleceu-se os parametros apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Detalhes dos métodos cromatograficos para as analises de 1-dodecanol, alcanos
e pesticidas.

1-Dodecanol Alcanos Pesticidas
Injecao
Modo splitless splitless splitless
Temperatura 250°C 225°C 225°C
Rampa de aquecimento 90 ° C por 1 min 90 ° C por 1 min 90 ° C por 1 min
200 ° C/min até 250 ° C 200 ° C/min até 225°C 200 ° C/min até 225°C
250 ° C por 10 min 225 ° C por 10 min 225 ° C por 10 min
Gés de arraste Hélio Hélio Hélio
Fluxo do gds de arraste 1,0 mL/min 1,0 mL/min 1,0 mL/min
Pressao do gas de arraste 8,0 psi 15,0 psi 16,0 mL/min
Coluna
Modelo HP-5MS 5% HP-5MS 5% HP-5MS 5%
Dimensoes 30 m x 250 pm x 0,25 pm 30 m x 250 pm x 0,25 pm 30 m x 250 pm x 0,25 pm
Forno
Temperatura inicial 60°C 40°C 100°C
Temperatura maxima 280°C 300°C 270°C
Rampa de aquecimento 60 ° C por 1 min 40 ° C por 1 min 100 ° C por 2 min
5°C/min até 210 ° C 10 ° C/min até 300° C 15° C/min até 160 ° C
10 ° C/min até 280 ° C 300 ° C por 5 min 5°C/min até 270° C
280 ° C por 5 min 270° C por 2 min

2.11.2 Condicionamentos da coluna e do liner revestido

Inicialmente é necessario realizar o condicionamento da coluna cromatografica,
a fim de expulsar termicamente interferentes que possam estar adsorvidos na mesma.

O condicionamento da coluna cromatogréfica foi feito sob uma isoterma a 290 °C por
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30 minutos. Esse processo nao precisa ser realizado todos os dias, apenas quando o
cromatografo é usado para uma pesquisa diferente, ou seja, amostras e analitos distintos

sao analisados e estudados.

Além disso, é necessario realizar também o condicionamento do liner revestido,
sob uma isoterma por 30 minutos e é preciso ser feito apenas uma vez antes da utilizagao
inicial do mesmo. Testou-se trés temperaturas de injecdo, a fim de se avaliar a capacidade
condicionante do processo, ou seja, para confirmar a completa dessor¢cao de compostos
extraidos pelo revestimento polimérico, e evitar, assim, possivel efeito memoria no método.

As temperaturas testadas foram:

e 230 °C
e 240 °C
« 250 °C

Os detalhes dos métodos cromatograficos utilizado para os condicionamentos da

coluna e do liner revestido sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Detalhes dos métodos cromatograficos para os condicionamentos da coluna e

do liner.
Coluna Liner
Injecao
Modo splitless splitless
Temperatura 250°C 230/240/250 ° C
Rampa de aquecimento 90 ° C por 1 min 90 ° C por 1 min
200 ° C/min até 250 °C 200 ° C/min até 230/240/250 ° C
250 ° C por 10 min 230/240/250 ° C por 10 min
Gés de arraste Hélio Hélio
Fluxo do gas de arraste 1,3 mL/min 1,3 mL/min
Pressao do gas de arraste 4,0 psi 4,0 psi
Coluna
Modelo HP-5MS 5% HP-5MS 5%
Dimensoes 30 m x 250 pm x 0,25 pm 30 m x 250 pm x 0,25 pm
Forno
Temperatura inicial 100° C 100° C
Temperatura maxima 290°C 290°C
Rampa de aquecimento 100 ° C por 5 min 100 ° C por 5 min
50 ° C/min até 290 ° C 50 ° C/min até 290 ° C

290 ° C por 30 min 290 ° C por 30 min
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2.12 Leitura dos brancos

Além do condicionamento, é necessario realizar as leituras dos brancos da coluna, do
liner e do FEx, a fim de certificar a auséncia de interferentes e/ou contabilizar interferentes
inerentes aos materiais (silica da coluna, possiveis ftalatos, entre outros). As leituras dos
brancos devem ser feitas utilizando o mesmo método cromatografico ao qual as amostras
serao submetidas, para que os cromatogramas possam ser comparados e os brancos serem,

de fato, valores de referéncia [9].

2.12.1 Branco da coluna

Os brancos da coluna foram realizados utilizando um /iner sem revestimento.
Apés sua insergao no injetor, os método dos analitos em questdo (1-dodecanol, alcanos
e pesticidas) foram carregados no sistema e deu-se inicio as corridas cromatograficas,

realizando-se um branco para cada método.

2.12.2 Branco do sistema

Os brancos do sistema liner + FEx foram realizados para os método de cada
analito. Para a determinacao de 1-dodecanol foi feito o branco tanto com o Liner TA
(Tabela 1), revestido com PMMA 120.000 g mol ~!, quanto com o Liner ITA (Tabela 1),
revestido com PMMA 350.000 g mol .

Entretanto, para as determinagdes dos outros analitos (alcanos e pesticidas), foi
feito apenas o branco com Liner IIA, PMMA 350.000 g mol ~*, haja visto que o Liner IA,
PMMA 120.000 g mol ~!, ndo tinha se mostrado termicamente estével a longo prazo e por

isso nao foi selecionado para as determinagoes dos outros analitos.

O procedimento foi realizado passando-se um fluxo por 10 minutos com agua
destilada nos liners revestidos. Ap6s o término do fluxo, o liner foi inserido na camara
de injecao do cromatografo, o método do analito em questdo (1-dodecanol, alcanos e

pesticidas) foi carregado no sistema e deu-se inicio & corrida cromatografica.

Para as determinacoes de 1-dodecanol e alcanos, o branco foi realizado apenas em
triplicata, a fim de fornecer resultados exploratérios. Ja para determinacao de pesticidas, o
branco foi realizado em 10 replicatas utilizando o método cromatografico respectivo, haja

vista que esse foi o processo de extragao devidamente validado.
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2.13 Efeito memoria do sistema

O efeito meméria dos sistema FEx + Liner ITA, revestido com PMMA 350.000 g

mol !, foi testado a fim de garantir a auséncia de resquicios de analitos no revestimento.

Para os testes de efeito memoria do Liner IIA (Tabela 1) realizou-se a leitura do
mesmo logo apds uma leitura cromatografica do analito, para confirmar que durante a

analise todo o composto havia sido dessorvido do revestimento.

Para os testes de efeito memoéria do FEx realizou-se um fluxo de 30 minutos com
dgua destilada no sistema (FEx + Liner ITA), a fim de confirmar que o processo de limpeza

do FEx havia sido suficiente para eliminar todo o analito.

2.14 Analise espectrométrica

Acoplado ao cromatégrafo a gas se encontrava um Espectrometro de Massas Agilent
5975B Single Quadrupolo. Dessa forma, juntamente aos cromatogramas dos analitos eram
obtidos os espectros de massa dos mesmos, a fim de se caracterizar e identificar os analitos

com maior precisao [9].

O uso do espectrometro de massas permitiu que fossem feitas andlises pelos modos
TIC (do inglés, "Total Ion Chromatogram") e SIM (do inglés Single Ion Monitoring),

analisando todos os ions ou apenas os ions selecionados, respectivamente.

Por fim, os espectros foram comparados com o banco de dados do National Institute
of Standards and Technology (NIST) presente no software do espectrometro de massas para
confirmar a identidade do analito, e os cromatogramas foram analisados com o auxilio do
software OriginPro 8. Apds os estudos dos experimentos, diversas variacoes foram testadas
a fim de otimizar todo o processo descrito nesta secao, e os resultados encontrados serao

abordados nos préximos tépicos.

2.15 Validacao do método para andlise de pesticidas

O método de preparo de amostras desenvolvido foi validado para a determinacao e
quantificacdo de quatro pesticidas - heptacloro, aldrin, endosulfasn e dieldrin. Foi utilizado

como referéncia o Guia do Inmetro sobre validacao de métodos analiticos - DOQ-CGCRE-
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008 Revisao 5 de agosto de 2016 - e foram estudados os seguintes parametros [61]:

e Tempo de equilibrio;

o Linearidade;

o Limite de deteccao;

o Limite de quantificacao;
o Faixa de trabalho;

» Repetibilidade;

e Precisdo intermediaria.

2.15.1 Tempo de equilibrio termodinamico

O tempo de equilibrio termodinamico da extragdo dos pesticidas foi investigado da

seguinte maneira, realizando triplicatas das anélises de cada tempo:

o Extracao da solucao de 100 ppb durante 10 minutos, seguida de determinacao

cromatografica dos analitos extraidos.

Esse processo foi repetido para os tempos de 20, 30, 40, 50 e 60 minutos.

2.15.2 Linearidade

A linearidade foi determinada por meio da construcao da curva de calibracao

contendo cinco concentracoes de cada um dos cinco pesticidas estudados.

« 20 ppb (20 pg L )
« 40 ppb (40 pg L )
« 60 ppb (60 pg L )
« 80 ppb (80 pg L )

¢ 100 ppb (100 pg L 1)
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Para cada concentracao todo o processo de andlise foi realizado em triplicata, desde
a extracao do analito até a leitura cromatografica. As curvas analiticas foram construidas

com o auxilio do programa Origin 8.0.

2.15.3 Limites de deteccao e quantificacao

Para a determinacao dos limites de deteccao e quantificacao foram realizadas 10
replicatas do processo analitico utilizando agua destilada, a fim de obter leituras do branco
do sistema (FEx + Liner ITA). O Limite de Detec¢ao (LOD) foi calculado como sendo

trés vezes o desvio padrao das medidas dos brancos, como na seguinte expressao :

LOD =3x%SD,
LOD: limite de detecgao (LOD, do inglés Limit Of Detection); SD,: Desvio Padrao
(SD, do inglés Standard Deviation) do branco.

O Limite de Quantificacdo, por sua vez, foi calculado como sendo dez vezes o desvio

padrao das medidas dos brancos, como na seguinte expressao :

LOQ = 10 x SD,

LOD: limite de quantificacao (LOQ, do inglés Limit Of Quantitation); SDy: Desvio
Padrao (SD, do inglés Standard Deviation) do branco.

2.15.4 Faixa de trabalho

Todo experimento de determinacao da faixa de trabalho é iniciado pela escolha de
uma faixa preliminar. No limite inferior da faixa de concentracgao, o fator limitante é o
valor do limite de quantificagdo (LOQ). No limite superior, os fatores limitantes dependem
do sistema de resposta do equipamento de medic¢ao [61]. A faixa preliminar escolhida foi

variando a concentracao dos analitos de 20 ppb a 100 ppb.

2.15.5 Repetibilidade

A repetibilidade do método foi testada analisando 5 replicatas do processo de

extracao no mesmo dia, utilizando solucao padrao de 100 ppb dos pesticidas.
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2.15.6 Precisao intermediaria

A precisao intermediaria do método foi testada analisando 7 replicatas do processo
de extragdo, cada uma em um dia, totalizando 7 dias diferentes. Foi utilizada solucao

padrao de 100 ppb dos pesticidas.

2.15.7 Fator de pré-concentracao

O fator de pré-concentracao do método desenvolvido foi estimado a partir da leitura
de solugoes dos pesticidas nas concentracoes de 60 e 100 ppb, que representam um ponto

proximo do centro da curva de calibragao e o maior ponto da curva, respectivamente.

A comparacao foi realizada analisando as solugoes pelo método desenvolvido e por
meio de injecao direta das solugoes. Como nao é recomendavel injetar solu¢oes aquosas
diretamente no cromatografo, preparou-se duas solucoes de 60 e 100 ppb utilizando Metanol

PA como solvente, e essas foram utilizadas para comparacao.
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3 Resultados e Discussao

O método de preparo de amostras desenvolvido no presente trabalho se caracteriza
como uma técnica IT-SPME estética/passiva, porque se baseia no alcance do tempo de

equilibrio termodindmico do analito entre a matriz da amostra e a fase extratora [83].

O suporte tubular utilizado é denominado liner, e é uma pega cilindrica de vidro
que se localiza na camara de injecao do cromatégrafo a gas. O liner atua essencialmente
como um container das paredes internas da camara de injecao, possuindo diversas fungoes
como melhorar a vaporizacdo da amostra, limitar sua degradacao e transferir a amostra

vaporizada para a coluna cromatografica [14].

O presente trabalho propoe uma atuacao inovadora para o liner, atribuindo a ele
uma fungao essencial no preparo de amostras aquosas. Ele atua como um suporte para
captura e pré-concentracao dos analitos organicos volateis e também como um transferidor

desses analitos para a coluna cromatogréafica durante a etapa de dessor¢do dos compostos.

O processo de trapeamento dos analitos ocorre por meio de absor¢ao na camada
polimérica extratora, previamente dispersa sobre a superficie interna do liner. Essa etapa
do trapeamento ¢ realizada com o auxilio do FEx (Fluz Extraction Device), que estabelece
um fluxo da amostra aquosa por dentro do liner, proporcionando assim o contato da mesma
com a fase extratora e, consequentemente, a absorcao dos analitos pelo estabelecimento de

um equilibrio termodindmico entre a amostra e a fase polimérica [35].

O processo como um todo, desde a deposicao do material polimérico no interior
do liner até a analise do cromatograma dos analitos capturados, se mostrou viavel para
realizacao em laboratorios académicos e apresenta grande potencial para uso no ambiente

comercial.

Cada etapa apresentou seus desafios especificos, que foram contornados e solucio-
nados de diversas maneiras, a fim de fornecer os resultados objetivados, e serdao detalhados

nos tépicos a seguir.
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3.1 Caracterizacao da amostra de poliacrilato

A amostra de poliacrilato testada foi cedida por uma empresa parceira e sua
composicao nao foi revelada. Ela apresentava caracteristicas visuais pertinentes a um

poliacrilato, como pode ser observado na Figura 27.

Figura 27 — Amostra de poliacrilato.

Os principais resultados das caracterizagoes realizadas nessa amostra sao apresen-

tados nos tépicos a seguir.

3.1.1 Estabilidade térmica

Os graficos obtidos pela Andlise Termogravimétrica da amostra de PA sao apresen-

tados nas Figuras 28 e 29, destacando a temperatura de degradacao de 320 °C.
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Figura 28 — TG do poliacrilato solido. Figura 29 — TG do poliacrilato pastoso.
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E possivel notar que o poliacrilato pastoso apresenta uma perda de massa inicial
por volta de 100 ° C devido a dgua presente na amostra. Essa perda de massa nao é vista

na TG do poliacrilato s6lido, como esperado.

Foram feitos testes térmicos em estufa de secagem a fim de se avaliar seu com-
portamento visual frente ao aquecimento brando. Foi possivel observar que a amostra
apresentou uma coloracao amarelada intensa, possivelmente devido a presenca de compostos

interferentes e a degradagao térmica do poliacrilato (Figura 30).

Figura 30 — Amostra de poliacrilato apds teste de aquecimento em estufa.

O aquecimento ainda provocou a formagao de bolhas, mesmo quando era realizado
de forma lenta, devido a rapida evaporacao do solvente das camadas mais internas. Por
essas razoes, a amostra de poliacrilato se mostrou inviavel para ser utilizada como material

extrator no liner.

3.2 Caracterizacdo do poli(metil metacrilato)

3.2.1 Estabilidade térmica

Por meio da andlise dos graficos de TGA ilustrados nas Figuras 31 e 32 é possivel
identificar que a perda de massa de ambos os materiais, PMMA 120.000 g mol™! e
PMMA 350.000 g mol~!, se inicia em aproximadamente 250 °C. Isso indica que o método
cromatografico a ser utilizado posteriormente deve manter a temperatura de injecao abaixo

de 250 °C, a fim de evitar perdas do PMMA por degradacao térmica.

A temperatura de injecao abaixo de 250 °C nao prejudica os métodos croma-
tograficos utilizados, haja vista que de acordo com a literatura os métodos indicados
para determinagao dos analitos de interesse (1-dodecanol, alcanos e pesticidas) utilizam

temperaturas de inje¢gdo menores do que 250 °C [81] [84].
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Figura 31 — TG do PMMA 120.000 g mol™' Figura 32 — TG do PMMA 350.000 g mol~*
solido, destacando a tempera- solido, destacando a tempera-
tura de auto-ignicao a 250 °C. tura de auto-ignicao a 250 °C.

3.2.2 Estabilidade a longo prazo

O PMMA 120.000 g mol~! apresentou menor estabilidade térmica a longo prazo.
A medida que o Liner IA, revestido com PMMA 120.000 g mol™!, foi sendo utilizado nas
analises cromatograficas, o material alterou sua coloracao de translicido para amarelo,
sendo que apoés 25 ciclos de extragao e dessorcao o polimero ja se apresentava com cor

amarela intensa, como pode ser visto na Figura 33.

Agilent ) ) 19251-60540 )

Figura 33 — Liner IA, revestido com PMMA 120.000 g mol~!, apés 25 andlises cromato-
graficas, destacando a coloracao amarelada.

Essa coloragao se deve a degradacao térmica do PMMA, que produz principalmente
os mondmeros do polimero [68]. Um estudo realizado por Zeng e coautores (2002) encontrou
que a decomposicao térmica do PMMA segue um mecanismo no qual o principal produto
da quebra é seu proprio mondémero, e essa pode ser uma das causas da coloracdo amarelada

no Liner TA, revestido com PMMA 120.000 g mol™!, apés mais de 20 andlises [85].

Em principio o mesmo deveria ocorrer com o PMMA 350.000 g mol~!, mas como
sua cadeia polimérica é maior, suas caracteristicas fisico-quimicas sao diferentes e, por isso,

ele pode se comportar de forma distinta ao PMMA 120.000 g mol™! [86] [87].

Apesar de o grafico de TG mostrar a mesma perda de massa em 250 °C tanto para
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o PMMA 350.000 g mol~! quanto para o PMMA 120.000 g mol~?, a longo prazo o PMMA

350.000 g mol~! se mostrou visualmente mais estavel, por nao alterar sua coloracao.

Dessa forma, foi possivel concluir que o PMMA com massa molecular de 350.000 g
mol~! é mais apropriado para o método, pois pode ser utilizado mais vezes, sem perder
suas caracteristicas de bom material extrator. A Figura 34 ilustra o Liner ITA, revestido
com PMMA 350.000 g mol~!, ainda translicido apés 25 andlises, mesma quantidade que

j4 provoca a coloracio amarelada no PMMA 120.000 g mol .

| Agilent | [ 19251-60500 V¥ |

Figura 34 — Liner IIA, revestido com PMMA 350.000 g mol™!, apds 25 andlises cromato-
graficas, destacando a coloracao ainda translicida.

De fato, até o presente momento, apés mais de 150 andlises cromatograficas, o
Liner ITA ainda mantém sua coloracao translicida, comprovando sua estabilidade como

material extrator no método.

A ficha de seguranca do material, enviada pelo fabricante, bem como informagoes
encontradas no NIST e no Handbook de Polimeros da Universidade de Oxford, apresentam
a temperatura de degradagdo do PMMA como sendo 302 °C. Pelos graficos das Figuras
31 e 32 essa temperatura pode ser identificada apds o inicio da perda de massa, o que

confirma o ponto principal de degradacao do polimero [74] [88] [73].

3.2.3 ldentificacdo de grupos funcionais

As amostras de PMMA sélido foram submetidas também a caracterizagao por
espectrometria de absorcao na regiao do infravermelho. A Figura 35 apresenta os espectros

do PMMA de massas moleculares 120.000 g mol~* e 350.000 g mol~!.

No banco de dados do NIST nao ha padrao de referéncia de espectro de absorc¢ao no
infravermelho do PMMA. Por isso a identificacdo das principais bandas foi feita por meio
de comparacao com espectros da literatura. Um estudo realizado por Duan e coautores
(2008) apresenta as principais bandas que identificam os grupos funcionais do PMMA|
e com base nesses valores foi possivel observar a presenca de bandas que comprovam a
existéncia dos grupos funcionais do PMMA no material utilizado no presente trabalho [88]

[89).
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Figura 35 — Espectro de absor¢ao no infravermelho do PMMA de massas moleculares
120.000 g mol~! e 350.000 g mol .

Os comprimentos de onda caracteristicos e os respectivos grupos funcionais e

vibragoes sao listados abaixo [89]:

o+ Duas bandas em 754 cm~! e 1388 cm™!: deformacdo angular do grupo a-metil;

Quatro bandas de 1150 ecm™! a 1250 cm™!: deformacoes axiais C—O—C;

Um banda em 1732 cm™!: deformacao axial de C=0 de carboxila;

Uma banda em 1444 cm™': deformacdo angular C-H do grupo —~CHa;

Duas bandas em 2997 ecm~! e 2952 em~!: deformacio axial C-H dos grupos ~CHj e

—CHs, respectivamente.

Além disso, é possivel notar que o PMMA 350.000 g mol~! apresenta maior
intensidade das bandas, o que era esperado pois ele apresenta uma cadeia polimérica maior

do que o dobro da cadeia do PMMA 120.000 ~* [89].

As informagoes dos espectros no infravermelho nao confirmam a identidade do

polimero, mas sao fortes indicios de que o material utilizado é de fato o PMMA [88].
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3.3 Estudo da solubilidade do poli(metil metacrilato)

Os testes de solubilidade mostraram que o PMMA 350.000 g mol~! é, de maneira
geral, mais soltivel do que PMMA 120.000 g mol~*.

Em acetona e acetato de etila, o PMMA 350.000 g mol™! nio se solubilizou
completamente, e o maior grau de solubilidade foi alcancado apenas a uma concentracao

de 2% m/v, mesmo assim apresentando ainda granulos e sélidos coloidais.

Em cloroférmio a solubilidade do PMMA 350.000 g mol~! foi maior do que nos
dois primeiros solventes, sendo possivel a solubilizacdo completa em concentracao de 5%

m/v.

O melhor solvente encontrado pelos resultados do teste foi o diclorometano, que
conseguiu solubilizar o PMMA 350.000 g mol™! em uma concentragao de 10% m/v. A
massa de 0,1 g do polimero se solubilizou completamente com a adi¢ao de apenas 1 mL,
formando uma solucao limpida e sem granulos ou coldides, como pode ser visto na Figura

36.

Figura 36 — Teste de solubilidade do PMMA 350.000 g mol~! em diclorometano.

3.4 Revestimento do /iner com solucao polimérica

A maneira como o polimero foi depositado na regiao interna do liner foi estudada

buscando a maior repetibilidade do processo.

3.4.1 Revestimento por imersao

Para o teste do revestimento por imersao foi utilizada a solugdo de PMMA 120.000
g mol 7! (5% m/v em diclorometano) e foram produzidos trés liners usando o mesmo
processo a fim de avaliar a repetibilidade da massa depositada. Os resultados encontrados

nao foram satisfatérios, obtendo-se uma média de 8,6 g de polimero depositado e Desvio
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Padrao Relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation) de 27,7%, como mostrado
na Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados do revestimento com PMMA 120.000 g mol ~! por imersao.

Liner ID Massa de polimero depositado (mg)

M1 5,
M2 10,4
M3 9,5

3.4.2 Revestimento com seringa

Para o teste do revestimento com seringa foi utilizada a amostra de poliacrilato e
uma agulha 18 G com dimensoes 1,20 x 40 mm. Foram inseridos volumes de 0,1 mL em
trés liners. Os resultados encontrados nao foram satisfatérios, obtendo-se uma média de
27,3 g de polimero depositado e Desvio Padrao Relativo (RSD) de 10,7%, como mostrado
na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados do revestimento com amostra de poliacrilato por inser¢cao com
seringa.

Liner ID Massa de polimero depositado (mg)

SE1 30,5
SE2 26,5
SE3 24,8

3.4.3 Revestimento com micropipeta

Para o teste do revestimento com micropipeta foi utilizada solu¢do de PMMA
120.000 g mol ~! e a insercao foi feita com o auxilio de uma micropipeta Thermo Scientific
Finnpipette F2 10-100 pL.. Foram inseridos volumes de 100 pL (0,1000 mL) de solucao
de PMMA 120.000 g mol™! (5% m/v em diclorometano) em trés liners. O uso de um
instrumento de alta precisao garante a obtencao de alta repetibilidade no processo. Os
resultados encontrados foram excelentes, obtendo-se uma média de 9,5 g de polimero

depositado e Desvio Padrao Relativo (RSD) de 0,6%, como mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6 — Resultados do revestimento de PMMA 120.000 g mol ~! por inser¢iao com

micropipeta.
Liner ID PMMA Polimero depositado (mg)
IA 120.000 g mol ! 9,6
B 120.000 g mol ~! 9,5
IC 120.000 g mol ! 9,5

Como os resultados apresentaram alta precisao utilizando o PMMA 120.000 g
mol ~!, o processo de revestimento com micropipeta foi realizado novamente utilizando o
PMMA 350.000 ¢ mol ™! e os valores de massas depositadas ndo variaram significativamente,
obtendo-se uma média de 9,5 g de polimero depositado e Desvio Padrao Relativo de 1,2%,

como mostrado na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados do revestimento de PMMA 350.000 g mol ~! por inserciao com

micropipeta.
Liner 1D PMMA Polimero depositado (mg)
A 350.000 g mol 0.6
1B 350.000 g mol ! 9,6
IIC  350.000 g mol ~! 9.4

3.5 Secagem do liner revestido

Apés a insercao da solugao polimérica no liner foi feita a secagem da mesma por
um processo denominado casting. Casting por rotagao, ou secagem por rotacao, é o termo
utilizado na area de polimeros que representa uma técnica amplamente utilizada para
depositar filmes de espessura uniforme em superficies solidas planares. Essa técnica oferece
alta e uniformidade estrutural para a fabricacao de revestimentos de filmes finos sobre

grandes éreas [79] [90] [91].

Nesse processo, uma solugao é depositada sobre uma superficie, que é colocada em
rotacao. Durante um determinado periodo, a combinacao de forgas radiais e parametros
hidrodindmicos (relacionadas aos movimentos de fluidos, como velocidade, aceleragao,
viscosidade, poder de escoamento, entre outros) achatard o volume do liquido depositado

sobre o filme plano. Com a rotacao continua, esse filme planar se tornara continuamente

mais fino [92].
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Se a solugao for constituida por um soluto nao volatil e um solvente volatil, a
diminuigao da espessura do filme também ocorre devido a evaporacao do solvente, além
do afinamento hidrodindmico. Numa primeira aproximagcao, o casting por rotacao de
liquidos volateis pode ser considerado como uma sequéncia de formacgao de pelicula planar
hidrodindmica seguida por secagem evaporativa deste filme. A evaporacao do solvente
causara um enriquecimento continuo dos componentes da solugao nao volatil. No final, o

soluto serd depositado como um filme seco [93] [80].

O casting por rotagao foi utilizado para a secagem do polimero no liner, e diferentes
variagoes foram testadas. Seus resultados e as respectivas discussoes sao apresentados nos

préximos tépicos.

3.5.1 Secagem por rotacdo no torno

Como o torno é um equipamento que nao oferece velocidade de rotacao superior a
1710 rpm, nao foi possivel alcancar um revestimento homogéneo, pois essa é uma rotagao
baixa para a realizacao eficiente do casting por rotacao. Além disso, como o liner fica
apoiado por apenas uma das extremidades, nao foi possivel nivelar horizontalmente o
mesmo, inviabilizando o controle da dispersao no momento da rotacao, fazendo com que o
revestimento ficasse mais concentrado em um dos lados do liner, como apresentado na

Figura 37.

Figura 37 — Secagem por rotagao no torno, destacando a) o liner em rotagao, b) o equi-
pamento utilizado e ¢) o liner apds deposicao e secagem, evidenciado em
azul.



Capitulo 3. Resultados e Discussdo 52

3.5.2 Secagem por rotacdo no Spin Casting Prototype

Com a utilizagdo do Spin Casting Prototype foi possivel alcangar uma velocidade
maxima de aproximadamente 2700 rpm, que se mostrou ideal para um revestimento
homogéneo no liner. Além disso, como o liner fica apoiado pelas duas extremidades, o
problema da dispersao foi solucionado e o polimero nao se acumulou em nenhum dos lados

do liner, ficando visualmente homogéneo ao longo do mesmo (Figura 38).

Figura 38 — Secagem por rotagido no Spin Casting Prototype, destacando a) o dispositivo e
b) o liner apds deposigao e secagem.

3.5.3 Secagem por rotacdo no Spin Casting Prototype com incidéncia de luz

Sob a incidéncia de luz fluorescente a solugao de PMMA apresentou muitos aglo-
merados apods a secagem, nao fornecendo um revestimento homogéneo, o que indicou que

a secagem com aquecimento pela lampada nao foi bem-sucedida (Figura 39).

Figura 39 — Secagem por rotagao no Spin Casting Prototype, destacando a) luz fluorescente
utilizada, b) o liner em rotagao c) o liner apds deposigao e secagem.
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A luz fluorescente, apesar de ser chamada de lampada fria, emite uma certa
quantidade de calor. Ela é considerada fria porque emite muito menos calor do que as
lampadas incandescentes, popularmente chamadas de lampadas amarelas, mas ainda assim

existe uma certa quantidade de calor emitida pelas lampadas fluorescentes.

Esses aglomerados foram formados porque a camada externa do revestimento seca
muito rapidamente com a incidéncia da luz, aprisionando o solvente das camadas mais
internas e formando bolhas quando esse mais interno se vaporiza. Esse fato permite concluir
também que a secagem do revestimento deve ser lenta e o mais uniforme possivel, para

que nao haja a formagao de bolhas de solvente.

3.5.4 Uso de aditivo secante

A secagem foi testada também com a utilizacao do aditivo secante YCON HP.
A amostra de poliacrilato sem aditivo levou aproximadamente 20 minutos para secar
completamente, ao passo que a amostra com aditivo secou completamente no mesmo
periodo de tempo mas nao fixou no vidro, o que criaria um obstaculo no revestimento
interno do liner, ja que é necessario que a solucao polimérica seja fixada firmemente ao
vidro do liner. Por esse motivo o aditivo secante nao foi utilizado para a producao dos

liners revestidos.

3.6 Otimizacao dos processos de revestimento e secagem

Apoés o processo de casting o liner foi aquecido sob uma temperatura de 100 °C por
4 horas, a fim de garantir uma completa finalizacao da secagem e fixacao do polimero nas
paredes internas do liner, bem como ja realizar um condicionamento prévio para remocao
de interferentes que possam ter sido absorvidos durante o processo. O aquecimento foi

feito em estufa de secagem e esterilizacdo do modelo Solab SL-100.

Para o processo completo de revestimento e secagem realizado no presente trabalho,
varios parametros foram estudados, e seus resultados e conclusoes foram abordados nos

topicos acima. Os valores ideais encontradas apds a otimizacao foram os seguintes:

+ Massa molecular do PMMA: 350.000 g mol~*

 Solvente: Diclorometano CH,Cl, P.A. ACS 99,5%
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« Concentracao da solugao (%m/v): 10%m/v

o Forma de insercao da solucao polimérica no liner: com micropipeta de 10-100 nL
» Uso de aditivo secante: nao

o Velocidade de rotacao durante a secagem: 2700 rpm

 Incidéncia de luz fluorescente: nao

o Tempo em rotacao durante a secagem: 6 horas

o Temperatura do aquecimento final: 100 °C

o Tempo no aquecimento final: 4 horas

3.7 Estudo da capacidade de extracao

Os analitos 1-dodecanol e todos os pesticidas estudados foram devidamente extraidos
e determinados pelos respectivos métodos cromatograficos. Em relagdo aos alcanos, apenas
os de maior cadeia carbonica foram extraidos, devido a rapida volatilizacao daqueles com
menor cadeia carbonica. Os cromatogramas obtidos e a discussao especifica de cada grupo

de analitos serd apresentada nos préximos tépicos.

Os métodos cromatograficos utilizados se basearam em métodos oficias sugeridos
por institui¢oes e bancos de dados confidveis no ambito académico e cientifico de uma forma
geral. Métodos cromatograficos nao sao padronizados, por isso as sugestoes propostas
pelas institui¢oes devem ser usadas em cada laboratorio como ponto de partida basico

para gerar seu proprio procedimento operacional padrao detalhado [81] [82].

No presente trabalho os métodos sugeridos foram otimizados para atender as
necessidades especificas do projeto, como por exemplo o ajuste da temperatura de inje¢ao
para valores menores do que 250 °C, a fim de que o PMMA do liner revestido nao seja

degradado.

3.8 Tratamento térmico do liner revestido

Inicialmente, submeteu-se o Liner IA, revestido com PMMA 120.000 g mol~!, a

um tratamento térmico sob 250 °C por 4 horas, a fim de retirar interferentes provenientes



Capitulo 3. Resultados e Discussdo 55

do processo de revestimento e secagem, além de mondmeros restantes de polimerizacao

incompleta.

A necessidade de se realizar esse tratamento térmico foi observada apos a leitura
do branco do Liner IA sob o método cromatografico do 1-dodecanol. Como pode ser

observado na Figura 40, o cromatograma apresentou muitos interferentes em diversos
tempos de retencao.
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Figura 40 — Cromatograma do branco do Liner IA, revestido com PMMA 120.000 g mol ™,
antes do tratamento térmico, obtido no modo full scan.

Apods esse tratamento, o Liner TA foi testado novamente e o cromatograma nao

mais apresentava a maioria dos picos dos interferentes, como pode ser visto na Figura 41.
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Figura 41 — Cromatograma do branco do Liner IA, revestido com PMMA 120.000 g mol ™!
depois do tratamento térmico, obtido no modo full scan.
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Entretanto, mesmo apds o tratamento térmico, o cromatograma do Liner TA ainda
apresentou alguns sinais de interferentes nos tempos de retencdo mais altos. A principal
fonte de interferéncia possivel é a degradacao térmica do PMMA, que gera monomeros do

polimero e ocasiona os sinais interferentes [85].

A coloracdo amarelada do Liner IA, revestido com PMMA 120.000 g mol™!, apds
mais de 25 analises, que sera apresentada e discutida posteriormente, é uma forte evidéncia

da degradacao do PMMA e, portanto, da presenca desses interferentes.

Como a necessidade do tratamento térmico foi notada durante a utilizacao do Liner

IA, revestido com PMMA 120.000 g mol ~!, que foi testado antes do Liner ITA, revestido

com PMMA 350.000 g mol ~!, este tltimo nao foi analisado antes do tratamento térmico,
apenas depois do processo. O cromatograma obtido é apresentado na Figura 42
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Figura 42 — Cromatograma do branco do Liner ITA, revestido com PMMA 350.000 ~*
depois do tratamento térmico, obtido no modo full scan.

O tratamento térmico precisa ser realizado apenas 1 vez, imediatamente apds os
processos de revestimento e secagem, e antes do inicio do seu uso nas andlises de rotina.
Apébs o comego de utilizagao do liner revestido nao foi necessario realizar o tratamento

térmico novamente.
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3.9 Condicionamento da coluna e do liner revestido

Os processos de condicionamento da coluna foram realizados sempre que havia a
possibilidade de contaminacao, se a coluna havia sido usada para uma pesquisa diferente
ou com amostras muito sujas. Os resultados obtidos pelos condicionamentos da coluna

foram satisfatorios (Figura 43).
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Figura 43 — Condicionamento da coluna cromatografica.

Os cromatogramas obtidos pelos condicionamentos do Liner 1A, revestido com
PMMA 120.000 g mol™!, foram realizados nas temperaturas de 230 °C, 240 °C e 250 °C
(Figura 44).
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Figura 44 — Condicionamento do Liner IA, revestido com PMMA 120.000 ~! em tempera-
turas de injecao de 230 °C, 240 °C e 250 °C.

Analisando os cromatogramas, é possivel notar que aumentando a temperatura
do condicionamento de 230 °C para 240 °C e posteriormente para 250 °C a quantidade
de sinais aumenta. O grafico de TG mostrou que o PMMA comeca a se degradar em
aproximadamente 250 °C, dessa forma o condicionamento proximo a essa temperatura foi
prejudicial e os interferentes observados no cromatograma provavelmente sao monémeros

do PMMA e compostos derivados da degradagao térmica.

E importante ressaltar que o tratamento térmico sob essa temperatura é benéfico,
para que haja uma remocao eficiente de possiveis monoémeros nao polimerizados, mas que
o condicionamento deve ser feito a uma temperatura inferior, para que outros interferentes

sejam retirados e o polimero nao seja degradado.

O condicionamento do Liner IIA, revestido com PMMA 350.000 g mol ~!, foi
realizado sob temperatura de injecao de 225 °C, ja que os testes com o Liner TA indicaram
que a temperatura apropriada para o processo é abaixo de 230 °C. Com o condicionamento

do Liner IIA foi possivel constatar a remogao de todos os interferentes (Figura 45).
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Figura 45 — Condicionamento do Liner IIA, revestido com PMMA 350.000 g mol !, a
uma temperatura de injecao de 225 °C, obtido no modo full scan.

O pico no tempo de retencao em aproximadamente 24 minutos corresponde ao
ftalato DEHP ( DiEtilHexilPhthalate), um composto comumente encontrado em laboratérios
analiticos e que geralmente representa contaminagoes. A presenca desse interferente nao
inviabiliza a realizagao das analises, porque seu tempo de retengao caracteristico nao é

similar aos tempos de retengao dos analitos.

3.10 Determinacao de 1-dodecanol

As observagoes iniciais indicaram que o Liner IIA, revestido com PMMA 350.000 g

11, foi is ad d tilizaga Ali tografi ja terial
mol™ ", foi o mais adequado para utilizagdo nas andlises cromatograficas, ja que o materia
se mostrou termicamente mais estavel a longo prazo e os cromatogramas obtidos com o

mesmo se apresentaram mais limpos e sem a presenca de interferentes.

Por esse motivo as andlises posteriores, para as determinagoes dos analitos foram

feitas com o Liner IIA, revestido com PMMA 350.000 g mol .

A Figura 46 apresenta o cromatograma da solucao de 1-dodecanol. O pico duplo no
tempo de retencao do 1-dodecanol caracteriza a presenca de interferentes que coeluiram

junto ao analito, que podem ser provenientes da solucao do analito. Além disso, o préprio 1-
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dodecanol pode estar saindo em duas etapas, indicando que a dessor¢ao nao esta ocorrendo
de forma uniforme e por¢oes distintas de 1-dodecanol estao iniciando a corrida na coluna

em tempos ligeiramente diferentes.
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Figura 46 — Cromatograma da extracao de 1-dodecanol em solugao de 5 ppm, utilizando o
Liner TIA, revestido com PMMA 350.000 g mol~!, obtido no modo full scan,
evidenciando em azul o sinal do analito, em 6,5 minutos.

Para solucionar o problema, utilizou-se o método de monitoramento de um tinico
fon (SIM, do inglés Single lon Monitoring), selecionando o fon com razao m/z de 140,
previamente encontrado como o ion caracteristico do 1-dodecanol no espectrometro de
massas. A Figura 47 apresenta o cromatograma obtido com o método de deteccao por

SIM e solugao de 1-dodecanol.

8x10° -
7x105:
6x105—-
5x105:
4x105—.
3x105—-

2x10° H

Intensidade do sinal

1x10° 4

04

5
-1x10* +¥——r-r+ryr—-——-- -1

Tempo de retengdo (min)

Figura 47 — Cromatograma da extra¢ao de 1-dodecanol, utilizando o Liner ITA, revestido
com PMMA 350.000 g mol™!, no modo SIM de deteccao.
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Com a utilizacao do modo SIM foi possivel solucionar o problema da coeluicao
no pico do 1-dodecanol e dos interferentes ao final do cromatograma. Dessa forma, foi
possivel constatar que de fato o pico duplo caracterizava a presenca de interferentes, e nao

de dessor¢ao nao-uniforme do analito no injetor.

3.11 Determinacao dos alcanos

A determinacao dos alcanos foi realizada a fim de se avaliar o perfil de absorcao do
PMMA. A literatura afirma que os poliacrilatos absorvem diversos grupos de compostos,
de diferentes polaridades. Entretanto, como o fabricante da fibra de SPME utilizada na

literatura citada nao especifica qual é exatamente o poliacrilato utilizado, decidiu-se por

confirmar o perfil de absor¢ao do PMMA [66] [67].

A solucgao de alcanos analisada apresentava hidrocarbonetos com cadeia carbonica
variando de 8 a 20 carbonos. Pelo cromatograma apresentado na Figura 48 é possivel

observar a presenca de picos correspondentes aos alcanos de C17 a C20.

2.0x10° 4 v
cosano - C20
Nonadecano - C19 /
1 /
1.5x10°
ﬁ Octadecano - C18
% | J
o J
S S/
(]
ko) Heptadecano - C17
g 1.0x10° JV
[2] \s
oy
& |
= }L I /\/J
J AN
b
5.0x10* P
v
-M\WM
T T T T T T T T T T T T T T T 1
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Tempo de retencao

Figura 48 — Cromatograma da extragao dos alcanos, utilizando o Liner ITA, revestido com
PMMA 350.000 g mol~*, obtido no modo full scan.

Como foram observados apenas picos dos alcanos com as cadeias carbonicas mais
longas - C17 a C20 - é possivel concluir que o Liner IIA, com PMMA 350.000 g mol™*

absorveu mais preferencialmente os alcanos maiores.
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Entretanto, notou-se uma importante caracteristica do sistema FEx, os recipientes
estavam com as tampas abertas. Isso poderia ter ocasionado a volatilizagao dos alcanos de
cadeias carbonicas menores, que por natureza sao mais volateis. Por esse motivo, o teste

com os alcanos foi repetido, com as tampas do sistema FEx fechadas (Figura 49).

1.0x10° -

Icosano - C20

Nonadecano - C19

- Octadecano - C18

Heptadecano - C17

5.0x10*

Hexadecano - C16

Intensidade do sinal

Pentadecano - C15

T v T ' T ' T 1T 71
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Tempo de retencao

Figura 49 — Cromatograma da extragao dos alcanos, utilizando Liner ITA, revestido com
PMMA 350.000 g mol~!, obtido no modo full scan, e o sistema FEx com as
tampas dos recipientes fechadas.

Com as tampas dos recipientes fechadas observou-se que o Liner IIA foi capaz de
absorver dois alcanos a mais do que com as tampas abertas, C15 e C16. Os compostos
absorvidos sob essa configuracao do FEx tinham cadeias carbonicas menores, como era
esperado, ja que com os recipientes fechados mesmo os compostos mais volateis ficam

aprisionados no sistema e sao absorvidos pelo material extrator.

Os alcanos de C8 a C14 nao foram capturados pelo Liner IIA. Isso pode indicar

que o PMMA 350.000 ~! nao foi adequado para o trapeamento de compostos mais volateis.
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3.12 Efeito memoria do sistema

O sistema FEx + Liner ITA nao apresentou efeito memoria ao longo do tempo.
Mesmo ap6s mais de 100 andalises o Liner IIA e o FEx nao apresentaram sinais de

contaminagao, diminui¢ao da eficiéncia ou presenca de interferentes.

Os testes de efeito memoria foram realizados sob o método cromatografico da
analise dos pesticidas. O teste do Liner ITA imediatamente apds uma anélise é apresentado
na Figura 50 e nao é possivel notar quaisquer sinais interferentes nos tempos de retengao
dos analitos estudados, indicando que toda quantidade de analito previamente absorvido

havia sido dessorvida na corrida da anélise.
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Figura 50 — Cromatograma do teste de efeito memoria do Liner ITA, revestido com PMMA
350.000 g mol~!, obtido no modo full scan.

Para o sistema FEx + Liner ITA o teste de efeito memoria foi feito passando-se um
fluxo de agua destilada pelo FEx por 30 minutos. O cromatograma também nao apresentou
quaisquer sinais provenientes de possiveis interferentes (Figura 51), mesmo os menores
sinais nao representam interferéncia significativa, indicando que o processo de limpeza do

FEx foi eficiente na remocao de analitos previamente extraidos.
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Figura 51 — Cromatograma do teste de efeito memoria do Liner ITA, revestido com PMMA
350.000 g mol~!, obtido no modo full scan.

3.13 Validacao do método para analise de pesticidas

Os quatro pesticidas estudados - heptacloro, aldrin, endosulfasn e dieldrin - tém
seu uso proibido na legislagao brasileira desde 1987, entretanto materiais residuais ainda
se encontram presentes em aguas e solos do Brasil. Por isso a determinagao e quantificagao

dos mesmas se faz de grande importancia no cendrio ambiental [50] [51].

3.13.1 Tempo de equilibrio termodinamico para extracao do pesticidas

O método de preparo de amostras desenvolvido no presente trabalho possui como
principios técnicos fundamentais os equilibrios termodinamicos dos analitos entre a fase
extratora e a amostra. Sendo assim, para que a quantificacao fosse precisa e fornecesse

resultados satisfatorios, foi necessario controlar o tempo de fluxo da amostra no FEx.

Foram testados tempos de fluxo de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos, cada um em
triplicata, até encontrar o tempo minimo necessario para o equilibrio ser alcangado. Nao
foi possivel encontrar esse valor na literatura porque o equilibrio depende da natureza
do analito e das caracteristicas do material sorvente especifico, sendo, portanto, melhor

encontrado experimentalmente.
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A solucao padrao de pesticidas utilizada continha 16 diferentes pesticidas, e cada
um possui um tempo de equilibrio termodindmico especifico em relacao a sua absorgao
pelo PMMA. Foram estudados os tempos de equilibrio de 5 pesticidas (heptacloro, aldrin,
endosulfan, dieldrin), que pelo método cromatografico utilizado sdo os que apresentam

maior repetibilidade nos sinais e maior resolugao.

Na Figura 52 sao ilustrados sobrepostos os cromatogramas obtidos em cada tempo
de equilibrio testado. E possivel notar que com o aumento do tempo de contato entre a

amostra e o revestimento de PMMA, a absorcao dos analitos aumenta.

Entretanto, a partir de 30 minutos a quantidade absorvida se mantém em uma
mesma faixa, indicando que 30 minutos é o tempo de equilibrio alcangado. Isso indica que
aumentar o tempo de extragao além dos 30 minutos nao ir4 aumentar a quantidade de
analito absorvida. O padrao de absor¢cao do PMMA com o tempo foi avaliado para cada

pesticida estudado.
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Figura 52 — Cromatogramas nos tempos de equilibrio estudados.
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Heptacloro

Para o heptacloro, o RSD das areas dos sinais cromatograficos nas replicatas de
cada tempo variou de 6,69% a 32,20% (Tabela 8). Os tempos que mais apresentaram

variacao foram em 40 minutos e 60 minutos.

Tabela 8 — Tempo de equilibrio do Heptacloro

Tempo de extracio (min) 10 20 30 40 50 60

Média 9.22.10° 5,13.10° 1,27.107 2,20.107 1,45.10"7 1,20.107
SD 9,53.10° 5,14.10° 8,49.10° 5,63.10° 2,02.105 4,16.10°
RSD (%) 11,39 10,01 6,68 2462 1391 32,20

Com os dados da Tabela 8 foi construido o grafico do tempo de equilibrio do
heptacloro (Figura 53). E possivel notar que a partir de 30 minutos a quantidade absorvida
se mantém em uma mesma faixa, indicando que o tempo de equilibrio foi alcangado.
Entretanto, vale ressaltar que como alguns valores de RSD para as replicatas estavam
acima do ideal, é necessario solucionar o obstaculo da repetibilidade a fim de encontrar

resultados mais precisos.
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Figura 53 — Grafico do tempo de equilibrio do heptacloro.
A baixa repetibilidade dos valores possivelmente se deve ao processo de retirada

do excesso de amostra apds o periodo de extragao. Esse processo é feito manualmente e

gera goticulas residuais da solucao aquosa no interior do liner. A cada extracdo o padrao
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e a quantidade de goticulas residuais geradas muda, ocasionando possivelmente uma
baixa repetibilidade nas leituras. Na Figura 54 sao ilustrados dois liners apds periodos de

extracao, exemplificando os diferentes padroes de goticulas obtidos.

Figura 54 — Liner IIA, revestido com PMMA 350.000 g mol~!, apés dois processos de
extracao, destacando as diferentes quantidades de goticulas residuais.

Esse obstaculo ja esta sendo solucionado, e um prototipo de pré-secagem esta sendo
desenvolvido para garantir maior repetibilidade nesse processo. Apés a finalizagdo do novo
dispositivo a tendéncia ¢ que a repetibilidade das extragoes seja melhor para todos os

cinco pesticidas estudados.
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Aldrin

O estudo do tempo de equilibrio para o aldrin indicou que 30 minutos também é
suficiente para alcancar o equilibrio de absorcao desse pesticida com o PMMA. O RSD das

dreas dos sinais cromatograficos nas replicatas de cada tempo variou de 5,65% a 33,76%

(Tabela 9).

Os tempos que mais apresentaram variacao foram em 40 minutos e 60 minutos.
Como esse padrao também foi notado na andlise do heptacloro, mais uma replicata de cada
tempo foi realizada, haja vista que o problema poderia ser em uma replicata especifica,
sendo portanto um outlier na analise. Entretanto, mesmo com a realizagao de uma nova

replicata de cada tempo (40 e 60 minutos), os valores de RSD permaneceram altos (acima

de 20%).

Tabela 9 — Tempo de equilibrio do Aldrin

Tempo de extracdo (min) 10 20 30 40 50 60

Média 2.49.10° 3,06.10° 1,26.107 1,73.107 1,03.107 9,22.10°
SD 3,37.10° 2,56.10° 7,11.10° 4,41.10° 1,98.10° 3,11.10°
RSD (%) 1351 836 565 2554 1915 3376

O grafico obtido com os dados da Tabela 9 é apresentado na Figura 55. Assim
como no heptacloro, é possivel notar que a partir de 30 minutos a variagdo permanece

uniforme, indicando que o tempo de equilibrio do aldrin foi alcancgado.
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Figura 55 — Grafico do tempo de equilibrio do aldrin.
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Endosulfan

Para o endosulfan, os valores de RSD das 4reas dos sinais variaram de 1,71% a
28,12% (Tabela 10). Os tempos que mais apresentaram varia¢ao foram em 10 minutos e 60
minutos. Mais uma replicata de cada tempo foi realizada, tendo em mente que o problema
poderia ser em uma replicata especifica. Entretanto, mesmo com a realizacao de uma nova
replicata de cada tempo (10 e 60 minutos), os valores de RSD permaneceram altos, acima

de 15% para o tempo de 10 minutos e acima de 20% para 60 minutos.

Tabela 10 — Tempo de equilibrio do endosulfan

Tempo de extracdo (min) 10 20 30 40 50 60

Média 9,05.10° 9,17.10° 1,61.10" 2,03.10" 1,90.10" 1,64.10"
SD 1,59.106 1,56.10° 1,40.105 3,24.10° 9,31.10° 4,62.10°
RSD (%) 17,57 1,71 8,71 16,00 4,89 28,12

O estudo do tempo de equilibrio para o endosulfan indicou também que 30 minutos

é suficiente para alcancar o equilibrio de absorcao desse pesticida entre a amostra e o

PMMA (Figura 56).
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Figura 56 — Grafico do tempo de equilibrio do endosulfan.
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Dieldrin

O estudo do equilibrio do dieldrin resultou em valores de RSD entre 3,30% e 49,67%
(Tabela 11). Os tempos que mais apresentaram variacao foram em 10 minutos e 60 minutos.
Foram feitas novas replicatas desses tempos mas os valores de RSD permaneceram altos,

acima de 40% para o tempo de 10 minutos e acima de 20% para 60 minutos.

Tabela 11 — Tempo de equilibrio do dieldrin

Tempo de extragdo (min) 10 20 30 40 50 60
Média 1,21.10" 1,77.10" 1,94.10" 2,79.10" 2,59.10" 2,36.107
SD 6,03.10° 8,07.10° 6,40.10° 5,53.10° 3,76.10° 5,89.10°
RSD (%) 49,67 4,57 3,30 19,85 14,52 24,96

O estudo do tempo de equilibrio para o dieldrin indicou também que 30 minutos
¢ suficiente para alcancar o equilibrio de absorcao desse pesticida entre a amostra e o

PMMA (Figura 57).
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Figura 57 — Gréfico do tempo de equilibrio do dieldrin.

Avaliando os tempos de equilibrio de cada pesticida, estipulou-se o tempo minimo
de contato de 30 minutos, para que todos os analitos estudados fossem absorvidos e

entrassem em equilibrio termodindmico com o PMMA.



Capitulo 3. Resultados e Discussdo 71

3.13.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada pela construcao das curvas de calibracao
para os pesticidas estudados. Foi utilizado o software Origin para a plotagem e as areas
dos sinais cromatograficos foram determinadas pela integracao automatica realizada pelo
software Masshunter. Na Figura 58 sao ilustrados 5 cromatogramas obtidos, 1 para cada

concentragao, apresentados sobrepostos.
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Figura 58 — Cromatogramas dos padroes de pesticidas de 20, 40, 60, 80 e 100 ppb sobre-
postos. Utilizando o Liner IIA, revestido com PMMA 350.000 g mol~!, obtido
no modo full scan, e o sistema FEx com as tampas dos recipientes fechadas.
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Heptacloro

A regressao linear da curva analitica do heptacloro (Figura 59) resultou em um
coeficiente de determinacao R? de 0,98033. Esse valor é suficiente para validar o método
para a andlise deste pesticida. Valores acima de 0,98 sao considerados aceitaveis pelas

principais institui¢oes de padronizagoes como ISO, EPA e Eurachem.

Regressao linear R® = 0,98033
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Figura 59 — Curva analitica do heptacloro.

Apeasar de o coeficiente de determinacao ter sido um valor satisfatério, os valores
de RSD variaram de 7,30% a 20,98%, sendo que para as concentragoes de 80 ppb e 100 ppb
ficaram préoximos de 20% (Tabela 12), indicando uma baixa repetibilidade das replicatas

desses pontos.

Tabela 12 — Dados da curva analitica do heptacloro

Concentragao (ppb) 20 40 60 80 100
Média 4,.84.10° 6,83.10° 1,02.10" 1,33.107 1,46.10"
SD 7.49.10° 9,17.10° 7,46.10° 2,78.106 2,70.10°

RSD (%) 15,46 13,42 7.30 20,08 18,45
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Aldrin

A regressao linear da curva analitica do aldrin (Figura 60) resultou em um coeficiente
de determinacao R? de 0,97667. Esse valor é suficiente para validar o método para a andlise
deste pesticida, mas nao é satisfatério, indicando possibilidades de melhoria no processo

global de preparo das amostras.

Regressao linear R’ = 0,97667
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Figura 60 — Curva analitica do aldrin.

As éreas dos sinais do aldrin se encontram listadas na Tabela 13, junto aos valores
de Desvio Padrao e Desvio Padrao Relativo para cada concentragao, que variaram de

5,10% a 19,12%.

Tabela 13 — Dados da curva analitica do aldrin

Concentragao (ppb) 20 40 60 80 100
Média 5,22.10° 7.10.10° 8,75.10° 1,17.10" 1,26.107
SD 0,99.10° 1,18.10° 1,62.105 9,09.10° 6,44.10°

RSD (%) 19,12 16,63 18,50 7,79 5,10
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Endosulfan

A regressao linear da curva analitica do endosulfan (Figura 61) resultou em um
coeficiente de determinacao R? de 0,98078, valor esse aceitdvel para uma validacao do

método na andlise desse pesticida.

Regressao linear R® = 0,98078
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Figura 61 — Curva analitica do endosulfan.

As éreas dos sinais do endosulfan se encontram listadas na Tabela 14, junto aos

valores de Desvio Padrao e Desvio Padrao Relativo para cada concentracao, que variaram

de 7,78% a 19,35%.

Tabela 14 — Dados da curva analitica do endosulfan

Concentragao (ppb) 20 40 60 80 100
Média 3,52.10° 5.,66.10° 1,12.107 1,33.107 1,62.107
SD 3,78.10° 8,65.10° 2,16.10° 2,13.10° 1,26.10°

RSD (%) 10,73 15,29 19,35 15,98 7,78
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Dieldrin

A regressao linear da curva analitica do dieldrin (Figura 62) resultou em um
coeficiente de determinacao R? de 0,99406. Esse valor foi o maior coeficiente encontrado
dentre os cinco pesticidas estudados e é excelente para uma validacao do método na analise

deste pesticida.

Regressao linear R’ = 0,99406
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Figura 62 — Curva analitica do dieldrin.

As areas dos sinais do dieldrin se encontram listadas na Tabela 15, junto aos valores

de Desvio Padrao e Desvio Padrao Relativo para cada concentragao, que variaram de

5,50% a 15,31%.

Tabela 15 — Dados da curva analitica do dieldrin

Concentragao (ppb) 20 40 60 80 100
Média 3,92.10° 7,54.10° 1,11.10" 1,51.10" 2,04.107
SD 3,82.10° 1,02.10° 9,66.10° 2,31.106 1,12.10°
RSD (%) 9,76 13,56 8,71 15,31 9,50

Mesmo que os coeficientes de determinagao do aldrin nao tenham sido satisfatérios,
as curvas analiticas dos outros trés pesticidas (heptacloro, endosulfan e dieldrin) apresenta-
ram valores de R? acima de 0,98, indicando que o processo possui repetibilidade suficiente
para a validacao e ainda comprova o potencial do método para aplicagoes futuras em

amostras reais.



Capitulo 3. Resultados e Discussdo 76

3.13.3 Limites de deteccao e quantificacao

Os limites de deteccao e quantificacao foram determinados por meio da leitura de
10 replicatas do branco do sistema, juntamente aos resultados encontrados nas curvas de

calibracao dos analitos.

A Tabela 16 mostra valores de RSD variando entre 38,23% e 95,75% para as
replicatas do branco. Os valores altos de RSD se comuns para a faixa de trabalho (ppb)

sendo estudada.

Tabela 16 — Repetibilidade das areas dos sinais dos brancos do sistema.

Pesticida Heptacloro Aldrin Endosulfan Dieldrin
Média 2,46.10* 8,00.10* 2,66.10° 1,11.10°
SD 1,06.10* 3,06.10% 1,06.10° 1,07.10°
RSD (%) 43,02 38,23 39,76 95,75

O cromatograma de um dos brancos obtidos ¢é ilustrado na Figura 63. O pico em
aproximadamente 26 minutos foi identificado como o DEHP, um plastificante comum e

geralmente encontrado em materiais de laboratoério.
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Figura 63 — Cromatograma do branco do sistema FEx, utilizando Liner ITA, revestido
com PMMA 350.000 g mol~!, obtido no modo full scan, e o sistema FEx com
as tampas dos recipientes fechadas.

Os limites de detec¢ao (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram ideais para a validagio
do método desenvolvido no presente trabalho (Tabela 17), variando nas faixas 0,42 - 2,33

ng L=t e 5,10 - 6,08 pg L1, respectivamente.
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Tabela 17 — Limites de detecao e quantificagao

Pesticida Endosulfan Dieldrin
LOD (ppb = ng L 1) 0,42 2,33
LOQ (ppb = ng L 1) 5,10 6,08

Nao foram apresentados os dados de LOD e LOQ do heptacloro e do aldrin, pois as
areas dos brancos nos tempos de retengao desses pesticidas foram bem pequenas (Tabela

16), resultando em valores de limites de deteccao e quantificacao abaixo de 0.

Os valores de LOD e LOQ se encontram abaixo do menor ponto da curva analitica,
de concentracao 20 ppb (Tabela 18), o que é necessario para um processo de validagao

eficiente e reitera o potencial do método para ser aplicado a amostras reais.

Tabela 18 — Médias dos dados das curvas analiticas dos pesticidas estudados

Pesticida Heptacloro Aldrin Endosulfan Dieldrin
Padrao de 20 ppb 4,84.10° 5,22.10° 3,52.10° 3,92.10°
Padrao de 40 ppb 6,83.10° 7,10.106 5,66.100 7,54.100
Padrao de 60 ppb 1,02.107 8,75.10° 1,12.107 1,11.107
Padrao de 80 ppb 1,33.107 1,17.107 1,33.107 1,51.107

Padrao de 100 ppb 1,46.107 1,26.107 1,62.107 2,04.107

A Figura 64 apresenta o cromatograma de um dos brancos sobreposto ao cromato-
grama de uma das leituras da solucao de 20 ppb de pesticidas, mostrando a capacidade do

método em identificar os pesticidas estudados.
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Figura 64 — Cromatograma do branco do sistema FEx sobreposto ao cromatograma do
padrao de 20 ppb de pesticidas.
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3.13.4 Faixa de trabalho

A faixa de trabalho representa as concentragdes onde o método é adequado para a
determinagao e quantificagdo do analito em questdo [61]. Para o pesticida endosulfan a
faixa de trabalho foi de 5,10 ppb a 100 ppb; para o dieldri a faixa de trabalho foi de 6,08

ppb a 100 ppb; para o heptacloro e para o aldrin a faixa de trabalho foi de 20 ppb a 100

ppb.

3.13.5 Repetibilidade

A repetibilidade do método foi testada analisando a solucao de pesticidas 100 ppb
em cinco replicatas. Os valores de desvio padrao relativo para os 5 pesticidas estudados

ficaram na faixa de 5,60% a 16,70% (Tabela 19).

Tabela 19 — Teste de repetibilidade das areas dos sinais dos pesticidas estudados.

Pesticida Heptacloro Aldrin Endosulfan Dieldrin
Média 1,34.107 1,31.107 1,54.107 1,97.107
SD 2,24.10° 1,42.106 1,29.106 1,10.106
RSD (%) 16,70 10,85 8,38 5,60

Os cromatogramas obtidos nas leituras das 5 replicatas foram sobrepostos e estao

ilustrados na Figura 65.
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Figura 65 — Cromatogramas dos padrdes de pesticidas de 100 ppb sobrepostos, analisados
em quintuplicata, para avaliar a repetibilidade.
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3.13.6 Precisao intermediaria

A precisao intermediaria foi determinada analisando a solucao de pesticidas 100
ppb em sete dias diferentes. Os valores de desvio padrao relativo para os 5 pesticidas

estudados ficaram na faixa de 8,93% a 31,11% (Tabela 20).

Tabela 20 — Teste de precisao intermediaria das areas dos sinais dos pesticidas estudados.

Pesticida Heptacloro Aldrin Endosulfan Dieldrin
Média 1,67.107 1,48.107 1,95.107 1,42.107
SD 2,43.10° 3,28.106 1,74.10° 4,41.106
RSD (%) 14,53 22,22 8,93 31,11

Os cromatogramas obtidos nas primeiras trés replicatas foram sobrepostos e estao

ilustrados na Figura 66.
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Figura 66 — Cromatogramas dos padroes de pesticidas de 100 ppb sobrepostos, analisados
em sete replicatas, para avaliar a precisao intermediaria.
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3.13.7 Fator de pré-concentracao

O fator de pré-concentracgao foi avaliado por meio da comparacao dos resultados
encontrados com injecao direta. Por esse modo nao foi possivel visualizar sinais de nenhum
dos 16 pesticidas do padrao, em nenhuma das concentragoes (Figura 67). As leituras foram
realizadas em triplicata a fim de se garantir a certeza do resultado.
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Figura 67 — Cromatogramas das solucoes de 60 e 100 ppb de pesticidas, obtidos por inje¢ao
direta e no modo full scan.

Para efeitos de comparacao, a Figura 68 apresenta um dos cromatogramas obtidos
por meio de injecao direta da solucao de 60 ppb, sobreposto ao resultado obtido utilizando
o método de preparo de amostras desenvolvido no presente trabalho. E possivel notar a

diferenca de extracao das duas técnicas.
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Figura 68 — Cromatogramas da solugao de 60 ppb de pesticidas, obtidos por injecao direta
e pelo método validado no presente trabalho.
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O resultado encontrado demonstra a alta capacidade de extracao e pré-concentracao
do dispositivo com PMMA, sendo portanto altamente adequado para determinacao e

quantificagao de compostos da classe dos pesticidas.

3.14 Contextualizacao do trabalho

3.14.1 Custo da anilise

Uma das grandes vantagens do método desenvolvido no presente trabalho é seu

baixo custo em relagao ao SPME. Os principais custos envolvidos sao:

o Liner R$120,00
o Reagente 25,02 PMMA 350.000 g mol =% R$350,00

o Solvente Diclorometano PA 1L $30,00

Para a producao de 1 liner revestido, sao utilizados aproximadamente 10 mg de
PMMA e 100 pL de diclorometano, o que resulta em um custo aproximado de R$121,00.
Esse liner pode ser utilizado por no minimo 100 analises cromatograficas sem sinais de

diminuicao da eficiéncia extratora, resultando em um custo de R$0,12 por andlise.

O preparo de amostras por SPME envolve a compra de um dispositivo que possui um
custo de aproximadamente R$1500,00. De acordo com o fabricante, ele pode ser utilizado
por 100 andlises cromatograficas sem sinais de diminuigao da eficiéncia, resultando em um

custo de R$15,00 por analise.

Observando esses valores é possivel concluir que o uso do método de preparo de
amostras desenvolvido pelo presente trabalho representa uma economia superior a 1000%

em relagao a técnica miniaturizada mais utilizada pelos laboratérios de analises quimicas.

Além disso, caso o revestimento de PMMA comece a mostrar sinais de deterioragao
é possivel trocar apenas o polimero, refazendo o revestimento e mantendo a utilizacao do

mesmo [liner, o que diminui ainda mais os custos a longo prazo.

Em comparacao as outras principais técnicas de extracao e pré-concentracao de
analitos em amostras aquosas, que sao a Extracao em Fase Solida e a Extracao com Solvente,

o método desenvolvido pelo presente trabalho também possui um custo menor. Os processos
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de SPE e SE possuem varias etapas, como aquecimento e agita¢do, o que aumenta o custo
dessas técnicas, haja visto que o laboratoério necessita possuir os equipamentos para essas
etapas e ha também os custos com eletricidade e treinamento dos funcionarios. Além
disso, como sao utilizados solventes organicos para as extracoes e dessorc¢oes, ha um custo

elevado na aquisicao desses reagentes e no tratamento dos residuos gerados pelos mesmos.

Esses solventes organicos, mesmo quando ambientalmente amigaveis, ainda propor-
cionam um grande risco para o meio ambiente e para o analista encarregado da analise,
acrescentando custos inestimaveis de possivel contaminagao dos solos e rios e deterioracao

da saude humana.

3.14.2 Eficiéencia do método

Por meio da analise dos resultados obtidos no presente trabalho é possivel comprovar
a capacidade do PMMA em absorver o 1-dodecanol, um alcool semi-volatil, pouco polar e
com cadeia carbdnica longa (12 carbonos). Esses resultados corroboram os encontrados
em outros estudos, que também comprovam a eficiéncia dos poliacrilatos como materiais

extratores [25] [66] [67] [70] [71] [72].

Papageorgiou e coautores também observaram que essas fibras foram eficientes na
pré-concentracao de analitos polares semi-volateis. Eles publicaram em 2018 os resultados
de seus estudos realizados em vinhos, no qual analisaram aminas biogénicas utilizando

SPME com fibras de poliacrilato para a extragao dos analitos [94].

Em 1995, Yang e Pepard ja haviam constatado esse fato, por meio de um estudo
no qual encontraram que o poliacrilato nao absorve preferencialmente os menos volateis,

sendo capaz de absorver analitos de diferentes volatilidades e polaridades [25].

O poder de absorcao dos poliacrilatos pode ser comprovado também por Cardeal e
coautores, que realizaram um estudo em cachacas brasileiras e conseguiram extrair com

eficiéncia mais de 60 tipos de analitos, com variados pesos moleculares e polaridades [66].

Até o presente momento varias etapas de desenvolvimento do método de preparo
de amostras foram concluidas e otimizadas, como a definicdo da melhor solugao polimérica,
a determinacao dos parametros 6timos de insercao e de secagem dessa solucao no liner,
a utilizacao do liner revestido para analise de diversos analitos e a validagao do método

para a identificacdo e quantificacdo de pesticidas organoclorados.
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Os resultados foram satisfatorios para essas etapas iniciais, e melhorias ja estao
sendo implementadas nas etapas de deposi¢cao do polimero e de retirada do excesso de

amostra apos a extracao, além disso novas aplicagoes estao sendo estudadas.
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4 Conclusao

O intuito do presente trabalho foi desenvolver um método de preparo de amostras
mais robusto e econdmico do que os métodos atualmente utilizados, a fim de extrair
compostos organicos volateis em matrizes aquosas para cromatografia gasosa, utilizando

poli(metil metacrilato) (PMMA) como material de captura e pré-concentracao dos analitos.

Como a etapa de preparo de amostras ¢ muito importante e é a etapa na qual ha
maior probabilidade de erros, faz-se necessario o desenvolvimento de novas metodologias e
técnicas que trarao avancos tanto na area da quimica analitica quanto em outras areas
que utilizam analises quimicas como ferramentas de estudo. O presente trabalho foi capaz

de desenvolver com sucesso o método proposto.

Além disso, os demais objetivos de otimizar o processo de deposicao do PMMA
no liner, avaliar se o peso molecular do PMMA interfere no seu poder de trapeamento e
validar o método para a determinacao e quantificacao de pesticidas organoclorados por

cromatografia gasosa, foram também concluidos com sucesso.

Por meio da otimizagao dos processos foi possivel também aumentar a sensibilidade
do método cromatografico, melhorando a resolucao do sinal do 1-dodecanol, reduzindo
a linha base do cromatograma e diminuindo os sinais interferentes. Foi possivel também
verificar poder de absor¢cao do PMMA usando como compostos de teste 1-dodecanol,

alcanos e pesticidas, grupos que apresentam variadas polaridades.

O PMMA foi selecionado para representar o grupo dos poliacrilatos devido a sua
alta disponibilidade no mercado, preco acessivel e 6tima eficiéncia de extragdo. Testou-se
a aplicabilidade do processo entre dois tipos de PMMA, comparando dois diferentes
pesos moleculares do polimero, o que altera, consequentemente, o tamanho da sua cadeia

polimérica.

Essa abordagem de estudar polimeros com mesmo monomero e diferentes pesos
moleculares nao foi encontrada na literatura até o presente momento, o que representa
uma inovacao deste trabalho, haja vista que o tamanho da cadeia polimérica interfere na
resisténcia do polimero e, por isso, pode alterar a capacidade de absor¢cao do material

extrator, o que foi comprovado pelos experimentos deste trabalho.
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Além disso, essa versatilidade do PMMA como material extrator ¢ um ponto
positivo para os laboratérios de analise que realizam diversos tipos de extragoes na rotina
diaria, pois o uso de apenas um tipo de dispositivo nao requer grandes variagoes nos

materiais da analise.

O PMMA de massa molecular 350.000 g mol~! foi o que se mostrou mais resistente
termicamente apods 25 andlises cromatograficas, sendo portanto o material selecionado

para o trapeamento dos analitos.

O processo de deposicao e casting do polimero foi otimizado a fim de oferecer alta

repetibilidade (RSD < 5%) e diminui¢do do tempo de secagem.

O tratamento térmico apds a secagem foi constatado como necessario para melhorar
a resolugao dos picos cromatograficos, pois remove interferentes presentes no PMMA e no
liner. Além disso, utilizando o método SIM de deteccao no espectrometro de massas, foi

possivel melhorar ainda mais a resolucao do sinal do 1-dodecanol.

A validacao do método para andlise de quatro pesticidas - heptacloro, aldrin,
endosulfan e dieldrin - apresentou resultados satisfatérios e que vao ao encontro dos
dados encontrados na literatura e na legislagao de pesticidas. Foram alcancados limites
de deteccao de 0,42 a 2,33 pg L™! e limites de quantificacao de 5,10 a 6,08 pg L71,
valores esses muito abaixo do ponto minimo das curvas analiticas, 20 pg L™!. As curvas
analfticas, por sua vez, apresentaram valores de R? de 0,97667 a 0,99406, o que mostra
alta linearidade. Esses valores sao satisfatorios e aceitaveis pelos 6rgaos reguladores de

metrologia e qualidade em validagao analitica, como a ISO e o INMETRO.

Vale ressaltar aqui que a validacao do método para andlise de pesticidas foi realizada
inteiramente no modo full scan do espectrometro de massas, o que significa uma alta
eficiéncia do método, haja vista que mesmo com todos os fons dentro da faixa de trabalho
do espectrometro sendo analisados ainda houve resolugao suficiente para que uma completa

validagao fosse realizada atingindo excelentes resultados para as figuras de mérito.

O uso do FEx como equipamento de fluxo da amostra por dentro dos liners
revestidos ¢ uma inovagao tecnologica que beneficia tanto laboratérios de pesquisa quanto
laboratorios comerciais, ja que torna as atividades mais rapidas, mais baratas e mais

robustas.

O método desenvolvido possui algumas limitagoes. Uma delas se refere a quantidade
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de amostra necessaria e a natureza da mesma. Para realizar o processo pelo FEx sao
necessarios no minimo 30 mL de amostra, portanto amostras em menor quantidade devem
ser diluidas a fim de alcancarem o volume necessario. Além disso, as amostras devem
ser aquosas, pois o PMMA é solivel nos principais solventes organicos, fazendo com que

amostras que contenham esses solventes destruam o revestimento.

Mesmo considerando essas pequenas limitagoes, o presente trabalho permanece
inovador e pioneiro, sendo que ao longo de dois anos os passos foram otimizados e
ajustados para alcancar resultados mais precisos e exatos. O método aqui apresentado
possui grande potencial de aplicacdo no mercado, e traz inovagoes tecnoldgicas que agilizam
as analises quimicas e as tornam mais eficientes. O impacto cientifico do trabalho é também
comprovado pelo estudo da competéncia do PMMA como material extrator de compostos
polares e apolares, bem como da aplicabilidade do material em preparo de amostras

aquosas para cromatografia gasosa.

Por fim, as andlises cromatograficas mostraram que os analitos foram facilmente
dessorvidos termicamente, o que torna possivel a reutilizacao imediata do liner logo apés

uma leitura.

O método de preparo de amostras desenvolvido é uma técnica versatil e condizente
com os principios da Quimica Verde. A técnica se mostrou capaz de extrair analitos volateis

e semi-volateis, além de ser rapida, ndo-destrutiva, reutilizavel e de baixo custo.

4.1 Perspectivas futuras

Os préximos passos a médio prazo envolvem a otimizagao do processo de deposicao
do polimero no interior do liner, com a utilizacdo do novo prototipo que esta em desenvol-
vimento, a fim de garantir repetibilidade nao apenas da massa depositada, mas também
da espessura do revestimento ao longo do liner. Serd otimizado também o processo de
remocao do excesso de amostra que fica presente no liner apods a extragao, obstaculo

principal para a precisao do método.

A fim de melhorar ainda mais os processos de deposicao polimérica, secagem
e extracao dos analitos serao utilizadas ferramentas estatisticas de planejamento de
experimentos (DOE, do inglés Design of Exrperiments) e Quimiometria. Além disso,

uma patente e um artigo estao em processos de submissao, concretizando os resultados
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encontrados e firmando no mundo académico a criacdo de um novo método analitico

rapido, barato e ecoldgico.
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